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RESUMEN

Dentro de los factores sociales, la presencia y el vinculo entre la madre y la
cria es de fundamental importancia para el desarrollo posterior de la cria. El destete
temprano (separacion de la madre de su cria) es una practica de manejo que se
realiza en los establecimientos ovejeros con el objetivo de lograr una temprana
recuperacion de la madre. Sin embargo, no se conoce el efecto que tiene el destete
temprano sobre el desarrollo sexual de los corderos. El objetivo de la tesis fue
comparar las concentraciones séricas de testosterona basales al final de la primera
estacion reproductiva y la respuesta testicular al desafio con GnRH en corderos que
fueron criados con sus madres de aquellos criados artificialmente. Se utilizaron 27
carneros de raza Ideal, de los cuales 14 fueron separados de sus madres al dia de
nacidos y criados artificialmente (CA) con leche de oveja, y 13 criados por su madre
(CM). El destete se realiz6 cuando los corderos tenian en promedio 75 dias de edad.
Las madres de los corderos CM se trasladaron a otro potrero donde no tenian
contacto visual ni acustico con los corderos en experimentacion. En ese mismo
momento los corderos CA dejaron de recibir la leche materna. El experimento se
realiz6 en mayo-junio del 2012. Se obtuvieron muestras de sangre para determinar
las concentraciones basales de testosterona sérica en las semanas 35, 37, 38 y 39
de edad de los carneros. En la semana 40 de edad se realiz6 el desafio con GnRH
(se administré acetato de buserelina, un analogo sintético de GnRH) a cada cordero.
Se realizaron dos pruebas utilizando dos dosis de buserelina: 4,2 ug (dosis baja) por
carnero [CA (n=7) y CM (n=6)], y 8,4 ug (dosis alta) [CA (n=7) y CM (n=7)]. Las
concentraciones séricas de testosterona fueron analizadas por RIA, utilizando un kit
comercial. La concentraciones séricas de testosterona entre ambos grupos en las
semanas previas al desafio con GnRH y luego del desafio con GnRH, fueron
comparadas por ANOVA para medidas repetidas, donde se incluyo el efecto del
grupo (CA vs CM), del tiempo y la interaccion entre ambos. No hubo diferencias
significativas en la concentracién sérica de testosterona entre las semanas 35, 37 y
38, pero si hubo una diferencia significativa (p<0,001) entre estas semanas con
respecto a la semana 39. No hubo efecto grupo ni interaccién entre grupo y tiempo
en la concentracion de testosterona. Con respecto al desafio con GnRH a dosis baja
no se encontr6 efecto del grupo, pero si efecto del tiempo (p<0,001) y una
interaccién entre grupo y tiempo (p=0,009) en los cambios de concentracion sérica
de testosterona. Los corderos CA presentaron un mayor incremento proporcional de
testosterona a las 3,5 horas (p=0,032) y 4 horas (p=0,039) que el grupo CM. Frente
a la dosis alta de GnRH también se encontré un efecto tiempo (p<0,001), pero no
hubo efecto grupo (p=0,38) ni interaccion entre grupo y tiempo (p=0,71) en los
cambios de concentracion sérica de testosterona. En conclusion, los corderos que
fueron CA presentaron una mayor respuesta al desafio con una dosis baja GnRH
(determinada por porcentaje relativo de testosterona) que aquellos CM, pero no
presentaron diferencias al desafio con una dosis alta. Al final de la estacion
reproductiva no se encontraron diferencias en las concentraciones basales de
testosterona entre ambos grupos.



SUMMARY

Among social factors, the bond between mother and lamb is of fundamental
importance for the subsequent development of the offspring. Early weaning
(separation of the mother and her offspring) is a practice done in ovine
establishments in order to achieve an early recovery of the mother. However, early
weaning effect over lambs’ sexual development is unknown. The aim of this study
was to compare basal serum testosterone concentrations at the end of the first
breeding season and testicular response to GnRH challenge in lambs reared with
their mothers from those raised atrtificially. We used 27 Polwarth sheep from which
14 were separated from their mothers from the day of birth and artificially reared (AR)
with sheep's milk, and the other 13 were raised by their mothers (RM). RM lambs
were weaned at 75 days of age average. Mothers of RM lambs were moved to
another paddock making it impossible for the lambs to have any visual or acoustic
contact with their mothers. At the same time the AR lambs stopped receiving breast
milk. The experiment was conducted in the period May-June 2012. Blood samples
were obtained to determine basal testosterone serum concentrations at 35, 37, 38
and 39 weeks of rams’ age. At 40 weeks of age GnRH challenge was performed
(buserelin acetate, a synthetic analogue of GnRH) to each lamb. We performed two
tests using two doses of buserelin: 4.2 mg (low dose) for ram [AR (n = 7) and RM (n
= 6)], and 8.4 mg (high dose) [AC (n = 7) and RM (n = 7)]. Serum testosterone
concentrations were analyzed by RIA, using a commercial kit. The serum
testosterone concentrations between the two groups in the weeks before and after
GnRH challenge were compared by ANOVA for repeated measures, which included
the effect of the group; the time (AR vs. MR), and the interaction between both.
Results did not show significant difference in serum testosterone between weeks 35,
37 and 38, but there was found a significant difference (p <0.001) between these
weeks and the 39 weeks. There was no group effect or interaction between group
and time in testosterone concentration When lambs were GnRH challenged at low-
dose we found a time effect (p <0.001) and an interaction between group and time (p
= 0.009) but no group effect. AR lambs had proportionally a higher increase of
testosterone at 3.5 hours (p = 0.032) and 4 hours (p = 0.039) than the RM group.
There was also found a time effect (p <0.001), when a high doses of GnRH was
administrated, but nor group effect (p = 0.38) neither interaction between group and
time (p = 0.71) were found. In conclusion, AC lambs showed a greater response to
the challenge when the low dose of GnRH was administrated (determined by the
relative percentage of testosterone) than RM, but no difference was found when the
high dose of GhRH was administrated. At the end of the breeding season there were
no differences in baseline testosterone concentrations between groups.



