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Resumen

La introduccion de carneros a ovejas prepuberes, en anestro estacional, anovulatorias
en lactacion, o en temporada reproductiva, que permanecieron aisladas de todo contacto
con carneros estimula (en al menos una proporcion de ellas) su ovulacion (efecto
macho). Por tanto, el efecto macho por si solo, o en combinacion con tratamientos
hormonales es una opcion que puede ser incluida en sistemas de produccion. Sin
embargo, a pesar de que el efecto macho ha sido ampliamente estudiado en ovejas en
anestro, las ventajas de la utilizacion del efecto macho en ovejas ciclicas ha sido poco
estudiada. En un ciclo estral normal, el aumento en la secrecién de LH estimula el
desarrollo folicular y la sintesis de estradiol. A su vez, el aumento de estradiol induce un
aumento en el nimero de receptores uterinos de oxitocina, por lo que en la fase luteal
tardia el Utero responde a la oxitocina secretando PGF2a. Esto desencadena un proceso
de retroalimentacion positiva que finaliza con la lutedlisis. Se ha observado que las
ovejas ciclicas responden a la introduccion de carneros con un incremento de la
frecuencia de pulsos de LH sin importar el momento del ciclo. Este incremento se
produce incluso en animales tratados con dispositivos con progestagenos. Por tanto, el
efecto macho podria desencadenar respuestas similares a las que se dan durante una fase
luteal normal. Como hipdtesis general de esta tesis se planted que el efecto macho es
efectivo en sustituir parcialmente a la PGF2a durante la fase luteal tardia para inducir la
presentacion de celo. El objetivo general fue determinar si el efecto macho puede
sustituir parcialmente el uso de PGF2a en un tratamiento de sincronizacion de celo en
ovejas ciclicas. Para ello se realizaron dos experimentos. Para el primero se teste0 la
hipdtesis de que en un protocolo de dos dosis de PGF2a separadas 13 dias, el efecto
macho sustituye la mitad de la segunda dosis. Dados los resultados de este experimento,
en el que se observd que el efecto macho puede desencadenar y adelantar la
manifestacion de celo en al menos una proporcion de ovejas, se planted la hipotesis de
que el dia de la fase luteal tardia en que se estimula a las ovejas afecta la respuesta al
tratamiento. Por ello se disefié un segundo experimento donde se testeo el uso de media
dosis de PGF2a administrada al momento de la introduccion de los machos en diferentes
momentos de la fase luteal, pero no se observo diferencia en la respuesta estral de las
ovejas segun el dia en que fueron estimuladas. En conclusion, el efecto macho fue
efectivo al sustituir media dosis de PGF2a en una parte menor de la majada, aunque la
respuesta no estuvo relacionada con el dia de la fase luteal tardia en la cual las ovejas
son estimuladas.



Summary

The introduction of rams to prepuberal, seasonal anestrous, lactating anovular, or
seasonal ewes that remained isolated from the rams, induces (in at least a proportion of
the ewes) the ovulation (ram effect). Thus the ram effect alone, or combined with
hormonal treatments may be included in productive systems. However, although the use
of the ram effect has been widely studied in anestrous ewes, its’ possible applications in
cyclic ewes have been scarcely studied. In a normal estrous cycle the increase in LH
stimulates estradiol secretion by the larger follicles present in the ovaries. This raise in
estradiol concentrations induce an increase of uterine oxytocin receptors, so in the late
luteal phase the uterus responds to oxytocin secreting PGF2a. This triggers a positive
feedback which ends with the regression of the corpus luteum. The introduction of rams
induce an increase in LH pulsatility in cyclic ewes, independent of the stage of the
estrous cycle. This increase is even observed in ewes treated with progestagens.
Therefore, the ram effect may trigger similar responses as observed during a normal
luteal phase. The general hypothesis was that the ram effect can partially substitute
PGF2a during late luteal phase to induce estrus. The general aim was to determine if the
ram effect could partially substitute the use of PGF2a in an estrous synchronization
protocol in cyclic ewes. In the first experiment our hypothesis was that the ram effect
may substitute the administration of a second half-PGF2a dose during the late luteal
phase in a treatment of two doses administrated 13 days apart. As with this alternative
we observed that the ram effect could trigger and advance estrus in, at least, a part of the
flock, we designed a second experiment. The hypothesis was that the day of the late
luteal phase in which ewes are stimulated influences the response to the treatment.
Hence we designed a second experiment testing the use of half dose of PGF2a
administered at ram introduction in different moments of the luteal phase. However, we
did not observe any differences in the estrous response of the ewes according to the day
in which they were stimulated. In conclusion, the ram effect was effective substituting
half PGF2a in part of the flock, but the response was unrelated to the day of the late
luteal phase in which the ewes are stimulated.
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1 Introduccién

1.1 Fisiologia reproductiva de la oveja

1.1.1 Estacionalidad

La estacionalidad reproductiva es la restriccion natural de la capacidad reproductiva
del animal a un momento del afio (Malpaux, 2006). Por ello, la misma es una limitante
para obtener corderos en cualquier momento del afio, y debe ser tenida en cuenta al
momento de establecer un programa productivo en un establecimiento. La oveja es una
especie de reproduccién poliéstrica estacional, con una estacionalidad regida
principalmente por el fotoperiodo, presentando su estacion reproductiva cuando las
horas de luz van disminuyendo (reproductor de dia corto). La duracién de la estacion
reproductiva y del periodo de anestro varia segin la raza y la ubicacion geografica del
animal. En nuestro pais, las razas mas importantes son Corriedale (65%) y Merino
(14%) (Rodriguez-Sabarros, 2013). La estacion reproductiva de las ovejas de raza
Corriedale en Uruguay se extiende desde enero (Fernandez-Abella, 1993) o mediados de
febrero (Perdigén et al., 1997) hasta junio-julio (Fernandez-Abella, 1993; Perdigon et
al., 1997), mientras que la raza Merino comienza su estacion reproductiva en diciembre
(Ferndndez-Abella et al., 1999).

1.1.2 Ciclo estral

El ciclo estral de la oveja tiene una duracion de 17 dias (con variaciones segun la
raza y la etapa de la estacion reproductiva), con un estro que dura de 24 a 36 h
(Goodman e Inskeep, 2006). Esta duracion también se ve influida por aspectos tales
como raza, edad, estacion del afio y presencia de los machos (Goodman e Inskeep,
2006). El comportamiento de celo durante el mismo no se observa en ausencia de los
machos (en su presencia a menudo muestran una conducta de intensa busqueda de los
machos y permanecen cerca de ellos). Durante el estro la vulva esta edematosa, y se
observa una secrecion de moco por la vagina (Jainudeen et al., 2002). La oveja ovula
espontaneamente finalizado el celo, con tasas ovulatorias que varian segin la raza. Sin
embargo, la mayoria de las razas ovinas tienen una tasa ovulatoria (cantidad de
ovulaciones por animal que ovula) de entre 1 y 2 (Scaramuzzi y Radford, 1983), siendo
un ejemplo de ello la raza Merino con 1,2 (Turner, 1978). La tasa ovulatoria aumenta
con la edad hasta alcanzar el maximo a los 6-7 afos, y luego declina gradualmente
(Hafez y Hafez, 2002); ademas de la edad, la tasa de ovulacion varia segun factores
como la nutricién, época del afio y factores sociales (Scaramuzzi y Radford, 1983). Es
asi que el peso y la evolucién (positiva) del mismo, la época de finalizacion del verano y
el comienzo del otofio, y la introduccion de machos a hembras en anestro (ver punto 1.3:
Efecto macho) pueden inducir un aumento en la tasa ovulatoria (Scaramuzzi y Radford,
1983).



El ciclo estral se puede subdividir en dos fases. La fase luteal se considera como el
periodo caracterizado por el desarrollo y la actividad del cuerpo luteo, durante el que hay
altas concentraciones de progesterona (P4) (Noel et al., 1993). Se extiende desde
aproximadamente el dia 2-3 del ciclo (siendo el dia O el comienzo del estro) hasta la
lutedlisis (dia 13-14) (Noel et al., 1993; Abecia-Martinez y Forcada-Miranda, 2010).
Segun Duggavathi et al. (2005), la fase luteal media y tardia es del dia 7 en adelante,
cuando las concentraciones séricas de P4 se encuentran en una fase de meseta. La fase
folicular se considera como el periodo que va desde la regresion luteal, y por tanto bajas
concentraciones de P4 en plasma, hasta el dia 2 a 3 del ciclo (Noel, 1993; Abecia-
Martinez y Forcada-Miranda, 2010).

Durante el ciclo estral la secrecion tonica de la hormona luteinizante (LH) tiene un
patron pulsatil (Hafez et al., 2002). La frecuencia de pulsos disminuye del dia 1 al 9 a
medida que se incrementa la secrecion de P4 luteal, y se mantiene baja hasta la
luteolisis, alrededor del dia 14, para luego incrementarse durante la fase folicular
(Goodman e Inskeep, 2006). Como consecuencia del aumento de los niveles de
estrégenos (E2) durante el estro se produce un pico de LH que induce la ovulacién y por
tanto la formacion de un nuevo cuerpo luteo (Espey y Richards, 2006). Durante la fase
folicular, la concentracion de la hormona foliculo estimulante (FSH) disminuye en las 24
h previas al pico preovulatorio de LH (Thomas et al., 1988). Luego se produce un pico
de FSH coincidente con el de LH, y a continuacion del pico preovulatorio de LH las
concentraciones de FSH disminuyen (en paralelo a las de LH) a un nadir a las 8 a 12 h
del pico preovulatorio, para continuar luego con un segundo aumento y luego un
segundo nadir alrededor de las 20 a 28, y 36 a 48 h respectivamente (Goodman e
Inskeep, 2006). A los 4 a 6 dias de iniciada la fase luteal generalmente se observa un
incremento gradual de FSH que se relaciona con el desarrollo de la segunda onda
folicular, mientras que existen otros incrementos menores vinculados al crecimiento de
las ondas (Goodman e Inskeep, 2006) (Ver Figura 1).
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Figura 1. Esquema de los principales cambios en los patrones de FSH (ng/ml), LH
(ng/ml), Estrogenos totales (pg/ml) y P4 (ng/ml) en la circulacion periférica de la oveja
durante el ciclo estral (Modificado de Noakes et al., 2001).

1.1.3 Luteolisis

La lutedlisis, que determina la finalizacion de la fase luteal, se produce luego de una
serie de interacciones hormonales, produciéndose una involucién del cuerpo lateo junto
al cese de su funcién (Stouffer, 2006).

