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El siguiente articulo esta enviado a publicacidn, e incluido como Anexo 1 al final del
documento:

Bottino JP, Pérez-Clariget R, Rodriguez MGK, Ratto M, Ungerfeld R. 2020. Multiple
matings shortens ewes’ estrous length and modifies the moment of ovulation, estradiol and LH
secretion. Enviado a publicacion. (Anexo 1).



RESUMEN

La copula reduce la duracion del celo y adelanta la ovulacion en varias especies de
rumiantes, aunque el mecanismo que desencadena esta respuesta no ha sido dilucidado.
En cabras se ha propuesto que el estimulo mecénico del pene contra el fornix vaginal es
el responsable de este efecto; por otra parte, en especies de ovulacion inducida como la
llama, la presencia de una proteina en el plasma seminal del macho (factor de crecimiento
neuroldgico beta; BNGF) desencadena el mecanismo ovulatorio. Este factor también esta
presente en el plasma seminal de especies de ovulacion espontanea como los ovinos, pero
se desconoce su rol en estas especies. Por tanto, la hip6tesis de esta propuesta fue que la
copula reduce la duracion del celo, adelanta la ovulacién y modifica la secrecion
hormonal en el periodo periovulatorio. Ademas, que el tratamiento con BNGF induce la
ovulacién en la oveja. Se realizaron dos experimentos. En el primero se sincronizo el celo
de 20 ovejas Corriedale y el comienzo de la receptividad se monitoreo cada 3 h con
carneros, evitando la copula. Al comienzo del estro, las ovejas fueron asignadas a dos
grupos experimentales: 1) el estro fue monitoreado cada 3 h con carneros evitando la
copula (grupo CON), y 2) el estro fue monitoreado con carneros a los que se les permitid
realizar la copula cada 3 h (grupo COP). En cada control de celo se realizé una ecografia
transrectal hasta detectar la ovulacion, y se tomaron muestras de sangre para determinar
17B-estradiol y LH mediante radioinmunoanélisis. La copula acorté el celo (24,7 £1,5 h
vs. 30,4 £ 1,5 h,p=0,02) y disminuyé la proporcion de animales que ovularon antes del
final del celo (9/10 vs. 3/10, p=0,009). El area bajo la curva (ABC) de LH fue mayor en
el grupo COP que en el CON (36,1 + 3,5 ng"-1.mL™ vs. 24,9 + 3,5 ng"-1.mL* p=0,03),
pero el ABC de 17p-estradiol fue menor en el grupo COP (41,0 + 4,9 pg™-1.mL™ vs. 59,4
+ 4,9 pg"™-1.mL* p=0,01). El segundo experimento se realizd durante la estacién no
reproductiva con 24 ovejas cruza Milchschaf X Finish Landrace a las que se le colocaron
dispositivos intravaginales impregnados con progesterona que se mantuvieron durante 7
dias. Al momento del retiro de los dispositivos las ovejas fueron asignadas a tres grupos
experimentales: 1) no recibié ningln tipo de tratamiento (grupo Control, n = 8); 2)
tratado con una dosis de GnRH (control positivo, grupo GEN, n = 7) y 3) tratado con
una dosis de un purificado de BNGF (grupo BET, n = 9). Desde la aplicacion de los
tratamientos se realizaron ecografias transrectales luego cada 12 h para determinar el
desarrollo folicular y la ovulacion. A los 8 dias de detectada la ovulacién se realizaron
ecografias para determinar la presencia del cuerpo luteo (CL) y se tomaron muestras de
sangre para determinar la concentracion de progesterona. Solamente se detectaron
ovulaciones en el grupo BET (8/9 vs 0/9 y 0/9; p = 0,001) y la cantidad de foliculos
grandes por dia fue mayor en este grupo respecto a los otros dos (1.14 + 0,08 vs 0,47 +
0,08y 0,87 +0,08; p<0,001). En las ovejas que ovularon se detectaron estructuras luteales
pequefias (<5 mm) y pobremente irrigadas; y solamente en una oveja del grupo GEN se
detectd niveles luteales de progesterona. En sintesis, la copula redujo la duracion del celo,
indujo una mayor secrecion de LH, pero una menor secrecion total de 17p-estradiol y,
ademas, la ovulacién ocurri6 mayormente luego del final del celo. El tratamiento con
BNGF indujo la ovulacion y aument6 la cantidad de foliculos grandes, aunque no se
formaron cuerpos luteos de duracién normal.