INTRODUCCION

Anatomia y funcionalidad testicular

El testiculo es un conglomerado de tubulos seminiferos, rodeados por una
capsula fibrosa (tunica albuginea), recorrida por abundante cantidad de vasos
sanguineos. La albuginea proyecta tabiques hacia el interior del testiculo, no
llegando a producir separaciones netas. La relacion de los tubulos seminiferos con el
resto del parénquima testicular es del 45% en el bovino recién nacido, pero de 80%
en el animal adulto (2,5 afios). Los elementos que forman los testiculos son el tejido
limitante del tubulo seminifero, el epitelio estratificado, células de soporte de Sertoli,
células espermatogénicas (espermatogonias, espermatocito primario, espermatocito
secundario, espermatida y espermatozoide), células intersticiales o de Leydig,
células peritubulares (en el tejido limitante), vasos sanguineos y vasos linfaticos
(Rutter y Ruso 2006).

Los testiculos tienen las siguientes funciones: gametogénica (produccion de
espermatozoides), endocrina (biosintesis y secrecion de hormonas, proteinas
portadoras, factores de crecimiento y citoquinas), y biosintesis y secrecién de fluidos
(fluido de tubulo seminiferos, fluido intersticial y fluido de la rete testis). Estas
funciones tienen lugar en los compartimientos denominados intersticial, basal y
adluminal. Aunque anatémicamente separados, estan funcionalmente integrados
para una produccion normal tanto cuantitativa como cualitativa de espermatozoides.
El funcionamiento de estos compartimentos esté regulado en forma sistémica y local.
La primera funcion la realiza a través del eje hipotalamo-hipofisis-gonadal, mediante
los mecanismos de retroalimentacion entre la hormona liberadora de gonadotrofina
(GnRH), de origen hipotalamico, las hormonas foliculo estimulante (FSH) y
luteinizante (LH), de origen hipofisarias, y la relacion testosterona/estrogenos para la
LH, y las inhibinas para la FSH. En forma local (paracrina-autocrina) existen factores
de crecimiento y citocinas sintetizadas y secretadas por las células situadas dentro
de los compartimentos (Rutter y Ruso 2006).

La secrecion de hormonas, proteinas portadoras, factores de crecimiento,
citocinas y la produccién de espermatozoides, son dependientes de la accion de la
LH y FSH, que tienen sus respectivos receptores para llevar a cabo sus acciones
fisiologicas en las células de Leydig (LH) y las células de Sertoli (FSH). Las células
de Leydig son la fuente primaria de los esteroides testiculares, testosterona (Ewing
y Brown 1977, Zirkin et al. 1980). Las células de Sertoli que forman la barrera
hemato-testicular en la pubertad, secretan proteinas transportadoras de androgenos
(ABP: Androgen binding protein) e inhibina (Steinberger 1981 a, b). La ABP regula el
transporte y la concentracion de testosterona en los tubulos seminiferos y el
epididimo, y la inhibina inhibe la secrecion de FSH por la hipdfisis anterior (Blanc et
al. 1981, Ritzen et al. 1981). El compartimento intersticial contiene las células de
Leydig y las células peritubulares que estan rodeando a los tubulos seminiferos; los
otros dos compartimentos estan dentro de los tdbulos seminiferos, y estan
separados del intersticio por la barrera hematotesticular. EI compartimento basal
contiene espermatogonias que se dividen por mitosis, mientras que el adluminal es
un medio ambiente especial en el cual los espermatocitos sufren meiosis y las
espermatidas se diferencian a espermatozoides (Amann y Schanbacher 1983).



Desarrollo sexual en machos

Durante los periodos fetal y neonatal el hipotalamo produce GnRH, la cual
produce una estimulacion de la hipofisis que se manifiesta con una secrecion de LH
(Foster et al. 1972b) y FSH (Schanbacher 1982). Con respecto a la LH, la misma
aumenta desde el nacimiento para alcanzar un maximo entre el primer y segundo
mes de vida, la cual desciende rapidamente para volver a aumentar en la pubertad
(Foster et al. 1972 a, Thimonier et al. 1972, Cotta et al. 1975, Courot et al. 1975). El
aumento de la concentracion de esta hormona en sangre se debe a un incremento
de la frecuencia de sus pulsos (Foster et al. 1978). La pulsatilidad de esta hormona
se observa a partir de la semana de vida (Savoie et al. 2008).