La P4 reduce la expresion uterina de los receptores para estrogenos (McCracken et
al., 1984) y oxitocina (Vallet et al., 1990), pero ademas, la de sus propios receptores
hormonales (Milgrom et al., 1973). Como consecuencia de esto Ultimo, la P4 disminuye
paulatinamente, a medida que avanza la fase luteal, y por tanto el tiempo en que la P4
esta inhibiendo la sintesis de sus receptores, reduce sus propios efectos, incrementandose
asi la expresion de los receptores de estrogenos y oxitocina (Spencer et al., 1995). El
aumento de estradiol que se produce asociado con el desarrollo folicular induce un
aumento en el nimero de receptores uterinos de oxitocina (Hixon y Flint, 1987). A su
vez, la oxitocina hipofisaria provoca un aumento en la produccion de PGF2a por parte



del Gtero (Flint et al., 1986). Es importante destacar que la presencia previa de
concentraciones altas de P4 favorece la sintesis de PGF2a de dos maneras: 1)
incrementando la acumulacion de lipidos en el endometrio, que por medio de la
fosfolipasa 2, producen &cido araquidonico, el que es convertido a PGF2a por accion de
la ciclooxigenasa; y 2) incrementando la accion de esta Gltima (McCracken et al., 1999).
A su vez, la PGF2a, estimula la sintesis (Burns et al., 2001) y secrecion (Moore et al.,
1986) de oxitocina por parte del cuerpo luteo. Es asi que estas dos hormonas, la PGF2a
uterina y la oxitocina luteal, desarrollan un ciclo de retroalimentacion positiva, donde
pulsos de una son seguidos de pulsos de la otra (Silvia et al., 1991). Estos pulsos son
cada vez mas importantes, llevando a un aumento de la concentracion de PGF2a (Bazer
et al., 1991; Flint y Sheldrick, 1982). Dado el efecto luteolitico de la prostaglandina
(McCracken et al., 1972), este aumento de PGF2a conduce a la consiguiente luteolisis
(Hixon y Flint, 1987) y, consecuentemente, el comienzo de una nueva fase folicular.

1.2 Control del ciclo estral y uso de hormonas en la produccion animal

El control del ciclo estral, y por tanto del celo y la ovulacion, se puede utilizar
asociado a otras biotecnologias reproductivas. La técnica puede ser importante para
ahorrar tiempo y trabajo, asegurandose de que los partos se produzcan en un periodo
corto de tiempo. Para la aplicacion de la inseminacion artificial, el control del estro
puede resultar esencial para permitir que las ovejas sean inseminadas con machos
genéticamente superiores de acuerdo con una agenda planeada y predecible en un corto
periodo de tiempo (Gordon, 1999). Por otra parte, la inseminacién artificial permite
optimizar el uso de los machos, una mejor prevencion y control de enfermedades, usar
machos incapacitados fisicamente, mantener registros seguros, Yy evitar la
consanguinidad (Gordon, 1999). Ademas de ello, el conocimiento y control de los ciclos
reproductivos permite la reproduccion fuera de época o el uso de otras tecnologias, tales
como la superovulacion para producir embriones para transferencia, y la propia
transferencia de embriones (Evans y Maxwell, 1990).

1.2.1 Hormonas y produccion animal: regulacion, mercado y medio ambiente

Cuando se administra una hormona, al igual que sucede con otros farmacos, debe
transcurrir cierto tiempo para que se lleve a cabo la metabolizacion de la misma. Las
principales hormonas utilizadas en reproduccion son metabolizadas en poco tiempo. La
GnRH tiene una vida media de 3 a 6 min en el hombre (Arimura, 1974) y de 7 min en la
rata (Redding, 1973) mientras que en el caso de la eCG en la oveja la vida media es de
63 h (Liu et al., 2007). En el caso de la P4 su vida media en la oveja es de 2-9 h
(Stupnicki et al., 1969) y la del 17p-estradiol va de unos pocos minutos (Challis et al.,
1973) a 2 h (Adams et al., 1994), aunque la de sus ésteres es bastante mayor
(Thundathil, 1999). El 74% del 17p-estradiol total administrado es eliminado en unos 10
dias (Adams et al., 1994). La PGF2a sufre una rapida metabolizacion a nivel pulmonar
y/o hepatica (Davis, 1980; Dimov et al., 1990), sucediendo lo mismo con sus
metabolitos (Light et al., 1994). Sin embargo, dados los tiempos de espera requeridos
para comercializar o consumir la carne, y que el objetivo del tratamiento hormonal es
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mejorar el manejo reproductivo, es muy poco probable que el ser humano consuma
productos o subproductos alimenticios de origen animal con contenido de esas
hormonas.

Las preocupaciones con respecto a las hormonas también involucran sus posibles
efectos sobre el medio ambiente. La excrecién de metabolitos hormonales por orina y
heces luego de un tratamiento puede implicar que, por ejemplo, estrdgenos potentes
tengan el potencial de alcanzar ambientes acuéticos en concentraciones suficientes como
para producir respuestas estrogénicas en la vida acuatica (en peces inducir la produccion
vitelégena, inhibir el crecimiento testicular y disminuir los niveles de testosterona)
(Arcand-Hoy et al., 1998). Estos inconvenientes pueden presentarse también como
consecuencia del desecho de frascos con restos de productos en el medio ambiente,
liberaciones accidentales, residuos provenientes de procesos de produccion (Panter et al.,
2000), asi como los remanentes que quedan en los dispositivos de administracion. Los
dispositivos de liberacion de P4 contienen una mayor cantidad de hormona que la
efectivamente absorbida (Mcmillan y Peterson, 1993), por lo que en muchos casos se los
utiliza mas de una vez (Colazo et al., 2004; Vilarifio et al., 2011). Por esta misma razon,
muchos dispositivos son desechados conteniendo aun P4, pudiendo asi contaminar el
medio ambiente.

Teniendo en cuenta este tipo de antecedentes, en la Union Europea (UE) se ha
prohibido el uso de estrogenos para su uso en protocolos reproductivos (UE, 1996),
aungue se encuentran permitidos para su uso terapéutico (UE, 2003). Asimismo, se ha
regulado el uso de progestagenos y otras hormonas. Hasta 2012 la UE no permitia la
importacion de carne de los Estados Unidos de América (EUA) y Canada debido al uso
de hormona de crecimiento (GH) en estos paises, y aunque luego permitié importar su
carne, la misma debe provenir de animales no tratados con GH (UE, 2012). En nuestro
pais, tanto por razones de salud pdblica como de acceso a mercados, las regulaciones
son similares a la de EUA y la UE, datando algunas de ellas de mucho tiempo atras
(MGAP, 1962). Las cadenas de produccion de alimentos de origen animal estan
fuertemente influenciadas por este nuevo conjunto de limitaciones o restricciones que
inevitablemente conducen a cambios en el mercado.

Ademas, las preferencias de los consumidores en cuanto a la calidad del alimento
son una realidad y una tendencia creciente que cada vez influird mas sobre la
comercializacion de alimentos (Caswell, 2007) y por tanto, la produccion animal. Los
consumidores alrededor del mundo estan comenzando a demandar productos que sean
“limpios, verdes y éticos” (Martin et al., 2004). Para los productores ovinos, esto implica
utilizar précticas que minimicen o eviten totalmente los tratamientos hormonales o
quimicos, lo que ademas colabora en disminuir los residuos de hormonas en el medio
ambiente, y que no comprometan el bienestar animal (Martin et al., 2004). Sin embargo,
la intensificacion de la produccién animal, los factores econdémicos, y la facilidad para el
manejo conducen a un mayor uso de protocolos hormonales en la reproduccion.



1.2.2 Protocolos de sincronizacion de celo

El conocimiento del conjunto de procesos fisioldgicos que conduce al estro y la
ovulacion hacen posible el control de la actividad ovarica en la oveja. En hembras
ciclicas el control del momento de la descarga de LH y la ovulacion puede lograrse ya
sea induciendo la luteolisis con PGF20 0 mediante la extension artificial de la fase luteal
con progestagenos.

La PGF2a tiene accion luteolitica en la oveja (McCracken, 1972) y en hembras
ciclicas sus anélogos son usados para inducir el final de la fase luteal a través de la
regresion del cuerpo lateo (Wildeus, 1999). A nivel comercial existen diferentes tipos de
analogos de la misma para su uso en rumiantes (ver revision: Fierro et al., 2013). Los
analogos mas utilizados y difundidos son dinoprost y cloprostenol (Gonzalez-Bulnes et
al., 2005; Fierro et al., 2011; Ali, 2007; Peel et al., 2012; EI-Sherry et al., 2013) en dosis
de 10 a 15 mg para dinoprost (Talafha et al., 2009; Rawlings et al., 1983; Roberts et al.,
1985), y 100 a 250 pg para cloprostenol (Gonzalez-Bulnes et al., 2005; Zonturlu et. al,
2009; Scaramuzzi et al., 2010). Existen varios trabajos con resultados disimiles en los
que se utilizan dosis reducidas de cloprostenol (Contreras-Solis et al., 2009b) o
dinoprost (Hacket y Robertson, 1980; Juengel et al., 2000). Por otra parte, el resultado
de usar uno u otro analogo es similar en la incidencia de estros, tasa de concepcion en
hembras que fueron apareadas por los machos, tasa de prefiez (Smith, 1982), y aborto
(Audicana y Harvey, 1993). Los analogos de la PGF2a pueden utilizarse en protocolos
como hormona Unica (Acritopoulou y Haresign, 1980), o en combinacion con otras
hormonas (Titi, 2010), como la P4 (Dixon et al., 2006), o la GnRH (Zonturlu et al.,
2009). Dado que el cuerpo lateo responde a la PGF2a entre los dias 3 y 14 del ciclo
estral (Greyling y Van Der Westhuysen, 1979; Silva 2000; Rubianes et al., 2003), es
usual utilizar protocolos de dos dosis separadas entre 7 y 14 dias (ver revision: Fierro et
al., 2013; Menchaca y Rubianes, 2004; Fairnie et al., 1976).

El tratamiento con PGF2a es efectivo en sincronizar el estro, pero existen diferencias
entre el ciclo estral obtenido por el uso de prostaglandinas y el ciclo estral natural.
Luego de la luteolisis inducida, la disminucién de la P4 es méas pronunciada y la
regresion luteal es mas rapida que en la lutedlisis natural. Asimismo, en la lutedlisis
inducida se pueden presentar diferencias con un ciclo estral natural, como por ejemplo
en la descarga de LH (un segundo pico a las 7-10 h post inyeccidn), en los foliculos (son
mas grandes) y en los foliculos preovulatorios (son méas chicos pero de crecimiento mas
rapido) (ver revision: Fierro et al.,, 2013). Estas diferencias se traducen en peores
resultados reproductivos en comparacion con animales con lutedlisis natural,
observandose menores tasas de ovulacion, concepcion, prolificidad y fecundidad (Fierro
et al., 2011).

Existen diferencias en los resultados de sincronizar los estros con analogos de la
prostaglandina o con los progestagenos. Gonzalez-Bulnes et al. (2005) observaron que la
sincronizacion del celo y la ovulacion con progestagenos (en un tratamiento de 14 dias)
indujo una menor calidad de foliculos preovulatorios en comparacion con la obtenida en
tratamientos en base a prostaglandina, lo que derivd en una menor viabilidad
embrionaria. Estos foliculos presentaban deficiencias en la secrecion de estradiol durante
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la fase preovulatoria, en la capacidad de ovular un ovocito que pueda ser fertilizado y
desarrolle un embrién viable, y en la secreciébn de P4 por parte del cuerpo liteo
subsecuente.

De forma contraria, se ha reportado que la fertilidad al primer servicio de las ovejas
sincronizadas con prostaglandina se ve reducida cuando se la compara con la obtenida
con esponjas con progestagenos (Boland et al., 1978). Estos autores encontraron que los
animales cuyos ciclos fueron sincronizados con progestagenos ovularon una mayor
cantidad de 6vulos que aquellos en que se usé PGF2a. A su vez, de los animales que
ovularon, en el grupo tratado con progestagenos el porcentaje de évulos fertilizados fue
mayor que en los tratados con PGF2a. Una posible explicacion para esta menor
fertilidad puede estar relacionada con el hecho de que usando un intervalo de 9-10 dias
entre las dos dosis de PGF2a se asegura la presencia de un cuerpo lateo, pero la
funcionalidad y maduracion final de los foliculos preovulatorios puede estar alterada.
Esto se debe a que concentraciones elevadas de P4 durante la fase luteal del ciclo estral
inducen una menor concentracion de LH en sangre, siendo la LH crucial para el
crecimiento y maduracion de los foliculos preovulatorios (Contreras-Solis, 2009a). Por
ello se puede esperar que la fertilidad sea mayor sobre el final de la fase luteal y no a los
9 a 10 dias del ciclo.