ABSTRACT

Mating reduces the estrous length and advances ovulation in several species of ruminants,
although the mechanism that triggers this response has not been elucidated. In goats it has
been proposed that the mechanical stimulation of the penis against the vaginal fornix is
responsible for this effect; on the other hand, in species with induced ovulation as the
Ilama, the presence of a protein in the seminal plasma of the male (neural growth factor
beta; BNGF) triggers the ovulation. This protein is also synthetized into the seminal
plasma of spontaneously ovulating species such as sheep, but its role in these species is
still unknown. Therefore, the hypothesis of this thesis was that mating reduces the estrous
length, advances ovulation and modifies the hormonal secretion in the periovulatory
period. Furthermore, that the treatment with BNGF induces ovulation in anestrous sheep.
Two experiments were performed. In the first, the estrus cycle of 20 Corriedale ewes was
synchronized and the receptiveness began, monitoring it every 3 h with rams, avoiding
copulation. When ewes came into estrus were assigned to two experimental groups: 1)
estrous was monitored every 3 h with rams avoiding copulation (CON group), and 2)
estrous was monitored with rams that were allowed to perform copulation every 3 h (COP
group). In all these moments, and until ovulation was detected, ovaries were scanned with
transrectal ultrasound was performed, and blood samples were collected to measure 17p-
estradiol and LH concentrations. Mating shortened estrous length (24.7 £ 1.5 h vs. 30.4
+ 1.5 h, p=0.02) and decreased the proportion of animals that ovulated before the end of
estrous (9/10 vs. 3/10, p = 0.009). The area under the curve (AUC) of LH was greater in
COP than in CON ewes (36.1 £ 3.5 ng.h-1.mL-1 vs. 24.9 £ 3.5 ng.h- 1.mL-1 p = 0.03),
but the AUC of 17p-estradiol was lower in COP ewes (41.0 + 4.9 pg.h-1.mL-1 vs. 59.4 +
4, 9 pg.h-1.mL-1 p = 0.01). The second experiment was performed during the non-
reproductive season with 24 Milchschaf and Finish Landrace crossbreed ewes.
Intravaginal devices impregnated with progesterone were inserted to all ewes and
maintained for 7 days. At the time of device removal, the sheep were assigned to three
experimental groups: 1) no treatment (Control group, n =8); 2) treated with GnRH
(positive control, GEN group, n = 7) and 3) treated with a purified BNGF (BET group, n
= 9). The ovaries were scanned with transrectal ultrasound from this moment until
ovulation or a maximum of 84 h. Eight days later, ultrasound scans were performed to
determine the presence of the corpus luteum (CL) and blood samples were collected to
measure progesterone concentration. Ovulations were only detected in BET ewes (8/9
vs 0/9 and 0/9; p = 0.001), and the number of large follicles per day was higher in this
group compared to the other two (1.14 + 0.08 vs 0.47 + 0.08 and 0.87 + 0.08; p <0.001).
Small (<5 mm) and poorly perfused luteal structures were detected in those ewes that
ovulated, and only one GEN ewe had luteal progesterone levels. In summary, mating
reduced estrous length, induced a greater secretion of LH, but a lower total secretion of
17B- estradiol and, furthermore, ovulation occurred mostly after the end of estrous.
Treatment with BNGF induced ovulation and increased the number of large follicles,
although corpora lutea of normal duration did not form.



1. INTRODUCCION GENERAL

El ciclo estral en la oveja tiene una duracion de 16 a 17 dias, con pequefias variaciones
de acuerdo con laraza y la edad. Cada ciclo estral puede ser dividido en una etapa folicular
(2-3 dias) y una etapa luteal (13-14 dias); en la etapa folicular normalmente esta presente
uno o varios foliculos dominantes que secretan estrégenos, mientras que la etapa luteal
estd marcada por la presencia de un cuerpo liteo (CL) que secreta progesterona. El final
de la etapa folicular y comienzo de la luteal estd marcado por una serie de eventos
sucesivos que comprenden el pico de LH, la ovulacién y la formacién del CL. Durante el
ciclo, cada evento ocurrido desencadena el evento siguiente, por lo que para su
descripcion se puede considerar arbitrariamente cualquier punto del ciclo como el
comienzo. En la practica se considera como dia O del ciclo el momento en el que la oveja
manifiesta el comportamiento sexual (estro) porque se puede detectar facilmente.