Los niveles plasméaticos de FSH aumentan a partir del nacimiento hasta las 8-
10 semanas de edad, y luego disminuye en forma similar al perfil de secrecion de
LH (Lee et al. 1976, Savoie 1979, Walton et al. 1980, Lafortune et al. 1984). Existe
una estrecha relacion entre la secrecion de LH y la de testosterona (Cotta et al.
1975, Lee et al. 1976, Savoie et al. 2008). Cada pulso de LH induce un aumento de
la concentracion sérica de testosterona. Sin embargo, la capacidad de las células de
Leydig de responder al estimulo de LH depende de la edad del animal. Durante el
primer mes de edad el testiculo no es capaz de responder a todos los pulsos de LH
(Lafortune et al. 1984). Luego del primer mes de vida aumenta la capacidad de las
células de Leydig de responder a LH, alcanzando su plenitud hacia las ocho
semanas de edad (Foster et al. 1978), a consecuencia del incremento de la
frecuencia de pulsos de LH (Foster et al. 1978, Savoie et al. 2008), el numero de
receptores de LH (Barenton et al. 1983) y la cantidad de células de Leydig (Monet-
Kuntz et al. 1984).

Desarrollo sexual en corderos

Con respecto al desarrollo sexual en corderos, Dyrmundsson (1973)
establece que tanto el desarrollo sexual como la edad a la pubertad esta controlada
por mecanismos que afectan al cerebro y a la glandula pituitaria anterior, que regula
tanto la sintesis como la liberacion de hormonas gonadotropicas. La
espermatogénesis completa, marcada por la liberacion de los espermatozoides, es
precedida por un aumento constante en el nivel de secrecion de andrégenos y un
mayor desarrollo, como descenso de los testiculos y la ruptura de las adherencias
prepuciales, que a su vez también se encuentran bajo control endocrino, las cuales
se completan antes que la pubertad se alcance. El desarrollo sexual, tal como se
indica por el crecimiento de los 6rganos reproductivos y por la realizacién de la
espermatogénesis en forma completa, parece estar mas estrechamente relacionado
con el crecimiento del cuerpo que por la edad cronoldgica. Por lo tanto el nivel de
nutricion durante la cria, o cualquier alteracion en el crecimiento, puede tener una
marcada influencia en el desarrollo puberal.

En el macho la pubertad ha sido definida como la presencia de
espermatozoides en el testiculo (Courot 1962, Dyrmundsson 1973), o como la
primera eyaculacion (Levasseur y Thibault 1980). Sin embargo Amann vy
Schanbacher (1983) consideran la pubertad de una manera practica: “un macho es
puber cuando la cantidad de espermatozoides (50 x 10°) es suficiente en cantidad y
calidad como para fecundar una hembra”. Por otro lado Dun (1955) encuentra una



relacion elevada entre la aparicion de espermatozoides en el eyaculado y la
desaparicion de adherencias entre el pene y el prepucio. Wiggins y Terril (1952)
demostraron la relacion existente entre los niveles de testosterona circulante y la
desaparicion de las mencionadas adherencias. Similarmente, la aparicion de
espermatozoides dentro de los tubos seminiferos esta mas correlacionada al peso
vivo que a la edad de los corderos (Courot et al. 1962).

Control de la reproduccion en machos

La GnRH juega un rol fundamental en la actividad reproductiva. Cada pulso
de GnRH estimula a las células gonadotropas de la adenohipofisis a liberar LH (Bielli
2002). Las concentraciones de LH en sangre periférica mantienen variaciones
pulsatiles directamente relacionadas con las concentraciones de GnRH (Ungerfeld
2002).

Existe un sistema de retroalimentacién negativa muy sensible entre la LH y la
secrecion de testosterona. Los aumentos en la concentracién de LH son seguidos
por aumentos en los niveles plasmaticos de testosterona. En carneros se ha
observado un aumento gradual de testosterona durante las 2 horas siguientes a la
administracion de GnRH (Wilson y Lapwood 1978), para posteriormente descender
hasta valores basales a las 4 horas posteriores a la administracion, lo que se debe a
una inhibiciébn de la secrecion de LH por retroalimentacién negativa (Tilbrook y
Clarke 2001).

Factores que afectan la reproduccién en machos
Fotoperiodo

Los cambios estacionales del fotoperiodo son los principales determinantes
de la actividad reproductiva. El ovino ha desarrollado un método de contracepcion
natural impidiendo la reproducciéon en periodos no favorables (Lincoln y Short 1980).
En el macho si bien la espermatogénesis es un proceso continuo, la produccién del
parénquima testicular es 50 a 80% menor en primavera que en otofio (Ortavant
1958, Decheux et al. 1981). Asimismo, la calidad espermética varia determinando
mayor criosupervivencia de los espermatozoides (congelabilidad) en el otofio frente
al invierno (Colas y Brice 1976, Fiser y Fairfull 1983).

Los mensajes del fotoperiodo provocan una accion sobre el eje hipotalamico-
hipofisario, previo pasaje por la glandula pineal, determinando una menor
sensibilidad a la retroalimentacion negativa de los esteroides gonadales, tanto en
machos como en hembras. El ovino mide el fotoperiodo existente a través de un
sistema fotosensible controlado por un ritmo circadiano endégeno. Para las
gonadotropinas, la existencia de un periodo luminoso de una hora, entre 10 a 20
horas después del alba actia favorablemente incrementandose los niveles
plasmaticos semanas después (Pelletier et al. 1981). Esto determina que los valores
maximos de LH y FSH en el plasma sanguineo se alcancen durante el otofio (dias
cortos). La existencia de estos periodos fotosensibles fue descubierta inicialmente en
el carnero y verificada su existencia posteriormente en la oveja (Ravault y Ortavant
1977, Lincoln et al. 1977, Pelletier et al. 1981).