La sincronizacion de celos con progestdgenos en ovinos conduce a tasas de
concepcién menores que con servicio natural, debido a alteraciones en los patrones de
liberacion de LH, en la calidad de las ovulaciones y/o en el transporte y la supervivencia
espermatica en el tracto reproductivo de las hembras (Gonzélez-Bulnes et al., 2005).
Ademas, el uso de esponjas impregnadas con progestagenos afecta negativamente la
atractividad sexual de las ovejas (Gatti y Ungerfeld, 2012), probablemente debido a la
alteracion de la flora vaginal, necesaria para la atractividad sexual normal (Ungerfeld y
Silva, 2005).

A pesar de los aspectos negativos mencionados, los beneficios obtenidos (genéticos,
econdmicos, manejo) con los protocolos de sincronizacion de celos y de la ovulacién,
hacen que esta practica se extienda cada vez mas.

1.3 Efecto macho

Los eventos reproductivos (estacionalidad, ciclo estral, ovulacion, lutedlisis, celo,
etc.) son controlados por factores internos (endocrinos, genéticos, etarios, experiencia
sexual), y ambientales (fotoperiodo, temperatura, nutricion, interacciones socio-
sexuales). Dentro de estos factores, las interacciones entre parejas sexuales y entre
animales del mismo sexo son especialmente importantes en cuanto al control de la
reproduccion. De hecho, dependiendo del contexto bioldgico, los efectos de las
interacciones sociales pueden resultar en la inhibicion de la reproduccién en algunos
individuos del grupo, o en la estimulacion y sincronizacién de la neuroendocrinologia y
del comportamiento (ver revision: Gelez y Fabre-Nys, 2004).



Underwood et al. (1944) reportaron que la introduccion subita de carneros podria ser
inductor del estro en ovejas anéstricas. Sin embargo, no fue sino hasta la década de 1980
en que se comenzo a investigar este efecto en forma sistematica (Ungerfeld, 2005). Es
asi que se observd que si se aisla a ovejas aciclicas, tanto prepuberes, en anestro
estacional, como anovulatorias en lactacion, de todo contacto con carneros se puede
estimular su ovulacion a partir de la reintroduccion de los machos (ver revision: Martin
et al, 1986). Este efecto es llamado “efecto macho” (ver revision: Delgadillo et al.,
2009). El efecto macho también ha sido estudiado en otras especies, tales como caprinos
(Chemineau, 1983), suinos (Brooks y Cole, 1970) y bovinos (Rekwot et al., 2000).

El efecto macho puede ser incluido en un sistema de produccién que tienda a ser
limpio, verde y ético de manera aislada o utilizado para minimizar la cantidad total de
hormonas utilizadas (Martin et al., 2004). A pesar de que la utilizacién del efecto macho
ha sido ampliamente estudiada en ovejas en anestro — induccion de la ovulacion, estro
comportamental y prefiez fuera de la estacion reproductiva para la produccién de
corderos (ver revision: Ungerfeld et al., 2004) —, los resultados del uso del efecto macho
durante la temporada reproductiva han sido poco estudiados.

El efecto macho se produce por una combinacion de estimulos, donde no es una
condicion necesaria el contacto directo entre machos y hembras (Pearce y Oldham,
1988; Cushwa et al., 1992). La lana, la cera y la secrecion de la glandula anteorbital del
macho contienen sustancias que estimulan a la hembra (Knight y Lynch, 1980; Cohen-
Tannoudji et al., 1994), por lo que los estimulos quimicos juegan un papel importante
(ver revision: Gelez y Fabre-Nys, 2004). Aunque no se ha podido caracterizar totalmente
las sustancias responsables del efecto macho, se ha trabajado en la identificacion
quimica de las mismas, encontrandose que la respuesta de la hembra depende de varios
componentes (Cohen-Tannoudji et al., 1994), observandose que los &cidos grasos de las
secreciones presentes en la lana son importantes para las respuestas fisioldgicas de la
oveja (Cohen-Tannoudji, 1984). Cohen-Tannoudji et al. (1994) analizaron componentes
(fraccion acida y fraccion neutra) de la secrecion de la lana observando que ambos son
necesarios para obtener una respuesta. Ademas, combinaron formulaciones sintéticas
con la fraccidn &cida obteniendo también una respuesta. El olor (Over et al., 1990) o la
presencia (Knight et al., 1983) de los machos cabrios también puede estimular a las
ovejas, y a su vez el olor de los carneros puede estimular a las cabras (Ichimaru et al.,
2008), por lo que es posible que las moléculas de las sustancias responsables del efecto
macho sean muy similares en estas dos especies (Knight et al., 1983; Ichimaru et al.,
2008). El sistema olfatorio principal (Gelez et al., 2004b), y no el accesorio (Cohen-
Tannoudji et al., 1989), es el principal responsable de la respuesta de LH en las ovejas en
anestro.

La experiencia sexual de las ovejas puede influir en su respuesta a la presencia de los
machos. El olor de los machos no es capaz de activar totalmente los sistemas olfatorios
involucrados en la respuesta a los carneros en ovejas sin experiencia sexual (Chanvallon
y Fabre-Nys, 2009). Las ovejas experientes exhiben una respuesta de LH frente al olor
de los machos significativamente mayor que las ovejas inexperientes (Gelez et al.,
2004a). Segun Chanvallon et al. (2010), el contacto previo de ovejas jovenes (5 0 9
meses de edad) con machos puede significar una experiencia estresante, la cual conduce
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a una inhibicion del efecto macho en una experiencia posterior (12 meses de edad). Sin
embargo, ante la introduccion de los machos, Gelez et al. (2004a) no encontraron
diferencias en la respuesta de LH entre ovejas inexperientes u ovejas con experiencia.
Mas aun, la cantidad de hembras en celo fue mayor en corderas de 14-15 meses que
habian estado en contacto con machos durante 6 semanas a los 10-11 meses, que las que
no estuvieron en contacto con machos (Murtagh et al., 1984). De todas formas, esta
claro que tanto la edad como la experiencia sexual pueden influenciar la actividad
sexual. Como hemos visto, para que el conjunto de estimulos que se ha mencionado sea
efectivo en inducir la ovulacién, tradicionalmente se ha considerado necesario que exista
un aislamiento previo entre machos y hembras. A pesar de ello, no existen estudios
sistematizados sobre la duracion y distancia necesarias para el aislamiento. Es asi que
los periodos de aislamiento tradicionalmente reportados varian mucho, siendo por
ejemplo de 2 semanas (Abecia et al., 2002), 45 dias (Ungerfeld y Rubianes, 1999) o 3
meses (Atkinson y Williamson, 1985; Rosa et al., 2003). Incluso en algunos casos se
aislo a los animales pero no se reportd la duracion del periodo (Evans et al., 2004;
Hawken et al., 2005). Si se reintroducen los mismos carneros que estaban en contacto
con las ovejas previo a la separacion seria necesario al menos un mes de aislamiento
(Jorre de St Jorre et al., 2012). En algunas condiciones, en animales muy receptivos, el
periodo de aislamiento previo podria ser sustituido por la introduccion de machos
nuevos, distintos a los que ya estaban en contacto con las hembras (Pearce y Oldham,
1988; Hawken y Beard, 2009, Jorre de St Jorre et al., 2012), hecho también observado
en cabras (Veliz et al.,, 2006). Esto no seria generalizable para su utilizacion en
establecimientos ganaderos ya que habria que tener mas machos de los necesarios, pero
en algun caso podria facilitar el manejo a nivel experimental al disminuir los tiempos de
aislamiento necesarios para realizar experimentos. Al margen de estudios puntuales y
con un numero bajo de animales (Rodriguez Iglesias et al., 1997; Scaramuzzi et al.,
1992), no se ha estudiado en profundidad la relacion macho:hembra necesaria para
producir un estimulo adecuado. De todas formas, la mayoria de los autores utilizan entre
3y 8% de machos en estudios de campo.

Las hembras ovulan y presentan estro en mayor porcentaje cuando se utilizan
carneros adultos que cuando se utilizan carneros jovenes (Ungerfeld et al., 2008). Por
otra parte, Fulkerson et al. (1981) determinaron que machos ovinos castrados tratados
con testosterona son igual de eficaces en inducir la ciclicidad en hembras en anestro que
machos sin castrar. Con esto se podria deducir que el nivel de testosterona es
determinante en el efecto macho. Sin embargo, Signoret et al. (1982) encontraron que
para inducir el comienzo de la ciclicidad, es mas efectiva la introduccion de machos
castrados tratados con testosterona y con una importante actividad sexual, que la
introduccién de machos tratados con la misma cantidad de andrdégenos pero con menor
actividad sexual. Ademas, Tervit y Peterson (1978) concluyeron que las diferencias en
nivel de testosterona circulante no reflejan la efectividad del efecto macho para
estimular el inicio de actividad ovérica de las ovejas. Machos con mayor actividad
sexual proveen un mejor estimulo para el inicio de la ciclicidad que machos con menor
actividad sexual, dando como resultado un nimero mayor de ovejas en celo y una mejor
calidad del ciclo estral (elevacion de P4 durante mas tiempo) (Perkins y Fitzgerald,
1994). Es asi que una conjuncién de los niveles de testosterona, secrecion de sustancias



quimicas, experiencia y comportamiento sexual determinan el efecto de los machos
sobre las hembras.

La raza de los machos también influye sobre la intensidad de la respuesta por parte
de la hembra. En machos de razas mas sensibles al fotoperiodo, el crecimiento testicular
generalmente comienza con el aumento de las horas de luz en primavera-verano, vy el
tamafio de los testiculos tiene su pico sobre el final del verano y comienzo del otofio,
antes del pico en la actividad ovulatoria espontanea en hembras, al final del otofio o
comienzo del invierno (Walkden-Brown et al., 1999). De esta manera, diferentes razas
tienen diferentes perfiles de testosterona durante la temporada reproductiva (D"Occhio et
al., 1984). Meyer (1979) encontrd una mejor respuesta (manifestacion del celo semanas
antes) en hembras estimuladas con machos Dorset, que en hembras estimuladas con
machos Finn x Romney o Romney. Los machos Dorset también presentan diferencias
por sobre los Romney en términos de momento del estro y de la concepcion (Tervit et
al., 1977) y sobre los machos Suffolk en términos de tasa de nacimientos y fecha de
nacimiento (Nugent et al., 1998b). Si bien los carneros Corriedale tienen un patron
estacional similar a los Milchschaf, resultan més efectivos en inducir la ciclicidad en
ovejas en anestro que estos ultimos (Ungerfeld, 2012). Las diferencias en libido y/o
produccidn de sustancias quimicas, todo lo cual se encuentra relacionado con los niveles
de testosterona, pueden ser condicionantes para esta diferencia entre razas. Los machos
de estas razas podrian generar estimulos de baja intensidad y calidad (Martin y Greef,
2011). Ademas, es posible que las razas difieran en algunas sefiales sexuales, tales como
sefiales quimicas u otras, asi como en diferentes niveles de adaptacion a condiciones de
manejo, y/o en diferencias entre la raza de los machos y de las hembras (Ungerfeld,
2012).