2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1.  Elcomportamiento estral

El comportamiento de celo tiene tres componentes: atractividad, proceptividad y
receptividad. La atractividad es un comportamiento pasivo, marcado por las
caracteristicas de la hembra que la hacen mas o menos atractiva al macho; la
proceptividad se caracteriza por una mayor movilidad y busqueda activa de la hembra
hacia el macho; y la receptividad implica la “inmovilidad activa” de la hembra cerca del
macho permitiendo que el carnero realice la monta (Alexander et al., 1980). Esta Gltima
es, en la oveja, probablemente la Gnica etapa en que es evidente que la oveja esta en celo.
Para que se desencadene el comportamiento estral en la oveja es necesaria la accion de la
progesterona, seguida de una disminucion de la concentracion de la misma y un aumento
la de los estrogenos (Fabre-Nys & Gelez, 2007), hormonas que actlan sobre centros
comportamentales situados en el hipotalamo.

Los estrdgenos y la progesterona son hormonas esteroideas producidas a partir del
colesterol. Los primeros son producidos fundamentalmente por los foliculos en desarrollo
mediante un proceso de aromatizacion de los andrégenos en las células de la capa de la
granulosa (Goodman & Inskeep, 2006). Por otro lado, la progesterona es sintetizada en
las células de la teca y de la granulosa del foliculo, pero no es secretada en grandes
cantidades ya que es utilizada como sustrato para la produccién de los andrégenos que
luego seran aromatizados a estrogenos. Luego del pico preovulatorio de LH existe un
aumento importante en la secrecion de progesterona debido a que estas células sufren
cambios funcionales inducidos por la LH, proceso que se denomina luteinizacion y genera
el CL (Hauger et al., 1977; Goodman & Inskeep, 2006). La relacién temporal en la
secrecion entre estas hormonas es imprescindible para la manifestacion del estro. Se ha
observado que el tratamiento previo con progesterona, durante 3 dias, aumenta la cantidad
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de hembras en estro solo luego de la inyeccién de estrogenos. Ademas, reduce el tiempo
necesario para la manifestacion del comportamiento estral e incrementa su duracion e
intensidad (Fabre-Nys & Martin, 1991). Sin embargo, la administracion simultanea de
progesterona y estradiol no desencadena el comportamiento estral (Fabre-Nys & Gelez,
2007). Estos resultados indican que es necesario un periodo prolongado de
concentraciones altas de progesterona, seguido de una disminucion brusca de las mismas,
y un aumento de la concentracion sanguinea de estradiol. Lo anteriormente dicho es lo
que ocurre durante el ciclo estral normal de la oveja, en el que la lutedlisis y la caida de
progesterona precede el aumento maximo de estradiol inducido por el foliculo en
desarrollo que va a ovular.

Algunos autores han propuesto que el ntcleo ventromedial del hipotdlamo (NVM) es el
sitio de accion donde los estrogenos desencadenan el comportamiento estral (Blache et
al., 1991; Goodman et al., 2006). En este sentido se ha observado que la progesterona
induce un aumento en la cantidad de receptores de estrogenos en esta region, lo que
explicaria la necesidad de un tratamiento previo con la misma para facilitar la accion de
los estrogenos (Blache et al., 1994). La informacidn actual apunta a que el control del
comportamiento estral por parte del estradiol estaria mediado por la interaccion de tres
neurotransmisores: la dopamina, la GnRH y la oxitocina (Fabre-Nys & Gelez, 2007). La
GnRH extiende la duracion del comportamiento estral desencadenado por los estrogenos
(Caraty et al., 2002), mientras que la oxitocina podria ejercer un efecto inhibitorio sobre
este, ya que la administracion local de la misma directamente en esta region del
hipotalamo suprime la receptividad en la oveja (Fabre-Nys & Gelez, 2007).

El comportamiento estral comienza entre 6 y 16 h antes del pico preovulatorio de LH
(Fabre-Nys et al., 2007). Este evento enddcrino determina la ovulacion y la luteinizacion
de las células secretoras de estrogenos del foliculo dominante, con lo que finaliza la
secrecion de estradiol al bloquearse la expresion de la aromatasa, enzima que transforma
los androgenos en estrogenos (Goodman & Inskeep, 2006). Ademas, la progesterona que
comienza a secretar el cuerpo luteo recién formado inhibe la secrecién pulsatil de GnRH
(Goodman et al., 2002). Teniendo en cuenta que los estrogenos son responsables de
desencadenar el comportamiento estral y la GnRH de mantenerlo en el tiempo, la
dinamica con la que ocurran los eventos ocurridos al final de la fase folicular y al
comienzo de la fase luteal determinan el fin de dicho comportamiento.