Nutricién

Las respuestas a la subnutricién, especialmente aquellas debidas a cambios
en la suplementacion de energia, se puede dividir en: efectos indirectos o a largo
plazo y efectos directos o efecto a corto plazo.

Los efectos a largo plazo se refieren a la influencia de la nutricion durante las
etapas fetales del animal hasta alcanzar la pubertad y su repercusion en el animal
adulto. La nutricion afecta el potencial genético de un individuo a partir de su estado
fetal (Gunn 1983). Existen datos experimentales que demuestran la estrecha
relacion entre la secrecion de las gonadotropinas y la hormona de crecimiento (STH
o GH) (Foster y Olster 1985). Estas hormonas son secretadas a niveles crecientes
en los corderos prepuberes bien alimentados (Foster et al. 1985). En los corderos
machos, la nutricion afecta marcadamente la pubertad. Al igual que en la hembra,
los niveles de gonadotropinas afectan la liberacion de andrégenos y el crecimiento
testicular (Mann et al. 1967, Skinner y Rowson 1968).

Los efectos a corto plazo son aquellos que actian directamente en los
periodos de pre-cubricion y cubricién (encarnerada) (Gunn 1983, Haresign 1984). En
el carnero, los efectos nutricional modifican en muy corto plazo el peso vivo y el
volumen del eyaculado (a la semana), al mes el tamafio testicular, y después de
siete semanas la produccion espermatica. Esto indica que la nutricibn afecta los
estados de la espermatogénesis posteriormente a la Ultima division espermatogonial
(Cameron et al. 1988).

Clima

Las temperaturas extremas (mayores de 30°C) provocan un estrés en el
animal, variable segun su capacidad para mantener la temperatura corporal. Esto
provoca alteraciones importantes en las funciones reproductivas, se reduce el flujo
sanguineo hacia los 6rganos reproductivos y se modifican las secreciones
hormonales. En el carnero, las elevadas temperaturas afectan la espermatogénesis
disminuyendo la fertilidad. Cuanta mas alta es la temperatura interna del testiculo y
la duracién de esta temperatura, mayor sera el dafio producido (Dun 1956, Moule
1970, Rathore 1970).

Sanidad

Existen enfermedades infecciosas y metabdlicas como orquitis, periorquitis o
epididimitis, que afectan varios procesos reproductivos, principalmente la produccion
espermatica en el carnero (Castrillejo 1987).

Factores sociales

Dentro de los factores sociales, la presencia y el vinculo entre la madre y la
cria es de fundamental importancia para el desarrollo posterior de la cria. La madre
provee comida, calor, refugio y proteccion de los depredadores, por lo que influye en
la supervivencia del cordero hasta el destete (Lévy y Keller 2008). La madre también
influye en el desarrollo fisiologico, sensorial, emocional y social de los recién nacidos
(Lévy y Keller 2008).
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El cordero desencadena un fuerte vinculo con la madre inmediatamente luego
del nacimiento (Poindron y Le Neindre, 1980), el que se mantiene por las siguientes
4 semanas (Morgan y Arnold, 1974). Separar al cordero de su madre antes de este
tiempo es considerado un estresor, el cual se evidencia por el aumento en la
frecuencia de locomocioén y de las vocalizaciones, tanto del cordero como de su
madre (Alexander 1977). Continuando con este razonamiento, Johnson et al. (1992)
indica que la actividad reproductiva es una de las principales funciones que se
alteran e inactivan mediante factores estresantes. Los animales machos bajo
situaciones de estrés pueden disminuir la secrecion de testosterona (Collu et al.
1984, Damian y Ungerfeld 2011), espermatogénesis (Almeida et al. 2000a, 2000b) e
inclusive la libido (Keverne 1979 y Sapolsky et al. 1986).

Si bien no hay ninguna informacién de que el vinculo con la madre pueda
afectar directamente la etapa reproductiva posterior en ovinos, existen trabajos
efectuados en roedores en los que se evaluo el efecto que producia el lamido de la
madre en la regiébn ano genital y su repercusion en la vida adulta. Birke y Sadler
(1987) observaron que aquellas crias que no fueron lamidas por la madre en la
region ano-genital, presentaron intervalos mayores entre montas cuando llegaron a
la etapa adulta que aquellos que si lo fueron. A lo mismo se refiere Moore (1984),
quien concluyé que la estimulacion del lamido materno a las crias contribuye al
desarrollo de la tasa de copulacion cuando adultos, lo que significa una menor
cantidad de penetraciones por eyaculado. Nishi et al. (2012) adjudicaron estas
diferencias a que la separaciéon maternal puede afectar a nivel central al eje
hipotalamo-hipoéfiso-adrenocortical con la consecuente secrecion de corticosterona,
la que tendria un efecto de depresion y alteracion de la actividad de los
correspondientes sistemas fisiolégicos en la etapa adulta. En el mismo sentido,
Kikusui et al. (2009) observaron que aquellos ratones que fueron destetados a los 14
dias de vida presentaron niveles de corticosterona altos durante las 48 horas luego
del destete, mientras que en aquellos destetados a los 21 dias los niveles de
corticosterona descendian a niveles basales a las 2 horas posteriores al destete.