También se han encontrado diferencias en las respuestas de ovejas de diferentes
razas (Nugent et al., 1988a; Thompson et al., 1990; Meyer, 1979). La raza de la oveja y
el momento del anestro estacional son determinantes importantes en la profundidad del
anestro y por tanto en la respuesta a la introduccion de los machos (Chanvallon et al.,
2011). Si bien no existe acuerdo en que significa la profundidad del anestro desde el
punto de vista fisiologico (Ungerfeld et al., 2004), algunos autores establecen que la
pulsatilidad de LH puede utilizarse como parametro de medida de profundidad del
anestro (ver revision: Ungerfeld et al., 2004). La frecuencia de pulsos, la concentracion
media de LH y el grado de interaccion macho-hembra difiere segin raza o momento del
anestro, siendo mayores en las razas menos estacionales y habiendo mayor posibilidad
de encontrar un porcentaje de animales en celo en el periodo de anestro tardio.
Ungerfeld et al. (2004) destacan que las ovejas que luego presentaran fase luteal
presentan mayores concentraciones de FSH antes de la introduccion de los carneros que
aquellas que no lo haran. Por otra parte, este periodo de anestro profundo se sitta entre
dos periodos de transicion (Mallampati et al., 1971), los cuales han sido estudiados para
las distintas razas (Forcada et al., 1992; Rubianes et al., 1995). En razas ovinas con
estacion reproductiva mas marcada la profundidad del anestro puede hacer mas
refractaria la oveja al estimulo de los machos (Nugent et al., 1988a).

El conocimiento de todos estos aspectos del efecto macho, sumado a que los costos
de la utilizacion del mismo son relativamente bajos, hace interesante el uso del mismo
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en reproduccion. Su uso en ovejas ciclicas se fundamenta en la potencialidad de obtener
respuestas que permitan incluirlo en el manejo a nivel productivo. Por ello es interesante
estudiar el posible uso conjunto con los tratamientos tradicionales de sincronizacion de
celo, y con ello poder minimizar el uso de hormonas.

1.3.1 Efecto macho en ovejas en anestro estacional

Durante el anestro estacional, el estimulo de los machos determina un incremento de
la pulsatilidad y concentracion de LH de las ovejas (Martin et al., 1980) y un
crecimiento de los foliculos ovaricos (Atkinson y Williamson, 1985), finalizando con la
ovulacion (ver revision: Delgadillo et al., 2009). Esta ovulacién no se asocia con una
manifestacién de celo, siendo una ovulacién silenciosa. En algunas ovejas, el primer
celo se da junto con la segunda ovulacion, 17-20 dias después de la introduccién de los
carneros. Mientras tanto, en otras ovejas existe una fase luteal inicial corta de 4 a 5 dias,
luego una segunda ovulacion sin signos de celo, seguido por una fase luteal de duracion
normal. Luego de ello, se produce una tercera ovulacion, la que si esta asociada con el
celo (ver revision: Ungerfeld et al., 2004). Ademaés, en ovejas en anestro existen otras
respuestas ovaricas, tales como la luteinizacion de foliculos no ovulatorios, ovulaciones
retardadas (a los 4-5 dias de la introduccion de los carneros), y el desarrollo de quistes
foliculares luteinizados (Ungerfeld et al., 2002).

Tal como se menciond anteriormente, se ha observado que si se aisla a ovejas
prepuberes, en anestro estacional, o anovulatorias en lactacion de los carneros, se puede
estimular su ovulacion mediante la reintroduccion de los mismos (Martin et al., 1986).
El mecanismo por el que las ovejas responden es el mismo. La introduccion de machos
también estimula la secrecion de LH y la ovulacién en ovejas prepuberes (Al-Mauly,
1991), pudiendo adelantar la pubertad de las mismas (Murtagh et al., 1984; Oldham y
Gray, 1984).

El efecto macho puede reducir la duracion del anestro posparto en hembras que
parieron en otofio o primavera (Wright et al., 1989). Lassoued et al. (2004) observaron
que la introduccion de los carneros desde el momento del parto (si este ocurre durante la
estacion reproductiva), adelanta el inicio de la actividad ovarica postparto en
aproximadamente 30 dias, e induce un pico de estros aproximadamente a los 40 dias.

Lopez-Sebastian e Inskeep (1988) en ovejas, y Lopez-Sebastian et al. (2007) en
cabras, utilizaron efecto macho y una sola dosis de PGF2a varios dias después de la
introduccion de los machos. Estos autores buscaron comparar la efectividad de distintos
protocolos para la sincronizacion de celos u ovulacién, respectivamente. Sin embargo,
desde el punto de vista de la cantidad de hormonas utilizada, estos protocolos no
colaboran en disminuir la dosis total de las mismas ya que sugieren un pretratamiento
con P4.

Para lograr que se presente celo de manera conjunta con la primera ovulacion
seguido de una fase luteal normal, se pueden utilizar dispositivos con progestagenos
antes de la introduccion de los carneros (Hunter et al., 1971). Por otra parte, con la
administraciéon de 2,5 mg de acetato de medroxiprogesterona 1, 3 o 5 dias antes de la
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introduccién de los machos se obtiene una concentracion de celos 17 a 20 dias después
de la misma (Ungerfeld et al., 2003). Los progestdgenos cumplen el papel de un cuerpo
lateo y permiten, en conjunto con el efecto macho, adelantar la manifestacion de celos
en ovejas en anestro, y que los mismos sean seguidos de una fase luteal normal.

1.3.2 Efecto macho en ovejas ciclicas

Aunque la informacion es escasa, se han observado efectos positivos del efecto
macho sobre ovejas durante la transicion a la estacion reproductiva. Schinkel (1954)
observo que la introduccion de machos durante esta etapa, a ovejas que aun no habian
comenzado la actividad ciclica, estimulaba una ovulacion sin celo. Esta ovulacion sin
celo también ha sido observada en ovejas que estan en transicion de prepuberes a
puberes, encontrando ademas una sincronizacion de las montas por la presencia de los
machos (Dyrmundsson y Lees, 1972). Sin embargo, estos autores no observaron un
adelantamiento del comienzo de la actividad estral en comparacion con animales que no
fueron expuestos al efecto macho.

Al igual que en ovejas en anestro, en ovejas ciclicas también se han reportado
periodos de aislamiento muy variables, yendo de 1 (Lucidi et al., 2001) a 10 meses
(Ngere y Dzakuma, 1975). Inclusive se ha observado que una exposicion previa a los
machos, durante la mitad del periodo de anestro, es importante para el desarrollo de
interacciones macho-hembra apropiadas, pero no es un pre-requisito para la respuesta
enddcrina al efecto macho (en términos de frecuencia, amplitud y pico de LH) (Hawken
et al., 2007b).

La presencia cronica de los machos adelanta el comienzo de la estacion reproductiva
(Eldon, 1993), efecto que se puede mejorar si ademas se aumenta la cantidad de horas de
luz o si se aplican implantes con melatonina a los animales (Sweeney y O’Callaghan,
1996). O’Callaghan et al., (1994) observaron que la finalizacion de la estacion
reproductiva puede extenderse uno o dos ciclos mediante el contacto continuo con
carneros desde el solsticio de invierno. De esta manera, se puede lograr extender la
misma.

Se ha observado que la introduccion de los carneros al comienzo de la temporada
reproductiva provoca un incremento subito en los niveles de LH de las ovejas
(Chesworth y Tait, 1974). Ademas, las ovejas ciclicas responden a la introduccion de
carneros con un incremento en la frecuencia de pulsos de LH independientemente del
momento del ciclo estral (Hawken et al., 2007a). Este incremento en pulsatilidad de LH
se produce incluso en ovejas prefiadas (Al-Gubory, 1998) y en ovejas tratadas con
dispositivos con progestagenos al ser estimuladas con machos durante el tratamiento
(Evans et al., 2004). Sin embargo, en cabras ciclicas habria un nivel de P4 (en la fase
luteal media) por arriba del que los machos no producen efecto (Hawken et al., 2009).
Evans et al (2004) observaron que el incremento de la secrecion de LH provocado por la
exposicion de las ovejas a los machos estimula el desarrollo folicular, lo que a su vez
determina una mayor produccion de estradiol (Baird, 1978; Spencer et al., 1995). Por lo
tanto, el efecto macho podria desencadenar respuestas similares a los cambios
fisioldgicos que se dan durante una fase luteal tardia normal (Figura 2). En este sentido,
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Chemineau (1983) observé una respuesta estral bimodal luego de la introduccion de
machos a un grupo de cabras ciclicas previamente aisladas, sugiriendo que se provoco la
lutedlisis en parte de las cabras del rebafio. Asimismo, Mellado y Herndndez (1996)
observaron una importante concentracion de celos en cabras ciclicas estimuladas por
machos, lo que puede ser consecuencia del adelantamiento de la lutedlisis en algunas
hembras.

CICLOESTRAL NORMAL

Concentraciones elevadas de P4

Disminucion de receptores uterinos de E2, Qx y P4 EFECTOMACHO
Disminucidn de P4 Aumento de LH
Aumento de receptores uterinos de E2y Qx Desarrollo folicular

El aumento de E2 {dado por aumento de LH) induce un  [4— Aumento en la produccidn de
aumento en los receptores de Qx estradiol

Qx hipofisaria produce un aumento en la produccidn de
PGF2a

@ Aumento de Ox (CL) §
Aumento de PGF2a

Figura 2. Esquema de un ciclo estral normal, de los efectos del efecto macho, y de como
éste podria desencadenar respuestas similares a las que se dan durante una fase luteal
normal, finalizando en luteolisis.

Ahondar en la relacion entre la respuesta neuronedocrina al efecto macho, la
dinamica del ciclo estral y la fertilidad, podria permitir el desarrollo de estrategias de
manejo basadas en la sincronizacién de celos durante la estacion reproductiva (ver
revision: Delgadillo et al., 2009). Se han probado protocolos de manejo reproductivo en
los que se combina la utilizacion del efecto macho con protocolos hormonales durante la
estacion reproductiva para obtener mejores resultados en la sincronizacién de los celos.
Entre ellos, se puede destacar el uso de progestagenos y PGF2a. Para el caso de los
progestagenos, el uso del efecto macho al final del tratamiento con progestagenos logro
adelantar el pico de LH y la ovulacion (Lucidi et al., 2001) y acortar el intervalo al celo
en ovejas durante la estacion reproductiva temprana (Ungerfeld y Rubianes, 1999).
Contreras-Solis et al. (2009a) utilizaron efecto macho y PGF2a en protocolos cortos
(dos dosis separadas 7 dias), logrando una induccion mas temprana del pico
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preovulatorio de LH y de la ovulacién que cuando se utilizé el mismo protocolo pero sin
utilizar efecto macho. Por atlimo, Hawken et al. (2007a) sugieren diferentes
implicancias del efecto macho en ovejas ciclicas segun el momento del ciclo estral,
planteando la posibilidad de un efecto luteolitico del mismo durante la fase luteal tardia.