2.2.  Elpico preovulatorio de LH

El pico de LH es una descarga masiva de esta hormona desde la hipofisis, que dura
aproximadamente 12 h. En ese momento la secrecion de LH se caracteriza por un aumento
rapido de su concentracion (4 — 8 h) hasta un nivel que es entre 20 y 80 veces superior al
basal (Thiery & Martin, 1991), sequido de una rapida disminucién. Este evento es clave
durante el ciclo estral ya que, como se menciond anteriormente, es la sefial endocrina que
desencadena la ovulacion. Por lo tanto, debe ser cuidadosamente regulado por sefiales

11



endocrinas que determinan que este ocurra en sincronia con el comienzo del estro e
induzca la ovulacién de un foliculo maduro. En las especies de ovulacion espontéanea, los
esteroides ovaricos son las hormonas que proveen las sefiales para que el pico
preovulatorio de LH ocurra en el tiempo correcto.

2.2.1. Rol de los estrégenos

La descarga masiva de LH producida durante el pico es desencadenada por las altas
concentraciones circulantes de estradiol en la fase folicular tardia (Goodman & Inskeep,
2015). Como se menciono anteriormente, este esteroide es secretado por las células de la
granulosa (Goodman & Inskeep, 2006) y el aumento en la concentracion de esta hormona
que pasa a ser 5 a 10 veces mayor que en la etapa luteal (Hauger et al., 1977; Baird &
Scaramuzzi, 1976), es resultado de la secrecion por parte del/los foliculo/s destinado/s a
ovular (Baird et al., 1976; Hauger et al., 1977; Souza et al., 1998). La estimulacion de la
secrecion de LH por parte de los estrogenos ocurre a dos niveles: hipofisario (Reeves et
al., 1971; Aiyer, 1974) e hipotalamico (Caraty, 1989; Moenter, 1990). A nivel hipofisario,
la accion de estos en las células gonadotropas facilita la accion estimuladora de la GnRH,
incrementa la sintesis de LH y estimula el movimiento de los granulos secretorios hacia
la membrana celular (Goodman & Inskeep, 2006; Clarke, 2002).

En el hipotadlamo el aumento de la concentracion de estrogenos circulantes induce el pico
preovulatorio de LH mediante un cambio en el patron de la secrecion de GnRH, que pasa
de ser episddica a continua (Moenter et al., 1992; Evans et al., 1995a; Evans et al., 1995b).
Un estudio en el que se utilizaron microimplantes de estradiol demostro que estos actuian
en el ndcleo ventromedial (VMN) y el arcuato (ARC) para inducir el pico de GnRH
(Caraty et al., 1998). El aumento agudo en la secrecion de GnRH es el responsable de
desencadenar el pico de LH (Caraty et al., 2002).

2.2.2. Rol de la progesterona

De manera similar a lo que ocurre con el comportamiento sexual, el pico de LH esta
regulado por una accion conjunta entre los estrogenos y la progesterona (Fabre-Nys,
1991; Caraty & Skinner, 1999). Algunos autores sugieren que el rol de esta hormona seria
sincronizar la respuesta endocrina y comportamental, a la accion de los estrégenos
(Karsch et al., 1980; Caraty & Skinner, 1999). La progesterona inhibe la secrecion de LH
en la oveja (Scaramuzzi et al., 1971), lo que podria estar mediado por una inhibicion de
la capacidad del estradiol de inducir el pico de GhRH y LH (Karsch et al., 1980; Evans
et al., 2002a). En este sentido se ha observado que la progesterona disminuye la expresion
de receptores para los estrogenos en las regiones hipotaldmicas vinculadas a la secrecién
de GnRH (Blaustein & Brown, 1984; Bethea et al., 1996), indicando que este seria el
mecanismo por el cual la progesterona inhibe la descarga de GnRH-LH. Un tiempo de
exposicion breve o una baja concentracion de progesterona durante la fase luteal podria
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resultar en la aparicién de un pico de LH prematuro, lo cual induciria la ovulacion de un
foliculo inmaduro (Skinner et al., 2000). Consecuentemente, el CL desarrollado podria
no ser totalmente funcional. En este sentido, se ha visto que la ocurrencia prematura del
pico de LH y, por tanto, de la ovulacion reduce la secrecion de progesterona en la etapa
luteal siguiente, comprometiendo asi la viabilidad de la gestacion (McLeod et al., 1982;
Murdoch & van Kirk, 1998). Ademas, la magnitud de la secrecion de GnRH y por ende
de LH inducida por los estrogenos, se ve afectada por la ausencia de un impacto previo
de la progesterona (Caraty & Skinner, 1999). Aparentemente, este efecto estaria mediado
por neuronas no secretoras de GnRH ubicadas en el area predptica media (APM) (Richter
et al., 2001). Estas neuronas proporcionarian un estimulo adicional a la liberacion de
GnRH inducida por el estradiol (Goodman & Inskeep, 2006).