Una revision efectuada en mamiferos por Mogi et al. (2011) sintetiza
informacion en la que se demuestra en roedores que el destete precoz no afecta el
crecimiento del cuerpo, pero si tiene efectos sobre la ansiedad, aumentando la
misma en la etapa adulta (Ito et al. 2006, Kanari et al. 2005, Kikusui et al. 2004,
2006). También se ha demostrado que el destete precoz disminuye la conducta
materna y la aceptacion de las crias en la etapa adulta en ratas (Novakova 1975).

Otros hallazgos se han observado en animales domésticos. Lechones
destetados precozmente tuvieron menor tasa de crecimiento (Leibbrandt et al. 1975)
y mayor agresividad (McGlone y Curtis 1985). A su vez, el destete precoz se
correlaciona con la aparicion de problemas de comportamiento en perros, como
mayor agresividad y ansiedad crénica (Slabbert y Rasa 1993, Hsu y Serpell 2003).
Un estudio realizado en bovinos de carne (Arias et al. 1998) concluyo que el destete
precoz en bovinos disminuye la ganancia de peso en los terneros logrando terneros
mas livianos al concluir la cria.

A su vez, en los ovinos, el vinculo emocional entre la madre y su
descendencia masculina, mas que otros factores sociales o0 genéticos, puede
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determinar alteraciones irreversibles, tanto en el &mbito social como sexual, mientras
gue en hembras esta influencia es mas leve y reversible (Kendrick et al. 1998). En el
mencionado trabajo, se criaron corderos con cabras pero permitiendo el contacto
social con ovejas en todo momento. Durante la etapa de cria, su comportamiento de
juego era mas parecido al de las cabras, sin embargo parametros especificos de
agresion, vocalizacion, escalada y alimentacion no fueron afectados. En la etapa
adulta, los corderos machos criados por cabras prefirieron socializar y montar a
cabras (89,1% del tiempo) inclusive después de haber convivido 3 afios con
animales de su misma especie.

Evaluacién testicular

Existen diferentes formas para evaluar el funcionamiento testicular, dentro de
las cuales Uthlaut (2011) menciona la medicion de la circunferencia escrotal, la
respuesta a la LH y testosterona y un completo andlisis del semen.

Examen clinico testicular

El tamafo testicular varia segun las razas, la edad y la presencia de
patologias. Se puede medir a lo largo, ancho y espesor expresandolo en
centimetros, siendo este método el mas usado. El contorno escrotal se mide
mediante una cinta métrica de metal o plastico (escrotimetro) que en uno de sus
extremos cuenta con un cursor que permite operarla con una sola mano. La forma
normal del testiculo es abollonada (ovoide longitudinal). Las distintas formas
halladas en los testiculos pueden en parte correlacionarse con otros parametros
como lo es la consistencia; asi en los testiculos casi cilindricos, se nota una
consistencia dura fibrosa, pero en los testiculos casi esféricos la consistencia es mas
blanda (Rutter y Russo 2006).

La simetria es otra medicion que se realiza de forma bastante subjetiva.
Como en todo 6rgano par, en los testiculos hay una leve asimetria fisiologica;
cualquier otro tipo de variaciones en la asimetria puede corresponder a un trastorno.
La posicién normal es vertical sin cruzamientos y sin torsion. En el examen de toros
se observa con relativa frecuencia testiculos con posicion vertical, pero con diversos
grados de cruzamiento y torsidon. A su vez, la movilidad se realiza con el fin de
encontrar los testiculos deslizables y desplazables dentro de la bolsa escrotal. La
consistencia del testiculo es tenso eléstica y se asemeja al musculo biceps braquial
en semiflexién (Rutter y Russo 2006).

Evaluacion de la funcionalidad testicular: desafio a GnRH

Varios estudios han utilizado la administracion exégena de GnRH con el fin de
evaluar la respuesta del eje pituitario-gonadal. Wilson y Lapwood (1978) realizaron
dos tipos de administracion exégena, una a través de prolongadas infusiones y otra
a través de una sola inyeccion manejando 4 dosis diferentes de GnRH (3,1 pg, 12,5
ug, 50 pg y 200 ug) con el fin de evaluar niveles séricos de LH y testosterona. Se
realizaron 2 extracciones sanguineas antes y 14 extracciones luego de administrar la
GnRH espaciadas de 5 a 10 minutos entre cada una debido al comportamiento de
las hormonas en estudio.
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Como fue planeado anteriormente, queda establecido que la separaciéon
madre-cria afecta el comportamiento sexual de la cria pero no se sabe qué sucede
con la funcionalidad reproductiva en machos. Por lo tanto, se manejaron dos grupos
diferentes en su forma de crianza, uno destetado tempranamente y otro que
permanecio con su madre, para poder evaluar cuanto afecta este manejo sobre la
funcionalidad reproductiva. Este trabajo forma parte de un proyecto en el cual uno de
los objetivos es evaluar la respuesta a un desafio con GnRH, pero a su vez se
encuentran otros objetivos que evalUan el desarrollo reproductivo (caracteristicas del
semen, circunferencia escrotal, concentraciones séricas de testosterona,
comportamiento sexual) cada 15-20 dias.

13



OBJETIVOS

Determinar si las concentraciones séricas de testosterona basales al final de la
estacion reproductiva es mayor en corderos criados con sus madres que en corderos
criados artificialmente.

Determinar si los perfiles de testosterona seérica en respuesta a un desafio con
GnRH al final de la primera estacion reproductiva es mayor en corderos criados con
sus madres que en corderos criados artificialmente.