Ungerfeld (2011) estudié la incorporacion del efecto macho a tratamientos de
sincronizacion de celo con dos dosis de PGF2a. La introduccion de machos de manera
simultdnea con la segunda administracion de PGF2a provocO un adelantamiento del
comienzo del celo e incrementd el nimero de ovejas que fueron observadas en celo.
Mientras tanto, la introduccion de los machos 13 dias después de una dosis de PGF2a no
sustituy6 la administracion de una segunda dosis de PGF2a. El autor especulé con que
la potencia del efecto macho pudo no haber sido suficiente para sustituir completamente
la administracion de la segunda dosis de PGF2a. Por tanto, una alternativa podria ser
utilizar media dosis de prostaglandina para complementar el efecto de la introduccion de
los machos. A pesar de que esto implica solo una leve disminucion en el total de
hormonas utilizadas, la posible obtencion de resultados positivos proveeria una base
para continuar con el desarrollo de tratamientos con menor contenido hormonal.
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2 Hipotesis

Como hipotesis general de esta tesis se planted que el efecto macho es efectivo en
sustituir parcialmente a la PGF20 durante la fase luteal tardia para inducir la
presentacion de celo. En base a ello se disefiaron dos trabajos experimentales.

Para el primero se testeo la hipotesis de que en un protocolo de dos dosis de PGF2a
separadas 13 dias, el efecto macho sustituye la mitad de la segunda dosis.

Luego de ello, y dados los resultados del primer experimento, se plante6 la hipdtesis
de que el dia de la fase luteal tardia en que se estimula a las ovejas afecta la respuesta al
tratamiento.
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3 Objetivos

El objetivo general fue determinar si el efecto macho puede sustituir parcialmente el
uso de PGF2a en un tratamiento de sincronizacion de celo en ovejas ciclicas.

3.1 Objetivos Especificos

El objetivo del primer trabajo fue determinar si la segunda dosis de PGF2a, en un
protocolo de sincronizacion de celos en ovejas ciclicas, puede ser sustituida por el uso
conjunto de media dosis y el efecto macho.

El objetivo del segundo trabajo fue determinar si existe un momento de la fase luteal
tardia en la que las ovejas sean mas sensibles al tratamiento descrito anteriormente.
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4  Estrategia de investigacion

4.1 Marco

Este trabajo de Tesis se enmarca dentro de una de las lineas de trabajo del
Laboratorio de Fisiologia de la Reproduccién de Facultad de \eterinaria, UdelaR. De
hecho, intenta responder interrogantes planteadas en un trabajo de este mismo
laboratorio (Ungerfeld, 2011). En este sentido, los tratamientos en los que las dos dosis
de PGF2a son administradas separadas pocos dias (7-8) proveen los mejores resultados
en cuanto a sincronizacion de celo (Olivera-Muzante et al., 2011; Menchaca y Rubianes,
2004) aunque los resultados de los indices de concepcion y fertilidad podrian mejorar
separando ambas dosis 14 a 16 dias (Dutra y Soler, 2013). A pesar de que el acortar los
tiempos entre dosis mejoraria la sincronizacion de los celos, en este estudio ambas dosis
de PGF2a fueron administradas con una separacion de 13 dias para asegurarse de que las
ovejas estuviesen en fase luteal tardia, y que por lo tanto la respuesta al efecto macho
terminase en luteolisis.

4.2 Insercion en el manejo productivo de los establecimientos

Los trabajos experimentales se llevaron a cabo durante la temporada reproductiva,
tratando de alterar lo menos posible el manejo reproductivo de los establecimientos en
los que se realizaron. Esto impidié que se realizaran ecografias o tomas de muestras de
sangre a los animales. Por otra parte, al separar las hembras en celo, estas eran
inseminadas y apartadas. Las hembras inseminadas fueron dejadas con machos, y si bien
se podria haber pintado a los machos para obtener informacion de repeticion de celo, no
siempre se utilizé la misma dosis de semen durante la inseminacion artificial. Por esta
Gltima razén no fue posible obtener datos de fertilidad.

4.3 Procedimientos experimentales

Debido a que en el primer experimento se observd que el efecto macho puede
adelantar la manifestacion de celo en al menos una proporcion de las ovejas, se
establecid la hipdtesis y el objetivo del segundo experimento.
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5 Materiales y Métodos

5.1 Experimento 1

5.1.1 Animalesy localizacién

Este experimento se llevd a cabo en un establecimiento ganadero en Artigas,
Uruguay (30° S). Se utilizaron 296 ovejas nuliparas Merino x Corriedale, de 1 a 2 afios
de edad, con un peso de 33,5 £ 2,0 kg, y 24 carneros vasectomizados. Este experimento
se realiz6 durante la estacion reproductiva (14 al 24 de marzo). En este aspecto, es de
destacar que el trabajo experimental se enmarcé dentro del esquema anual de trabajo del
establecimiento; es decir, que todos los afios en esa misma fecha se lleva a cabo el
trabajo de sincronizacion de celos de esa majada. Los animales de los distintos grupos
fueron mantenidos en iguales condiciones de alimentacion (pasturas naturales) con agua
ad libitum. Si bien el area disponible para los animales en los distintos grupos fue
diferente, la dotacion por hectarea fue similar, asi como la oferta de forraje.

5.1.2 Grupos experimentales y manejo

Las ovejas fueron asignadas al azar a tres grupos experimentales. Las ovejas de 2 de
estos grupos (PG2: n = 91 y PGM: n = 110) fueron mantenidas en contacto permanente
con 16 machos vasectomizados desde el Dia -40 (Dia 0 = introduccion de los carneros)
(ver Figura 3). Ambos grupos recibieron una dosis completa de un analogo de PGF2a
(dinoprost trometamina; Lutalyse, Pfizer, Kalamazoo, Michigan, Estados Unidos de
América) el dia -13. El dia 0, las ovejas del grupo PG2 recibieron una segunda dosis
completa de PGF2a, y las ovejas del grupo PGM recibieron media dosis (5 mg). Las
ovejas del tercer grupo (PGME; n = 95) fueron mantenidas aisladas de los machos hasta
el Dia 0 (vista, sonido, olor; distancia minima: 1000 m), y recibieron 10 mg de PGF2a al
Dia -13, y una media dosis (5 mg) al Dia 0. El dia 0 se reuni6 a los tres grupos y se
sumaron 8 carneros vasectomizados para mantener la relacion macho:hembra (un macho
por cada 12 hembras; 8%). La receptividad sexual fue estimada a partir de las marcas de
pintura, dos veces al dia hasta el dia 11,5. Esto fue llevado a cabo en la mafiana
(comenzando a las 7:30 am) y en la tarde (comenzando a las 6 pm).
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Dias Machos
Grupo | -13 -12-11-10 9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 0
PG2 PGF2a PGF2a
Con machos
desded-40 |PGM |PGF2a 1/2 PGF2a
1/2 PGF2a
Aisladas d -40 |PGME [PGF2a +EM

Figura 3. — Protocolo para el Experimento 1. Las ovejas de los grupos que estuvieron
en contacto con los machos (PG2 y PGM) recibieron una dosis de PGF2a el dia -13. El
dia O las ovejas del primero de estos grupos recibieron otra dosis de PGF2a, mientras
que las ovejas del segundo grupo recibieron media dosis. Las ovejas del grupo PGME,
que se mantuvieron aisladas de los machos hasta el dia 0, recibieron una dosis de PGF2a.
el dia -13 y media dosis al dia 0. El dia O se reunid a los tres grupos, introduciendo mas
machos para mantener la relacion macho hembra.

5.2 Experimento 2

5.2.1 Animalesy localizacion

Este experimento se llevd a cabo en un establecimiento ganadero en Flores, Uruguay
(33° S), con 218 ovejas multiparas Corriedale de 3 a 5 afos de edad, durante la estacion
reproductiva (en los meses de enero y febrero). Al igual que en el primer experimento, el
trabajo experimental se enmarcé dentro del esquema anual de trabajo del
establecimiento, aunque en este caso en el establecimiento no se llevaba a cabo
sincronizacion de celos, sino monta natural. Todos los animales fueron mantenidos en
iguales condiciones de alimentacidn (pasturas naturales) con agua ad libitum. Si bien el
area disponible para los animales en los distintos grupos fue diferente, la dotacion por
hectarea fue similar, asi como la oferta de forraje.

5.2.2 Grupos experimentales y manejo

Las ovejas fueron asignadas al azar a 5 grupos, de los que solo el grupo control
(PG3; n = 44) se mantuvo en contacto con capones androgenizados desde el Dia -40
(Dia 0 = introduccion de los machos). Los capones fueron tratados semanalmente con
propionato de testosterona (30 mg/kg; Testosterona Ultra Lenta Fuerte, Dispert,
Montevideo, Uruguay). Las otras 174 ovejas fueron mantenidas aisladas de los machos
desde el Dia — 30. Se presincronizé los ciclos estrales de los cinco grupos con 2 dosis
completas (10 mg) de un analogo de PGF2a (dinoprost trometamina; Lutalyse, Pfizer,
Kalamazoo, Michigan, Estados Unidos de América) separadas 7 dias, y recibieron o una
tercera dosis completa (10 mg) 13 dias mas tarde (Dia 0) (ovejas del grupo PG3), o
media dosis (5 mg) junto con la introduccién de los machos 12, 13, 14 o 15 dias después
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(Dia 0) para los grupos FL12 (n = 43), FL13 (n = 43), FL14 (n = 44), FL15 (n = 44)
respectivamente. El esquema general del experimento es presentado en la Figura 4. Al
dia 0 todas las ovejas fueron reunidas de manera que se mantuviera una relacion de un
macho por cada 13 hembras (7%). Los machos fueron pintados en la zona ventral. La
receptividad sexual fue estimada a partir de las marcas de pintura, dos veces al dia hasta
el dia 5,5. Esto fue llevado a cabo en la mafiana (comenzando a las 7:30 am) y en la
tarde (comenzando a las 6 pm).

Dias
Grupo 22 21 -20 -19 -18 -17 -16 -15 -14 -13 -12 -11 -10 9 8 -7 6 5 4 -3 -2 -1 0
PG3
FL12 1/2 PG
FL13 1/2 PG
FL14 1/2 PG
FL15 1/2 PG

Figura 4.- Protocolo para el Experimento 2. Las ovejas que estuvieron en contacto
con los machos (PG3) recibieron 2 dosis de PGF2a separadas 7 dias, y una tercera dosis
13 dias despues (Dia 0). Las ovejas que se mantuvieron aisladas de los carneros hasta el
Dia 0 fueron tratadas con 2 dosis de PGF2a separadas 7 dias, y con una tercera media
dosis y la introduccion de los machos 12, 13, 14 o 15 dias después (Dia 0) (Grupos
FL12, FL13, FL14 o FL15).