2.3. Desarrollo folicular

Eldesarrollo de los foliculos en la oveja ocurre en ondas. Estas ondas pueden ser definidas
si se considera el crecimiento de los foliculos a partir de los 3 hasta los 5 mm de didmetro
(Evans, 2003), antes de su regresion u ovulacion (Toosi et al., 2010). La dominancia
folicular en la oveja se ha cuestionado por mucho tiempo, ya que el foliculo destinado a
ovular no genera una dominancia directa sobre los demas foliculos y la supresion de
nuevas ondas foliculares (Toosi et al., 2010), como ocurre en la vaca (Armstrong &
Webb, 1997). En ovejas con ovulaciones dobles se ha observado que este evento es
resultado de la reduccion del proceso de atresia sobre los foliculos grandes y chicos
(Landau et al., 1996), lo que permite especular que la “dominancia” del foliculo estd mas
relacionada a la ausencia de dicho proceso. Sin embargo, se ha demostrado que los
foliculos de una onda comienzan a crecer solamente cuando el foliculo mayor de la onda
anterior detiene su crecimiento (Evans et al., 2000). Ademas, se ha observado que la
ablacion del foliculo mayor permite el mantenimiento y crecimiento del segundo foliculo
mayor, el incremento en los niveles de FSH y el crecimiento de foliculos pequefios (Evans
et al., 2002b). Estas evidencias apoyan la teoria de que existe dominancia folicular en la
oveja y que esta es responsable del desarrollo folicular en ondas. El crecimiento de
foliculos hasta los 2 mm de didmetro ocurre durante todo el ciclo estral ya que estos son
independientes de la accién de las gonadotrofinas (Goodman & Inskeep, 2006). A medida
que los foliculos crecen tanto las células de la teca como las de la granulosa adquieren
receptores para LH, ademas de que aumentan considerablemente los niveles de aromatasa
en las células de la granulosa. Estos foliculos pasan a ser dependientes de las
gonadotrofinas y si la concentracion circulante de estas disminuye u ocurre el pico de LH,
estos foliculos son pasibles de sufrir atresia u ovular, respectivamente.
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2.4. Laovulacién

La ovulacion es un proceso mediante el cual el ovocito maduro es liberado por la ruptura
del foliculo ovulatorio. En las especies de ovulacion espontanea como la oveja, el
momento de la ovulacion estd cuidadosamente regulado por una retroalimentacion
positiva entre la GnRH hipotalamica, la LH hipofisaria y los estrdgenos secretados en el
ovario. Esta interaccién enddcrina sincroniza muy bien la owvulacién con el
comportamiento estral. En la oveja la ovulacion ocurre entre 22 y 26 h luego del pico del
LH (Cumming et al., 1973), y entre 24 y 36 h luego del comienzo del estro (Robertson,
1969).

El proceso ovulatorio comparte muchas caracteristicas con el proceso inflamatorio
(Espey, 1980). El pico de LH bloguea la conversion de progesterona a estrogenos
mediante el aumento del AMPc en las células de la granulosa (Goodman & Inskeep,
2006), lo que resulta en un aumento de la primera en el tejido folicular (Lipner & Greep,
1971; Brannstrom & Janson, 1989). Estos autores han propuesto que el aumento de
progesterona ocurrido luego del pico de LH es esencial para que se desencadene el
proceso ovulatorio. La progesterona actla a nivel folicular aumentando la secrecion de
prostagladinas (PGE2 y PGF2a), lo que contribuye a producir hiperemia, aumentar la
actividad proteolitica y estimular la contraccion de células similares a las del musculo liso
de la pared folicular. Ademas, el pico de LH induce la activacion de una serie de factores
y enzimas que resulta en un aumento de la colagenolisis favoreciendo el debilitamiento y
la ruptura de la pared folicular (Goodman & Inskeep, 2006). Por lo tanto, la ovulacion es
un proceso que no ocurre por un estallido del foliculo, sino que es gracias a la ruptura de
la pared folicular (Rondell, 1970).