14



HIPOTESIS

Los corderos criados con sus madres producen mayor concentracion sérica
de testosterona basal y mayor concentracion sérica de testosterona frente al desafio
con GnRH que aquellos criados artificialmente al final de la primera estacion
reproductiva.
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MATERIALES Y METODOS

Manejo de los animales

El trabajo se realiz6 en la Unidad de Ovinos del INIA - La Estanzuela, Colonia
con 27 carneros de raza Ideal en el mes de junio del 2012 correspondiente a la
semana 40 de vida. Lo mismos nacieron en el mes de setiembre del 2011, siendo
hijos de 3 carneros y nacidos de parto Unico con un maximo de 12 dias de
diferencia. Antes de la paricion las madres permanecieron en el mismo lugar y se les
brindaron las mismas condiciones. Durante la paricion se recorria 3-4 veces/dia el
potrero. Los corderos fueron asignados a dos grupos experimentales homogéneos
de acuerdo al dia de nacidos y el peso al nacer: 1) corderos criados artificialmente
(grupo CA, n=14) los cuales fueron separados de las madres a las 24-36 horas
después de nacidos; 2) corderos criados por su madre (grupo CM, n=13) los cuales
permanecieron con la misma hasta los 75 dias de vida.

Los corderos criados artificialmente succionaban la leche de las madres u
ordefiada de otras ovejas a través de tetinas artificiales. La cantidad de leche se
ajusté para mantener un peso corporal similar al de los corderos CM. Durante los
primeros 7 dias de vida se les suministré 0,5-0,7 L dividido en 6 tomas diarias, a las
8:00 h, 10:00 h, 12:00 h, 14:00 h, 16:00 h y 19:00 h. Desde el dia 8 al 15 se les dio
0,8-1 L dividido en 4 tomas diarias a las 8:00 h, 12:00 h, 16:00 h y 19:00 h. Desde el
dia 16 hasta el dia de destete se les suministré6 3 tomas diarias 8:00 h, 12:00 h y
19:00 h. A partir del dia 16 hasta el dia 30 se les suministro 1,0-1,3 L, y desde el dia
31 hasta el dia 75, se les dio 1,4-1,6 L. Durante la alimentacion los corderos CA
tenian solo el minimo contacto necesario con los seres humanos, como se puede
observar en la siguiente imagen.

Durante los primeros 15 dias de vida, todos los corderos se alojaron en dos
corrales cerrados durante la noche, con una temperatura ambiental de 20 a 23°C. A
partir de los 15 dias, los dos grupos se manejaron en diferentes potreros de 25x50 m
cada uno. Los corderos tenian libre acceso a sombra artificial hecha con una tela de
sombra con el apoyo de un cuadrante de hierro (area=4,5m2, altura=0,8m) y un
pedazo de madera (0,2m de alto x 0,2m de ancho x 2m de largo), que se colocé en
el potrero de los corderos que podian usarlo para jugar. Para reducir las diferencias
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en las relaciones sociales que podrian resultar en diferencias en el proceso de
aprendizaje, se alojaron 4 ovejas adultas que tenian corderos de edad similar a los
corderos experimentales con los corderos CA. Todos los corderos recibieron racion
sélida desde el dia 20 de nacidos, pastoreando sobre pasturas mejoradas y tuvieron
libre acceso al agua, como se puede observar en la siguiente imagen.

El destete se realiz6 cuando los corderos tenian en promedio 75 dias de vida
(entre 69 y 81 dias de edad). Las madres de los corderos CM y las 4 ovejas con
corderos alojadas en el potrero de los corderos CA fueron trasladaron a otro potrero
donde no tenian contacto visual ni acustico con los corderos en experimentacion. En
ese mismo momento los corderos CA dejaron de recibir la leche materna.

Andlisis previo al desafio

Se obtuvieron muestras de sangre para determinar las concentraciones
basales de testosterona sérica en las semanas 35, 37, 38 y 39 de edad de los
carneros de forma de contar con las concentraciones basales previas al experimento
del desafio con GnRH, como se pueden observar en la siguiente imagen.

17



Desafio con GnRH

Se administré6 acetato de buserelina (anélogo sintético de GnRH, Receptal,
Intervet international GmbH, Alemania) a cada carnero por via intravenosa en la
semana 40 de vida. Se realizaron dos pruebas utilizando dos dosis de buserelina:
4,2 ug (dosis baja) por carnero [CA (n=7) y CM (n=6)], y 8,4 ug (dosis alta) [CA (n=7)
y CM (n=7)]. Las dosis bajas y altas de GnRH propuestas en el estudio, han sido
utilizadas en varios trabajos realizados en ovinos (Khan et al., 2006, 2007; Mirzaei et
al., 2011).

Muestras de sangre y determinacion de testosterona

Se analizaron las concentraciones basales de testosterona extraidas las
semanas previas al desafio con GnRH (semanas 35, 37, 38 y 39) juntas con las
obtenidas del desafio (semana 40) las cuales se extrajeron inmediatamente antes
(tiempo 0) de la administracion de Buserelina, y luego de la misma cada 30 min
durante las primeras 4 horas. Posteriormente se tomaron una muestra de sangre
cada una hora por tres horas mas. El tipo de muestreo se debe al perfil de esta
hormona en sangre luego de la administracion exdgena de GnRH (Wilson vy
Lapwood, 1978).