5.3 Analisis estadistico

En el Experimento 1, se compard la frecuencia acumulada diaria de ovejas marcadas
en los 3 grupos mediante el test de chi cuadrado. En el Experimento 2, se comparo la
frecuencia acumulada diaria de cada grupo experimental (FL12, FL13, FL14 y FL15)
con la del grupo control (PG3) mediante el test de chi cuadrado. En ambos experimentos
se considerd un nivel de significancia de P = 0,05.
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6 Resultados

6.1 Experimento 1

En la Figura 5 se presenta la frecuencia acumulada de ovejas marcadas hasta el dia
4,5. En los dias 1 y 1,5 més ovejas del grupo PGME presentaron estro en comparacion
con las ovejas de los grupos PG2 (P =0.0007 y P=0.02) y PGM (P = 0.004 y P = 0.02).
Durante los dias 2 y 2,5 la frecuencia acumulada de ovejas que presentaron estro fue
similar para los tres grupos. Desde el dia 3 a 4,5 mas hembras del grupo PG2
presentaron estro en comparacion con las hembras de los grupos PGME (Dia 3: P =
0,005; Dia 3,5: P = 0,008; Dia 4: P = 0,008; Dia 4,5: P = 0,02) y PGM (Dia 3: P =
0,0004; Dia 3,5: P = 0,0006; Dia 4: P = 0,001; Dia 4,5: P = 0,02). A partir del dia 4,5
hasta la finalizacion del experimento (Dia 11,5) no hubo diferencias entre los tres grupos
en cuanto a las frecuencias acumuladas de ovejas que presentaron estro. Al momento de
la finalizacion del experimento, 87 de las 95 (91,6%) ovejas del grupo PGME, 104 de
las 110 ovejas del grupo PGM (94,5%) y 87 de las 91 (95,6%) ovejas del grupo PG2
habian presentado estro.
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Figura 5. Frecuencia acumulada de ovejas en estro hasta el dia 4,5. Las ovejas que se
mantuvieron en contacto con los machos recibieron dos dosis completas de PGF2a
(PG2; -+/A=+) 0 una dosis completa seguida de una media dosis de PGF2o 13 dias
después (PGM; ); las ovejas que se mantuvieron aisladas de machos fueron
tratadas con una dosis completa seguida de media dosis de PGF2a 13 dias después
(PGME; ——). Al Dia 1 y 1,5 mas ovejas del grupo PGME presentaron estro que
ovejas de los grupos PG2 y PGM. Durante los Dias 2 y 2,5 no hubo diferencias y las
frecuencias acumuladas fueron similares para los tres grupos. Del Dia 3 al Dia 4,5 mas
ovejas del grupo PG2 presentaron estro en comparacion con las ovejas de los otros dos
grupos. Los asteriscos indican diferencias significativas (*: P<0.05; **: P<0.01; ***:
P<0.001).

En la Figura 6 se presenta la distribucion de celos. Al igual que en el Experimento 1,
no se observaron aspectos a destacar.
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Figura 6. Distribucion de celos hasta el dia 4,5. Las ovejas que se mantuvieron en
contacto con los machos recibieron dos dosis completas de PGF2a (PG2; ®) 0 una dosis
completa seguida de una media dosis de PGF2a 13 dias después (PGM; m); las ovejas
que se mantuvieron aisladas de machos fueron tratadas con una dosis completa seguida
de media dosis de PGF2a 13 dias después (PGME; W). No se observaron aspectos a
destacar.

6.2 Experimento 2

En la Figura 7 se presenta la frecuencia acumulada de ovejas marcadas hasta el dia
5,5. Al haber comparado de manera individual los grupos FL12, FL13, FL14 y FL15 con
el grupo PG3, las Figuras 7a, 7b, 7c y 7d presentan, respectivamente, los datos de cada
grupo, incluyendo en cada figura los datos del grupo PG3. Hasta el Dia 2 no hubo
diferencias entre grupos. Hasta el Dia 2 no hubo diferencias entre las hembras del grupo
PG3 y las de los grupos experimentales. En los dias 2,5, 3, 3,5 y 4 mads hembras del
grupo PG3 presentaron estro en comparacion con las ovejas del grupo FL12 (P < 0,05)
(Figura 7a). En los dias 2, 2,5, 3, 3,5 y 4 mas ovejas del grupo PG3 fueron detectadas en
estro que las ovejas del grupo FL13 (P < 0,05) (Figura 7b). En los dias 2,5, 3y 3,5 se
detectaron en estro mas ovejas del grupo control que del grupo FL14 (P < 0,05) (Figura
7¢). En los dias 2,5, 3, 3,5y 4,5 se detectaron en estro méas ovejas del grupo PG3 que del
grupo FL15 (P < 0,05) (Figura 7d). En el Dia 1 se observé una tendencia (P = 0,08) de
para el grupo FL14 (Figura 7d). Al finalizar el experimento (Dia 5,5, no hubo diferencias
entre grupos en cuanto a las frecuencias acumuladas de ovejas que presentaron estro:
44/44 (100%), 41/42 (97,6%), 42/43 (97,7%), 43/44 (97,7%), y 42/44 (95,5%) para PG3,
FL12, FL13, FL14 y FL15 respectivamente.

23



=
=1

- (a)

p_
80 * * * * -’/
& Vs
~ rd
g60 _ =
A il
5 -
»40 -
2 ’
g 4
20 A -
r

=
=]

=3
=]
L

=
=)

ovejas en estro (%)

=
=]

)
=]
L

1 ()

tiempo (dias luego de la introduccion de los carneros)

=a)
=1

.
=1

ovejas en estro (%)

[
=1

1 1.5 2 25 3 35 4 4.5 5 55

tiempo (dias luego de la introduccién de los carneros)

1 1.5 2 25 3 35 4 4.5 5 55

100 ~

%
=1

as en estro %

ovej

=)
=

1 1.5 2 25 3 35 4 45 5 5.5

tiempo (dias luego de la introduccion de los carneros)

1 1.5 2 2.5 3 35 4 4.5 5 55

tiempo (dias luego de la introduccion de los carneros)

Figura 7. Frecuencia acumulada de ovejas en estro hasta el dia 5,5. Las ovejas que se

mantuvieron en contacto con los machos (PG3;

) recibieron 2 dosis de PGF2a

separadas 7 dias, y una tercera dosis 13 dias después (Dia 0). Las ovejas que fueron
mantenidas aisladas de los carneros hasta el Dia O fueron tratadas con dos dosis de
PGF2a separadas 7 dias, y recibieron una tercera media dosis la cual fue administrada
12, 13, 14 o 15 dias mas tarde (Dia 0), al mismo momento de la introduccion de los
machos (grupos FL12 --#--; FL13 -&--; FL14 —{J—; FL15 —A—). A los dias 2, 2,5, 3,
3,5 y 4 mas ovejas del grupo control fueron detectadas en estro en comparacion con al
menos uno de los otros cuatro grupos. Al finalizar el experimento (Dia 5,5), no hubo
diferencias entre los tres grupos en cuanto a las frecuencias acumuladas de hembras en
estro. Los asteriscos indican diferencias significativas (*: P<0.05). En el Dia 1 se
observé una tendencia (P = 0,08) de para el grupo FL14.

En la Figura 8 se presenta la distribucion de celos. Al igual que en el Experimento 1,

no se observaron aspectos a destacar.
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Figura 8. Distribucion de celos hasta el dia 5,5. Las ovejas que se mantuvieron en
contacto con los machos (PG3; m) recibieron 2 dosis de PGF2a separadas 7 dias, y una
tercera dosis 13 dias después (Dia 0). Las ovejas que fueron mantenidas aisladas de los
carneros hasta el Dia 0 fueron tratadas con dos dosis de PGF2a separadas 7 dias, y
recibieron una tercera media dosis la cual fue administrada 12, 13, 14 o 15 dias mas
tarde (Dia 0), al mismo momento de la introduccién de los machos (grupos FL12 &
FL13 m; FL14 m; FL15 m). No se observaron aspectos a destacar.
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7 Discusion

En el primer experimento la introduccion de los machos de manera simultanea con la
administracion de media dosis de PFG2a incrementé el nimero de ovejas que present0
celo poco después de esta segunda dosis (grupo PGME). Esto concuerda con los
resultados obtenidos por Contreras-Solis et al. (2009a), los cuales observaron un
adelantamiento del pico preovulatorio de LH y de la ovulacion en ovejas sincronizadas
con PFG2a y estimuladas con efecto macho, lo que puede ser explicado por una
luteolisis temprana. Asimismo, este resultado puede ser generado por una mayor
pulsatilidad de LH durante la fase folicular, luego de inducida la lutedlisis por la PGF2a.
Ademas, cuando se asocio a los carneros con media dosis de PGF2a se obtuvo un mejor
resultado que los reportados por Ngere y Dzakuma (1972), quienes introdujeron machos
en una majada de ovejas tropicales no estacionales. Estos autores observaron una
sincronia en la presentacion de celos, pero no un adelantamiento de los mismos. A pesar
de que la respuesta en el primer experimento fue presentada por una pequefa parte de la
majada, queda claro que las ovejas que presentaron estro en ese periodo adelantaron el
comienzo del mismo, demostrando que este tipo de manejo es potencialmente efectivo.
Sin embargo, lo limitado de la respuesta sugiere que el efecto macho puede no ser lo
suficientemente potente como para sustituir media dosis de PGF2a cuando las ovejas
tienen su cuerpo lateo en su momento de maxima actividad funcional. La exposicion de
las ovejas a los machos incrementa la secrecion de LH, lo que a su vez estimula el
desarrollo folicular y la produccion de estradiol (Evans et al., 2004). Chemineau (1983)
sugirié que el aumento de estrogenos subsecuente a la introduccién de machos a un
grupo de cabras previamente aisladas puede inducir una réapida lutedlisis y el estro. Sin
embargo, Cahill (1981) encontré que la tasa ovulatoria se vincula con el pico de
estradiol, y, dado que las razas Corriedale y Merino tienen una tasa de ovulacion baja, la
falta de una respuesta positiva de la mayor parte de la majada puede ser una
consecuencia de que el incremento de estradiol provocado por los carneros no haya sido
suficiente. A su vez, esto puede ser debido a que los foliculos preovulatorios obtenidos
luego de la primera inyeccion de PGF2a podrian secretar menor cantidad de estrogenos
que un foliculo preovulatorio normal (Fierro et al., 2011). Este menor nivel de
estrdgenos llevaria a que no se desencadene el proceso luteolitico, de manera similar a lo
reportado previamente por Ungerfeld (2011) donde no se incluyé la segunda
administracion de PGF2a.

Por otra parte, esta falta de respuesta podria deberse a una baja sensibilidad del
endometrio al estradiol en diferentes dias del ciclo estral, o del cuerpo luteo al
mecanismo luteolitico. Lamsa et al. (1992) y Custer et al. (1995) demostraron que
concentraciones reducidas de PGF2a conducen a una desensibilizacidn momentanea de
los receptores de PGF2a, y que debe transcurrir cierto tiempo hasta que los receptores
vuelvan a su estado normal 0 se necesitaran concentraciones elevadas (luteoliticas) para
superar ese estado de desensibilizacion. Por ello, se puede suponer que la elevacién en la
concentracion de PGF2a producida por la introduccion de los machos podrian 1) no ser
suficiente en algunos animales y 2) retrasar la lutedlisis en otros. A pesar de que los
resultados positivos no fueron importantes en cantidad, los mismos sirven como base
para otro experimento que para su aplicacion directa en condiciones de campo. Tomando
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en cuenta todo esto, se disefié un segundo experimento para determinar si el momento de
la fase luteal (dia del ciclo estral) podia limitar el porcentaje de hembras que responde.

En el segundo experimento no se observd diferencia en la respuesta estral de las
ovejas segun el dia en que fueron estimuladas. Dado que en este experimento no se
incluyé nuevamente un grupo en contacto con machos y tratado con una segunda media
dosis de PGF2a, no se puede descartar que hubiera un efecto positivo del efecto macho,
pero en cualquier caso no estuvo relacionado con el dia de la introduccion de los
carneros. Sin embargo, en este caso no se observo la ventaja de utilizar el efecto macho,
tal como se observo en el Experimento 1. Debido a que el periodo de aislamiento
necesario para el efecto macho no permite determinar el momento del estro, una
limitante de este experimento es que no fue posible conocer el momento exacto del ciclo
estral de cada oveja. El porcentaje total de animales en estro en este experimento fue
levemente mayor que el observado en el Experimento 1, probablemente debido al uso de
ovejas multiparas en lugar de ovejas nuliparas. Desde un punto de vista practico, dado
que los resultados de utilizar media dosis de PGF2a y el efecto macho no alcanzaron los
resultados de una dosis completa hasta los dias 4 a 5, el beneficio de este tratamiento
solamente seria la disminucién en el uso de hormonas y el costo de las mismas.