2.4.1. Laovulacién inducida

El aumento de GnRH — LH preovulatorio puede darse de forma espontanea, o puede ser
inducido por la copula, segin la especie que se trate. En las especies de ovulacion
espontanea los esteroides secretados por el foliculo maduro son los responsables de
desencadenar el pico de GnRH y consecuentemente de LH. Por otra parte, en las especies
de ovulacion inducida los estrogenos de por si solos no son suficientes para desencadenar
el pico de GnRH — LH, sino que este se desencadena por estimulos asociados a la cépula
(Bakker & Baum, 2000). Estos estimulos pueden ser fisicos o quimicos: en la mayoria de
las especies de ovulacion inducida la intromision peneana en el tracto femenino es la
responsable de desencadenar el pico de LH (Bakker & Baum, 2000). En estas especies la
cépula podria inducir sefiales neuroendocrinas que resultan en la descarga de GnRH.
Existe escasa informacion sobre este efecto, pero en conejos (Spies et al., 1997; Kauffman
& Raissman, 2005) y hurones (Lambert et al., 1990; Wersinger & Baum, 1997)
neurotransmisores como el neuropéptido Y, la norepinefrina y los opioides end6genos
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estan implicados como mediadores entre el estimulo vagino - cervical y el pico
preovulatorio de GnRH.

En los camélidos (camellos bactrianos, llamas, alpacas) existe una proteina presente en el
plasma seminal de los machos que es la responsable de inducir el pico de LH y la
ovulacion luego de la copula (Ratto et al., 2010). Esta proteina fue purificada a partir del
plasma seminal de llamas macho y se comprobd que su inyeccion intramuscular
desencadena el pico de LH y la ovulacion, seguida de la formacién de un CL en las llamas
(Ratto et al., 2011). Posteriormente, en llamas y alpacas se determind que esta proteina
es el factor de crecimiento neurologico beta (BNGF, por sus siglas en inglés) (Kershaw-
Young et al., 2012; Ratto et al., 2012). En estas especies la eyaculacion es intrauterina y
la cépula tiene una duracion de 30 a 50 min (Bravo et al., 1990). La observacion de que
la copula resulta en una abrasion e inflamacion del endometrio uterino ocasionados por
el pene permitié concluir que este hecho permite la absorcion de PNGF desde el ttero
hacia la circulacion (Ratto et al., 2005). En camélidos, el tratamiento con plasma seminal
desencadena un pico de LH similar al observado luego de la cépula (Bravo et al., 1990;
Bravo et al. 1991), aungue la duracion del pico pareceria ser mas prolongada (Adams et
al., 2005). No esta claro como esta proteina ejerce su accion desencadenante del pico de
LH, aunque Silva et al. (2011) sugieren que este efecto se da por una accion directa o
indirecta sobre las células secretoras de GnRH. Sin embargo, en otros estudios se
demostro que podria existir un efecto directo de BNGF sobre la hipofisis. Por ejemplo, el
tratamiento con BNGF aplicado a cultivos de células pituitarias de llamas y bovinos
induce la secrecion de LH (Bogle et al., 2012). El BNGF ejerce su accion mediante la
union a receptores especificos y no especificos denominados trkA y p75, respectivamente
(Adams et al., 2016). Se ha demostrado la presencia de receptores trkA en el hipotalamo
de llamas (Carrasco et al., 2016) y en la hipéfisis anterior de ratas (Patterson & Childs,
1994), lo que refuerza la idea de una doble accién en estas estructuras.

A partir de los resultados de algunos trabajos sobre BNGF se ha sugerido que esta proteina
tiene un efecto luteotrofico. En llamas, el tratamiento con este factor resulta en la
formacién de CL mas grandes, que duran mas tiempo activos y secretan mayores
cantidades de progesterona (Adams et al., 2005). Se ha sugerido que este efecto podria
estar relacionado a la secrecidn prolongada de LH que ocurre durante el pico en animales
tratados con esta proteina (Ratto et al., 2011; Silva et al., 2011; Tanco et al., 2011;
Fernandez et al., 2014; Silva et al., 2014; Ulloa-Leal et al., 2014). Asimismo, algunos de
estos autores proponen que el BNGF podria tener un efecto estimulador de la angiogénesis
durante la formacién del CL (Ulloa-Leal et al., 2014). En este estudio se demostré que
las llamas tratadas con BPNGF presentan un CL con mayor flujo sanguineo y, ademas,
mayor concentracion plasmatica de progesterona, que las tratadas con GnRH. Este efecto
se ha demostrado también en especies de ovulacidén espontdnea como los bovinos (Tanco
et al., 2012; Tribulo et al., 2015), aunque, en este caso, pareceria que el efecto luteotréfico
es ejercido directamente a nivel ovarico. En esta especie se sugiere que hay una
interaccion entre BNGF y su receptor trkA en las células de la granulosa y teca del foliculo
dominante y en el CL desarrollado (Carrasco et al., 2016).
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También se ha detectado la presencia de PNGF en el plasma seminal en especies de
ovulacion espontanea como los equinos, porcinos, bovinos, caprinos y ovinos (Harper et
al., 1982; Druart et al., 2013), aunque no esta claro que rol cumple esta proteina en estas
especies. En vacas el tratamiento con PNGF purificada no indujo la ovulacion (Tanco et
al., 2012), pero afect6 la dinamica de las ondas foliculares a través de la supresion del
foliculo dominante. Ademas, en esta especie el tratamiento con plasma seminal bovino
result6 en una sincronizacion de la ovulacion y tuvo un efecto luteotrofico (Tribulo et al.,
2015).