Extraccion de muestras

GnRH 0,5 1 1,5 2 2,5 3 35 4 5 6 T

Tiempo (horas)

Luego de extraer las muestras, se las centrifugd y se obtuvo el suero para
determinar las concentraciones séricas de testosterona por RIA, utilizando un kit
comercial de fase solida (TKPG, Count-A-Count, Siemens, Los Angeles, CA, EEUU).
El coeficiente de variacion intra-ensayo fue 2,6 % y el coeficiente de variacion inter-
ensayo fue 5,6 % y la sensibilidad fue de 0,1388 mmol/L.

Analisis estadisticos
Las concentraciones séricas de testosterona en las semanas previas al
desafio con GnRH y luego del desafio con GnRH, fueron comparadas entre ambos

grupos por ANOVA para medidas repetidas, donde se incluyo el efecto del grupo
(CA VS CM), del tiempo y la interaccion entre ambos.
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RESULTADOS
Concentraciones séricas de testosterona basales al final de la estacion reproductiva

No hubo diferencias significativas en la concentracion sérica de testosterona
entre las semanas 35, 37 y 38, pero si hubo una diferencia significativa (p<0,001)
entre estas semanas con respecto a la semana 39 (Figura 1). No hubo efecto grupo
ni interaccion entre grupo y tiempo en la concentracion de testosterona.

Testosterona (mmol/L)

O T T T 1

35 36 37 38 39

Tiempo (semanas)

Figura 1. Concentracion basal de testosterona (mmol/L) a diferentes semanas de
edad de los corderos criados artificialmente (CA: -A-) y criados con sus madres (CM:
-m-) al final de la estacion reproductiva. Diferentes letras entre semanas difieren
p<0,05.

Desafio con GnRH
Dosis baja

No hubo efecto grupo, pero si efecto tiempo (p<0,001) y una interaccién entre
grupo y tiempo (p=0,009) en los cambios de concentracién sérica de testosterona
luego de la administracion de GnRH, como se puede observar en la Figura 2. El
incremento en la concentracion de testosterona se evidencié a la hora de
administrada la GnRH (p<0,001), y su pico maximo fue a las 3,5 horas (p<0,001),
llegando por debajo de los valores iniciales a la 7 horas (p<0,001). Los corderos CA
presentaron un mayor incremento proporcional de testosterona a las 3,5 horas
(p=0,032) y 4 horas (p=0,039) que el grupo CM. Mientras que en las horas: 1,5, 2,
2,5, 3y 5 los CA tendieron (0,05>p<0,1) a presentar mayor incremento proporcional
de testosterona que los CM. A su vez, los corderos CA tuvieron un incremento mas
rapido en la concentracion de testosterona, presentando cambios significativos
desde los 30 min (p=0,015), mientras que los corderos CM permanecieron sin
diferencias significativas durante todo el desafio.
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% relativo de testosterona

Figura 2. Porcentaje relativo de testosterona (%) correspondiente a cada grupo CA (-
A-) vs CM (-m-) en el tiempo (horas) luego de la inyeccion de 4,2 ug buserelina (dosis
baja). Diferentes letras entre tiempos difieren p<0,05. * entre grupos en el mismo
tiempo indican diferencias significativas (p<0,05). T entre grupos en el mismo tiempo
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indican tendencia 0,05 > p <0,1.

Dosis alta

Hubo un efecto tiempo (p<0,001), pero no hubo efecto grupo (p=0,38) ni
interaccion entre grupo y tiempo (p=0,71) en los cambios de concentracién sérica de
testosterona luego de la administracién de GnRH. La concentracién de testosterona
alcanzo6 su mayor porcentaje promedio en la hora 2 (p<0,001) para luego descender

sin llegar a alcanzar los valores basales a la hora 7 (p<0,001) (Figura 3).
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Figura 3. Porcentaje relativo de testosterona (%) correspondiente a cada grupo CA (-
A-) vs CM (-m-) en el correr del tiempo en horas luego de la inyeccion de 8,4 ug
buserelina (dosis alta). Diferentes letras entre tiempos difieren p<0,05.
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DISCUSION

En este trabajo se demostré que la respuesta del eje hipofisario-gonadal al
desafio con GnRH y la consecuente liberacion de testosterona fueron afectados
diferencialmente de acuerdo a la presencia y vinculo que tuvieron los corderos
criados por su madre durante la etapa de lactancia. En contraposicion a la hipotesis
planteada en este trabajo, se encontré que los corderos CA tuvieron una respuesta
mayor y mas rapida al desafio con GnRH a dosis menor que los CM. Esta diferencia
nos hace especular sobre alteraciones en los diferentes niveles de accion de las
hormonas, las cuales podrian estar a nivel de la hipofisis (diferencias en la
sensibilidad de la hipdfisis a la GnRH y la capacidad de respuesta de la hipdfisis
secretando LH), a nivel testicular (ya sea en la sensibilidad de las células de Leydig
a la LH o en la capacidad esteroidogénica de las células de Leydig), o diferencias en
mas de uno de estos mecanismos. Como solamente se evalud la concentracion
sérica de testosterona, es imposible determinar con exactitud si las diferencias entre
grupos al desafio con GnRH se encuentran a nivel hipofisario, testicular, o ambos.
La posibilidad de conocer los cambios en las concentraciones séricas de LH luego
del desafio con GnRH nos permitiria confirmar o descartar si la hipdfisis se
encuentra involucrada, pero no existe disponible en nuestro pais un kit comercial
gue nos permita medir las concentraciones de LH.