Estos estudios tienen la limitante de que la Unica variable de respuesta estudiada fue
el nimero de ovejas en estro. Sin embargo, al mismo tiempo provee informacion util
para especular y, por tanto, estudiar los mecanismos basicos que se encuentran por detras
de esta respuesta. Por ejemplo, es interesante especular con una posible estrategia para
incrementar la respuesta a la media dosis de PGF2a vy el efecto macho. Dado que se
tratd de combinar dos efectos (efecto macho y PGF2a exdgena), estos deben actuar de
manera sincronizada. Las ovejas responden a los machos con un rapido incremento en la
pulsatilidad de LH independientemente de la etapa del ciclo estral (Hawken et al.,
2007a), incluso con P4 alta (Evans et al., 2004). Sin embargo, se puede asumir que el
efecto macho necesita mas tiempo que la PGF2a exdgena para generar un efecto
luteolitico. Es interesante especular con una posible estrategia para incrementar la
respuesta a media dosis de PGF2a y el efecto macho: el tiempo que va desde el
incremento de estradiol al incremento de PGF2a varia desde 12 a 48 h (Ford et al.,
1975). Ademas, los analogos de prostaglandinas producen una disminucion de la sintesis
de P4 luteal mas rapida que durante la luteolisis natural (Liu et al., 2006), y la regresion
luteal completa se alcanza antes mediante el uso de andlogos de PGF2a que de manera
natural (ver revision: Fierro et al., 2013). Por ello, si también se considera el tiempo que
pasa desde la introduccion de los machos hasta que se secreta estradiol, la secrecion de
PGF2a provocada finalmente por los machos podria haber estado desincronizada de la
administracion parenteral del analogo de PGF2a, haciendo menos efectivo el tratamiento
de la induccion de la lute6lisis. Por todo esto, una posibilidad alternativa a ser estudiada
seria administrar la segunda (media) dosis de PGF2a 24 a 36 h después de la
introduccion de los machos, cuando se espera que suceda la secrecion endogena de
PGF2a (Ford et al., 1975). En este caso, con el fin de analizar el comportamiento del
cuerpo lateo, también seria necesario estudiar los perfiles de progesterona de las ovejas
para determinar si el tratamiento efectivamente desencadena el proceso luteolitico.
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8 Conclusiones

En conclusion, el efecto macho fue efectivo al sustituir media dosis de PGF2a en una
parte menor de la majada, aunque la respuesta no estuvo relacionada con el dia de la fase
luteal tardia en la cual las ovejas son estimuladas. Dado que estos resultados constituyen
una base para continuar estudiando este tema, aln se debe determinar cdmo obtener un
mayor porcentaje de ovejas que responden, de manera de incluir este manejo en trabajos
practicos de sincronizacion de celo.
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Abstract

The administration of two doses of PGF2e is widely used for estous
synehronization in cyelic ewes. The introduction of rams to previously isolated ewes (rara
effect) induces an increase in LH pulsatility which stiraulates estradiol secretion.
Consecquently, the introduction of the raras may trigger the luteolytic process through the
increase of estradiol. Therefore, the aira of our first experiraent was to determine if the
second doss of a two PGF2w treatraent canbe substituted by half PGF2e. dose plus the rara
effect. Ewes were randorly assigned to 3 experimental groups. Ewes from 2 of those
groups (E1-PGFD: n=91, and PGHD: n=110) remained in perraanent contact with 16
vasectorized males since Day -40 (Day 0 = intoduction of the raras). Both groups
received a dose of PGF2w on Day-13. On Day 0, E1-PGFD ewes received a second dose of
PGF2e, and PGHD ewes received a half-dose. Ewes from the third group (HDHRE ; n= 95)
reraained isolated frora raales until Day 0, and recetved a dose of PGF2e on Day-13, and a
half-dosz on Day 0. On Day0, the three groups were joined. The introduction of the raras
increased the nuraber of ewes that came into estrus early after the second dose, but this
difference was not raintained the following days. Thus, we designed another experiraent to
deterrmine if the day of the late luteal phase in which ewes are stiraulated by the raras (12 to
15 days after a dose of PGF2e dose) influences the response. The ewes were randoraly
assigned to five groups, frorm which only the control group (n = 44) remained in contact
with raales; the other 174 ewes rermained isolated frorm males since Day -30. Estrous cyeles
were presynchronized with 2 PGF2e doses separated 7 days, and received a third dose 13

days later {(Day 0) (control group), or a half-dose plus the introduction of raras 12, 13, 14 or
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35
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38

15 days later (Day0). However, we did not observe any differences in the estrus response
according to the estrous cycle day. In conclusion, the ram effect was effective substituting
half PGF2e in part of the flock, but the response was unrelated to the day of the late luteal
phase in which the ewes are stirmulated.

Keywords: estrous synchronization, luteal phase, PF2alpha, sheep, socio-sexual signals
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1. Introduction

The adrainistration of the PGF2w to cyelic ewes induces luteolysis in those aniraals
that are in their luteal phass. The admirdstration of a second dose ensures that most ewes
corme in estrus in a very short tirae period. The good synchronization of estrus obtained,
and a relatively low cost makes the administration of two doses of PGF2e 7 to 11 days
apart one of the raost widely used technicue for estrous synchronization in cyclic ewes (see
review: Fierro etal,, 2013). However, actual market tendencies push to miniraize the use of
hormones and other chericals in aniral production (Ivlartin et al,, 2004). Therefore, it is
important to substitite hormonal treatments by other altermattves, like socio-sexual
stirulation. In sheep, the introduction of rales to a flock of previouslyisolated anestrous
feraales (the rarm effect) induces ovulation, estrus, and might end in out-of-season
pregnancies (for reviews, see: Ungerfeld et al, 2004, Delgadillo et al, 2009). The
introduction of raras induce an increass in LH pulsatility in both, anestrous (Ivhrtin et al,
1926) and cyclic (Hawken et al, 2007) ewes. This increase is even observed in ewes treated
with progestagens (Evans et al,, 2004), and in pregnant ewes (&1-Gubory, 1998). However,
although the use of the rara effect has been widely studied in seasonal anestrous ewes, its”

yossible applications in cyclic ewes have been scarcely studied.
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It has been deraonstrated that luteolysis is tiggered by an increase in estradiol
concentrations during the second half of the luteal phase (Hawk and Bolt, 1970) by the
following pathway. 1) the increase in estradiol concentrations induce the synthesis of
uterine oxytocin receptors, so the uterus becomes responsive to oxytocin stiraulation
{Hixon and Flint, 1987); 2) the uterus responds to oxytocin secreting PGF2e (Flint et al,
1986); 3) this triggers a positive feedback between Iuteal secretion of oxytocin and uterine
secretion of PGF2e, which ends with peaks of PGF2u concentrations (Bazer et al, 1991;
Flint and Sheldrick, 1982), responsible for the regression of the corpus luteura (IvlcCracken
et al, 1972). Therefore, if we consider that the increase in LH pulsatility stiraulates estradiol
secretion by the larger follicles present in the ovaries (Baird, 1978; Spencer etal, 1995), the
introduction of males may elicit the luteolstic process. Supporting this hypothesis,
Cheraineau (1983) observed a bimodal estrual response after the introduction of bucks to
cyelic goats, suggesting that Iuteolyisis was provoked in part of the flock. Also in goats,
Mellado and Hemandez (1996) observed an irmportant concentration of estrus in cyelic
goats stiraulated by males, which may be consequence of by the advancement of the
luteolysis in sorae does.

Considering all this inforraation, it maybe expected that the introduction of raras in
a flock of previously isolated ewes during the late luteal phase will trigger the luteolytic
process, and thus, it might be included in estrous synchrordzation protocols. Howewer, it
has been observed that the introduction of rarms 13 days after a single PGF2u
administration could not substitute the adrdnistration of a second PGF2e dose (Ungexfeld,
2011). This author considered that the strength of the rara effect may have been not enough
to coraple telyrsubstitute the administration of the szcond PGF2e. Thus, it was proposed that

the rara effect ray be corabined with low doses of PGF2w to induce luteolssis during the
5
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late luteal phase (Ungexfeld, 2011). Although this implies only a slight decrease in total
horonal use, possible posittve results would provide a basis to confinue in the
developraent of treatraents with less honmonal content. Therefore, our hypothesis was that
the ram effect may substitute the adrainistration of a second half-PGF2w dose during the
late luteal phase in a treatment of two doses administrated 13 days apart. Although the
treatments in which both PGF2w doses are shortly separated (7-8 days) provide the best
results in estrus synclronization and pregnancy rates (Olivera-MMuzante et al 2011;
Ienchaca and Rubianes, 2004) in this study both PGF2e were separated 13 days o enswre
that the ewes were in their late luteal phases, and then that the response to the rarm effect
raayend in luteolysis. Ther, the aim of the experiraent was o de terraine if the second dose
of a two PGF20 treatraent can be substituted by half-dose plus the rar effect. As with this
alternative we observed advanceraent of estrus but only in a small part of the flock, we
designed a second experiraent to deterraine if the day of the late luteal phass in which ewes

are stirulated influences the Yesponse to the treatment.
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2. Materials and methods
2.1. Experiment I
2.1.1. Ariraals and manageraent
The experiment was performed on a fama located near Artizas, Uraguay (30° 5),
with 296 nulliparous IVerino X Comiedale (1-2 years; 33.5 £ 2.0 kg) ewes during the raid-

breeding season (Ivhreh, late surrner-eadyauturan). A1l ewes grazed on native pastures.

2.1.2. Experireental treatments

Ewes were randoraly assigned to 3 experirental groups. Ewes frorm 2 of those
groups (E1-PGFD: n=91, and PGHD: n=110) reraained in peraanent contact with 16
vasec toradzed males since Day -40 (Day 0 = introduction of the intact raras). Both groups
received a full dose of a PGF2e analogue (10 rag, Dinoprost tromethamine, Lutalyse®,
Pfizer, Kalamazoo, MI, USA) on Day -13. On Day 0, E1-PGFD ewes received a second
full dose of PGF2e., and PGHD ewes recefved a half-dose (5 rg). Ewes from the third
group (HD+RE; n = 95) remained isolated frora raales until Day 0 (sight, sound, sreell;
rainiraura distance: 1000ra), and recerved 10 rag of PGF20 on Day-13, and a half-dose (5
rag) on Day 0. On Day 0, the three groups were joined and & marking vasectormized ravas
were added to raaintain the raale:female ratio {one male for every 12 ferales; 8%). Sexual

receptivity was estiraated from raarks on the nuraps twice dailyuntil Day 5.5.

2.2. Experiment 2

2.2.1. Aniraals and ranagement
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The experiraent was performed ona fama located in Trinddad, Uruguay(33°5S) with
218 rultiparous Comiedale ewes (3-5 years) during the breeding season (February-IVarch).

All ewes grazed on native pastures.