2.5.  Efecto de la copula sobre la dinamica del estro en rumiantes

En varias especies de rumiantes se ha observado que la copula disminuye la duracion del
celo y adelanta la ovulacion respecto al comienzo del estro. Por ejemplo, la copula de
machos vasectomizados acorta el estro en las cabras (Romano et. al. 1994; Romano et al.,
1997; Romano et al., 2016), lo que aparentemente seria independiente de la cantidad de
montas realizadas (Romano et al. 1994). Ademas, la copula con machos vasectomizados
también adelanta la ovulacion en esta especie (Romano et al., 2016). En vacas también se
ha visto que el estimulo cervical ocasionado por la penetracion adelanta la descarga
preovulatoria de LH (Randel et al.,, 1973). La monta también adelanta el pico
preovulatorio de LH y, por lo tanto, la ovulacion, en vacas (Marion et al.,1950), aunque
otros autores no pudieron confirmar este hallazgo (Zalesky et al. 1985). En ovinos, si bien
la informacidn es escasa, se ha observado que el contacto con machos que puedan montar
a las ovejas reduce la duracion del celo (Fletcher et al., 1971) y adelanta el pico de LH y
la ovulacién, aunque sin modificar el tiempo entre estos dos ultimos (Lindsay et al.,
1975). Sin embargo, en estos trabajos no se registré la copula, limitando la interpretacion
de la informacion.

El mecanismo mediante el que la copula reduce la duracién del celo y adelanta la
ovulacion en estas especies no ha sido claramente dilucidado. Se ha establecido un
paralelismo entre estos efectos y los que ocurre en especies de ovulacion inducida, por lo
que se propuso que el principal determinante seria el estimulo mecanico del pene contra
el fornix vaginal (Romano, 1994, Romano & Benech, 1995). Por otra parte, debido a que
en especies de ovulacion espontanea se ha reportado la presencia de BNGF en el plasma
seminal y de receptores para esta proteina en el eje hipotalamo-hipofiso-ovarico, la
presencia de este factor podria ser el estimulo desencadenante de los efectos de la cdpula.

En ovinos se ha prestado poca atencion al efecto de la copula, aunque se observé que la
misma estimula la liberacion de oxitocina a nivel hipotalamico y que esta hormona inhibe
la receptividad sexual en la oveja (Fabre-Nys & Gelez, 2007). Este efecto inhibitorio de
la oxitocina, inducido por la cdpula podria explicar la reduccion de la duracion del celo
en ovejas expuestas de forma continua a los machos.
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2.6.  Inseminacion artificial y ovulacién

La inseminacién artificial (I1A) es una biotecnologia ampliamente usada en diferentes
sistemas productivos para introducir nuevas razas o logar el mejoramiento genético del
rebafio de forma répida. El éxito en la utilizacion de esta herramienta depende, entre otras
cosas, del momento en el cual se realiza, ya que el momento de inseminacién debe
ajustarse en relacion al momento en el que ocurre la ovulacion. La mayor probabilidad de
fertilizar se logra cuando la IA se realiza entre 12 y 18 luego del comienzo del celo (Ax
et al., 2000), por lo que la deteccion de celos en forma eficiente es determinante del
resultado obtenido. En nuestros sistemas productivos el celo de las ovejas es detectado
mediante el uso de machos vasectomizados (retarjos) o castrados (capones)
androgenizados (tratados con testosterona) (Fulkerson et al., 1981), y ocasionalmente con
ovejas androgenizadas (Clarke, 1979). En cada caso se ejercen estimulos diferentes:
cuando el celo se detecta con retarjos hay un estimulo fisico del pene y a su vez, la
eyaculacion de plasma seminal (aunque de acuerdo a nuestro conocimiento, su
composicion no ha sido estudiada); cuando se detecta con capones, Unicamente hay un
estimulo fisico, y cuando se usan ovejas androgenizadas no existe ningun estimulo
vinculado a la copula. Por lo tanto, es importante llevar a cabo estudios que permitan
entender si la copula tiene un efecto sobre la duracion del celo, el pico de LH y el
momento de la ovulacion en ovinos y en que magnitud lo hace. Ademas, de ser asi, se
deberia determinar si estas modificaciones podrian afectar el resultado de la A cuando
se detecta el celo con retarjos, capones u ovejas androgenizadas.