Es importante destacar que no se encontré diferencia de grupo en las
concentraciones séricas de testosterona luego del desafio con GnRH a la dosis
mayor. Esto puede estar dado por una alta descarga de LH que provocé un gran
aumento de testosterona en ambos grupos y posiblemente no haya permitido
determinar diferencias entre grupos. Es decir, que ambos grupos de corderos (CA'y
CM) presentaron capacidad potencial de respuesta maxima similar de secrecién de
testosterona frente al desafio con GnRH.

Las diferencias encontradas entre los CA y CM frente al desafio con GnRH
pueden ser parcialmente explicadas por cambios a nivel cerebral durante el
desarrollo de los corderos. Se conoce que la separacién de la cria de su madre
provoca alteraciones hormonales a nivel cerebral. Neumann (2009) encontro
diferencias en la vasopresina, serotonina y oxitocina entre ratas que fueron
separadas de sus madres a las 2 semanas de vida con ratas que permanecieron con
las mismas, demostrando cambios comportamentales en la rata adulta, resultando
en ratas mas agresivas y con una menor actitud maternal. Por otro lado, a nivel
reproductivo no hay estudios hasta el momento que fundamentalmente de manera
directa diferencias entre aquellos que permanecieron con sus madres de aquellos
que no permanecieron. Por otro lado, Nishi et al. (2012) establece que la separacion
maternal genera un estrés que puede afectar a nivel cerebral al eje hipotalamo-
hipofiso-adrenocortical con la consecuente secrecion de corticosterona, la que
tendria un efecto de depresion y alteracion de la actividad de los correspondientes
sistemas fisiologicos en la etapa adulta. En este sentido, es conocido que el estrés
produce una inhibicibn a nivel central que afecta la funcionalidad reproductiva.
Rosen et al. (1988), afirman que los glucocorticoides inhiben la respuesta a la GnRH,
repercutiendo de esta forma la posterior secrecién de LH.
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A su vez, como fue comentado anteriormente, no debe ser descartada una
alteracion a nivel testicular provocada por la forma de la crianza. Si bien no se
encuentran estudios sobre cémo la separacibn madre-cria pueda afectar
directamente a nivel testicular, si se puede adjudicar a que los corderos que fueron
criados en forma diferente, con o sin sus madres, son mas o menos susceptibles al
estrés a lo largo del desarrollo. Como ya se sabe (Ge et al. 1997, Hu et al. 2008) el
estrés (a través de los glucocorticoides) es capaz de inhibir la actividad
esteroidogénica de las células de Leydig, disminuyendo la secrecion de
testosterona. Si bien no se obtuvieron los valores de cortisol séricos, no se debe
descartar una posible accion del estrés producto de la separacion materna que
pueda estar alterando tanto a nivel cerebral como a nivel testicular la funcionalidad
reproductiva.

En este trabajo no se encontraron diferencias significativas en los valores
basales de testosterona, pero la diferencia se observé cuando se lo sometié a una
estimulacién exégena. El hecho de no haber encontrado diferencias significativas en
las concentraciones séricas de testosterona basales entre grupos, nos permite
sugerir que ambos grupos se comportaron en forma similar frente a los mismos
estimulos ambientales naturales y en los momentos finales de la estacion
reproductiva, cuando la actividad reproductiva esta disminuyendo. Sin embargo,
cuando a estos mismos animales se los sometié en forma artificial a un marcado
estimulo con un analogo de GnRH, ambos grupos respondieron diferente. Esta
mayor sensibilidad al desafio con GnRH en los corderos CA podria estar asociado
con una mayor sensibilidad de respuesta ya sea a nivel hipofisario y/o a nivel
testicular, como fue mencionado antes. Esto también podria deberse a diferencias
en la cantidad y el tiempo en las respectivas tomas de sangre. A diferencia de las
muestras de sangre que se obtuvieron para conocer las concentraciones basales de
testosterona, en las cuales se puncioné la yugular una sola vez en las respectivas
semanas, frente al desafio con GnRH los mismos animales fueron sujetados y
puncionados 12 veces durante 7 horas. Por tanto, es posible que parte de las
diferencias encontradas entre grupos en las concentraciones de testosterona
puedan deberse a una diferencia en la respuesta del estrés del manejo. En un
estudio realizado en ratas (Lui et al. 1997) se observé que aquellas ratas que
tuvieron un bajo nivel de lamido ano-genital durante la cria, cuando se los someti6 a
un estresor en la etapa adulta, respondieron con mayor produccién de ACTH
(hormona adenocorticotropa) y cortisol que aquellos que tuvieron un alto nivel de
lamidos ano-genital. Por lo tanto, es posible especular con que animales que fueron
criados con o sin sus madres durante la lactancia, puedan tener una sensibilidad
diferente frente a situaciones estresantes durante la etapa adulta. Si bien el contacto
con los humanos fue minimo en el grupo CA durante la cria, no se puede descartar
el efecto que pueden generar las personas sobre los corderos (ambos grupos) en los
diferentes manejos experimentales.
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CONCLUSION

En conclusion, los corderos que fueron CA presentaron una mayor respuesta
al desafio con una dosis baja GnRH (determinada por porcentaje relativo de
testosterona) que aquellos CM, pero no presentaron diferencias al desafio con una
dosis alta. Al final de la estacion reproductiva no se encontraron diferencias en las
concentraciones basales de testosterona entre ambos grupos.
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