2.2.2. Expenimental treatments

The ewes were randoraly assizned to five experimental grougs, frora which only the
control group (E2-PGFD; n = 44) reraained in contact with 16 androgen-treated wethers
since Day -40 (Day 0 = introduction of the raras). Wethers were weekly treated with
testosterone cyclopentil propionate (30 mgfkg; Testosterona Ultra Lenta Fuerte, Dispert,
Montevideo, Uruguay). The other 174 ewes remained isolated frora males since Day -30.
Estrous cyrles of the five groups were presynchronized with 2 PGF2e doses (Dinoprost
troraetharaine, Lutalyse, Pfizer, Kalaraazoo, I, USA) separated 7 days, and received a
third full dose 13 days later (Day 0) (E2-PGFD ewes), or a half-dose plus the introduction
of raras 12, 13, 14 or 15 days later (Day 0) for groups LP12 (n=43), LP13 (n= 43), LP14
(n=44), LP15 (n= 44) respectrvely. The general scheme of the experirent is presented in
Figure 1.

On Day 0 all ewes were joined with rarking androgen-treated wethers with a
raale:feraale ratio of one male for every 13 ferales (7%4). Sexual receptivity was estimated

frora marks on the ruraps twice daily frora Day 1 to Day 5.5.

2.3. Data analy Ss
In Experiment 1, the daily accuraulated frequenc y of marked ewes in the 3 groups
was corapared with chd square test. In Experiment 2, the daily accuraulated frequenc y from

each experreental group (LP12, LP13, LP14 and LP15) was corapared with that of the
i
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147 control group (E2-PGFD) with chi syuare test.
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3. Results
3.1 Experiment I

The accuraulated frequency of marked ewes until Day 4.5 is presented in Figure 2.
OnDay1 and 1.5 more HDHRE ewes than E1-PGFD (P =0.0007 and P = 0.02) and PGHD
ewes (P =0.004 and P = 0.02) caree into estrus. During Day2 and Day2.5 the accuraulated
frequencies of ewes that care info estrus were sirilar for the three groups. Frora Day 3 to
Day 4.5 more E1-PGFD ewes than HDHRE ewes (Day 3: P = 0.005; Day 3.5: P = 0.008;
Day 4: P = 0.008; Day 4.5: P = 0.02) and PGHD ewes (Day 3: P =0.0004; Day3.5: P =
0.0006; Day 4: P =0.001; Day4.5: P = 0.02) had coree into estrus. From Day 4.5 until the
end of the experiraent (Day 5.5), there were no differences in the accuraulated frequencies
of ewes that caree into estrus between the three groups. At Day 5.5, 83195 (87.4%)
HIHRE, 921110 (83 .6%) PGHD and 8591 {93 .4%) E1-PGFD ewes had come into estrus.

3.2. Experiment 2
The accuraulated frequency of marked ewes until Day 5.5 is presented in Figure 3.

AsLP12, LP13, LP14, and LP15 grougs were individuallycormpared with E2-PGFD group,
Figures 34, 3B, 3C and 3D present the data of each group respectively, including the data
of the E2-PGFD group in all of thera. Until Day 2 there were no differences between E2-
PGFD ewes and the experimental groups. On Days 2.5, 3, 3.5 and 4 more E2-PGFD ewes
were detected in estrus than LP12 ewes (P<0.05) (Figure 34). OnDaw 2, 2.5, 3, 3.5and 4
raore E2-PGFD ewes were detected in estrus than LP13 ewes (P<0.05) (Figure 3B). On
Days 2.5, 3 and 3.5 raore E2-PGFD ewes were detected in estrus than LP14 ewes (P<0.05)
(Figure 3C). OnDays 2.5, 3, 3.5 and 4.5 more E2-PGFD ewes were detected in estrus than

10
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172 LP15 ewes (P<0.05) (Figure 3D). By the end of the experiraent (Day 5.5), there were no
173 differences in the accuraulated frequencies of ewes that carae into estrus in any group:
174 44744 (100%), 41742 (97.6%), 42143 (97.7%), 43144 (97.7%), and 42744 (95 .5%) for E2-
175 PGFD, LP12, LP13, LP14, and LP15 respectively.
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4. Discussion
In the first experireent, although the final results were sirailar for all grougs, the
introduction of the males siraultaneously with the adrinistration of a half PGF2w dose
increased the nuraber of ewes that responded with estrus early after the second dose
(HDHRE ewes). This agrees with the results of Contreras-Solis et al (2009), who obtained
an advancerent of the preovulatory LH surge and ovulation in ewes synchronized with
PGF2e and stiraulated with the ram effect, effect that may be explained by an earlier
luteolysis. The positive effects of rams on estrous synchronization when associated with
half PGF2e. dose are greater than those reported by Ngere and Dzakuraa (1972), who
introduced rams to tropical non-seasonal ewes. Although this response was displayed by a
sraall part of the flock, it iraplies that those ewes that caree into estrus in that period
advanced theilr onset of estrus, deraonstrating that the manageraent is potentially effective.
The ram effect raaybe not shong enough to substitute half PGF2« dose when ewes have
their corpus luteura in its maxirura functional activity: In this sense, the lack of a positive
response of the major part of the flock raaybe consecuence of a weak increase of estradiol
concentration provoked by the rarms, not tiggering luteolysis, siralar to what was
previously reported without the addition of PGF2e (Ungerfeld, 2011). This maybe due to a
lowr sensitivity of the endometriura to estradiol, or of the corpus luteura to the Iuteolytic
raechanisra in different days of the estrouscyele (Larasa et al,, 1992; Custer etal, 1995). In
any case, due to the low positive results, it seerns that these results are raore useful as a
basis for other experirent than for the direct application at field conditions. Therefore, we
designed the second experiment to deterraine if the luteal phase stage (day of the estrous
cytle) maylirait the percentage of ewes responding.
12
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In Experiment 2 we did not observe any differences in the estrus response of the
ewes according to the day in which they were stivaulated. &s in Experiment 2 we did not
include again a group treated with the second half-dose without the ram effect, we cannot
discard that there was a positive response of the rar effect, but in argrcase it was uraelated
to the dayof the introduction of the raras. Howewver, there was no advantage on using the
rar effect, as was observed in Experirent 1 even in few ewes. A liraitation is that in this
experiraent it was not possible to know the exact day of the estrous cycle of each ewe, as
estrus could not be determined due to the isolation period needed by the ram effect. The
overall estrous rate in this experiment was slightly higher than that of Experiraent 1,
probably due to the use of rultiparous instead of nulliparous ewes. From a practical view,
as the results of using half PGF2u dos: and the rar effect did not achieve the results of a
full dose until dass 4 to 5, the only benefit of this treatment would be a decreass of the
PGF2e. cost, although it would have lower reproductive results.

Orwerall, these studies have the limitation that the nuraber of ewes that care into
estrous was the only response deterrined. Howewver, at the saree time provides information
useful to speculate and thus studybasic mecharnisras that raay be behind this response . For
exaraple, it is interesting to speculate with a possible strategy to increase the response to
half PGF2e dose and the rar effect: the tiree needed frora the estradiol increase to the
increase in PGF2e ranges 12 to 48 h (Ford et al., 1975). Ivbreover, considering also the
delay occurring frora the introduction of the males until estradiol is secreted, the stiraulated
secretion of PGF2e may have been desynchronized with the pharmacological application,
raaking the treatraent less effective in inducing luteolysis. An altemative possibility to be
tested would be to adrainister the PGF2e 24-36 h after the introduction of the males, when

the endogenous secretion of PGF2e may be expected (Ford et al, 1975). It would also be
13
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228

28
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232

necessary to study the progesterone profile of ewes to ensure if the managerment effectively

triggers the luteolytic process.

Conclusion

In conclusion, the ram effect was effective substituting half PGF20 in part of the
flock, but the response was unrelated to the dayof the late luteal phase in which the ewes
are stiraulated. &s these results maybe considered as a basis to continue studsing this issue,
it reraains to deterraine how to obtain greater effects recruiting a higher percentage of ewes

responding to include these managements in practical estrous synchronization trials.
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Figure 1. Experimental procedures in Experiment two. The control group (Ex2-PGFD) was
compared against 4 groups in which the second dose was administered on different days of
the late luteal phase (Days 12, 13, 14 and 15).

Figure 2. Accuraulated frequency of ewes in estrus until Day 4.5 in Experiraent 1. Ewes
recerved: 1) two doses of PGF2e and remain in contact with males (Ex1-PGFD; "ﬁ"'}; 2)
half dose of PGF2u at the second dosage in contact with males (PGHD, —®—3; and 3)
ewes that rermained isolated frorm males and treated with half dose of PGF2w at the second
dosage (PFGHDRE; ——). On Day 1 and 1.5 rore PGHDRE ewes than Ex1-PGFD and
PGHD ewes had come into estrus. During Days 2 and 2.5 there were no differences and the
accwraulated frequencies were sirailar for the three groups. Fror Day 3 to Day 4.5 raore
Ex1-PGFD ewes had corae in estrus than PGHDRE ewes. See P values in Results section.

Figure 3. Accurulated frequency of ewes in estrus until Day 5.5 fror rar introduction in
Experiraent 2. On Days 2.5, 3, 3.5 and 4 more Ex2-PGFD ) eves were detected in
estrus than LP12 (33 eves (3a). On Days 2, 2.5, 3, 3.5 and 4 more Ex2-PGFD ewes
were detected in estrus than LP13 ("") ewes (3b). On Days 2.5, 3 and 3.5 roe Ex2-
PGFD ewes were detected in estrus than LP14 (=) ewes (3¢). On Days 2.5, 3, 3.5 and
4.5 more Ex2-PGFD ewes were detected in estrus than LP15 (—8) ewes (3d). By the end
of the experiraent (Day 5.5), there were no differences in the accuraulated frecuencies of

ewes that came into estrus between the three grougs.
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Figure

Days from ram introduction

Group -22 -21 -20 -19 -18 -17 -16 -15 -14 .13 -12 -11 -10 8 -8 -7 .6 -§ 4 -3 -2 -1 o

Ex-2PGF2

LP12 1/2PG
LP13 1/2pPG
LP12 1/2PG
LP1S 1/2PG

Ex-2 PGF2: ewes always with mailes. LP12, LP13, LP14, LP15: ewes receiving Iast dose of
PGF2a atdays 12, 13, 14 or 15 of lutea! phase respectively

Page210f23

64




Figure

100 -

90 4 - =
Exw ‘;"—«-—ﬂ

80 A -

70

L=
o

4
o

cwes inestrus (Vo)
N
o

time (davs)

Exl-PGFD;» =\ .+ : 2 doses of PGF22 and remain in contact with males

PGHD; —— :%dose of PGF2o at the 2nd dosage and in contact with males
PGHDF!E;—"— :isolated from males and ’ dose of PGF22 at the 2nd dosage

Page 22 otd



Figure

100 4 @ 100 -
S0 1 $0
£
=60 A 60
£
z
2
E40 1 40 4
=
2
£
Za0 20 4
] - Fi
-
0 ¥ T T T T T T - T ) 0 v y T r v v v ' \
1 15 2 25 3 33 4 45 5 33 1 135 2 23 3 35 4 435 5 55
nme (dsvs aiter the myodustion of rams) tne {davs after the mtroduction of rams)
100 4 (@
50 4 o & __3
S
% 60 4
S
ey
&=l
=40
3
=
5
20 1
0 T T T T T T T T T J o T T T T T T T T T 1
1 15 2 25 3 35 4 45 p) 5.5 1 15 23 3 33 4 43 3 33

tme (days after the mroduction of rams)

tmae (days after the miroduction of rams)

Ex-2PGF2 (- )ewes always with males.

LP12 (-~ k- ), LP13 (- &~ ), LP14 (—3—), LP15 (—/A\—); ewes receiving last doss of PGF2e at days 12,

13, 13 or 15 of luteal phase respectively

Page 23 of23

66