17



3. HIPOTESIS

En base a lo anteriormente mencionado se plantea la siguiente hipdtesis general:

La copula realizada frecuentemente afecta la duracion del celo y modifica la secrecion
hormonal en el periodo periovulatorio con consecuencias sobre la ovulacion. Ademas,
el tratamiento con BNGF induce la ovulacion y mejora el proceso de luteogénesis en la
oveja.

Por lo tanto, se plantean las siguientes hipotesis especificas:

e la copula (con penetracion y eyaculacion) realizada frecuentemente reduce la
duracion del celo, adelanta la ovulacién y modifica el patron de secrecion de 17p-
estradiol y LH en la oveja;

e la administracion intravenosa de BNGF a ovejas durante la estacion no
reproductiva, induce la ovulacion.

4. OBJETIVOS

Los objetivos generales de la tesis fueron:

Determinar el efecto de la copula sobre la duracion del celo, la secrecion hormonal en el
periodo periovulatorio y la ovulacién, y si el BNGF induce la ovulacion en la oveja.

Los objetivos especificos de los trabajos realizados fueron los siguientes:

e determinar si la copula modifica la duracion del celo, el momento de la ovulacion
y la secrecion de LH y estrogenos en ovejas;

e determinar si la administracion de induce el desarrollo folicular y la ovulacion en
ovejas en anestro.
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5. EXPERIMENTO 1
5.1 Materiales y métodos
5.1.1 Animales y su manejo

El primer experimento se llevd a cabo en la Estacion Experimental “Bernardo
Rossengurt” de la Facultad de Agronomia, Universidad de la Republica (Cerro Largo,
Uruguay) durante el mes de marzo, en la estacion reproductiva de los ovinos. El protocolo
experimental fue aprobado por la Comision de Etica en el Uso de Animales (CEUA) de
la Facultad de Agronomia (n° 020300-002982-19). Se utilizaron 30 ovejas multiparas de
la raza Corriedale (4 — 6 afios, 51.9 £ 2,2 kg, media + EEM) a las que se realiz6 un examen
clinico y ginecoldgico y una ecografia transrectal mediante el uso de un transductor lineal
de 7,5 MHz acoplado a un monitor 1UStar (United Imaging, 1UStar 160 Vet model,
Beijing, China), 21 dias antes del comienzo del experimento para confirmar su salud y
aptitud reproductiva. Durante el periodo de estudio las ovejas fueron mantenidas a campo
natural y suplementadas con afrechillo de arroz (300 g.animal™.dia). Se utilizaron,
ademas, cuatro carneros de la raza Corriedale (4 — 6 afios, 49,8 * 3,3 kg, media + EEM)
con experiencia sexual previa, a los que se les realizé un examen androlégico un mes
antes del comienzo del estudio.

Para reducir la cantidad de animales que fueron examinados simultaneamente, el estudio
incluyo dos repeticiones, con un intervalo de 5 dias entre cada una, utilizando 15 ovejas
en cada repeticion. El ciclo estral de las ovejas fue sincronizado utilizando dos dosis de
un analogo de la PGF2-alfa (clorprostenol sodico; 2,53 pg/kg; Ciclase DL, Zoetis, Buenos
Aires, Argentina), separadas por un intervalo de 14 dias. EI comienzo del celo fue
controlado en corrales pequefios cada 3 h, desde las 24 h luego de administrada la segunda
dosis en los que se introdujo un carnero al que se le colocé un bozal. Al mismo se le
permitid montar a las ovejas teniendo especial cuidado de evitar la penetracion, retirando
al carnero una vez que se confirmaba la receptividad (cuando la hembra permanecio
inmovil aceptando la monta del macho).

En cada control en el que hubo un namero par de ovejas en celo, cada una de ellas fue
asignada al azar a uno de dos grupos experimentales hasta totalizar 10 ovejas por
tratamiento. En un grupo, el celo fue controlado mediante el mismo sistema cada 3 h,
determinando la receptividad de las ovejas, pero impidiendo la cépula (grupo CON, n=10,
5 en cada repeticidn). Para ello se control6 el celo de la misma forma mencionada
anteriormente. Las ovejas del otro grupo recibieron una copula en cada momento de
control, es decir, cada 3 h, verificando la ocurrencia de la eyaculacién mediante la
observacion del golpe de rifion (grupo COP, n=10, 5 en cada repeticién). El control de
celo continué hasta que cada oveja no aceptdé mas la monta del macho. Los carneros
fueron utilizados rotativamente en cada control en ambos grupos.
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5.1.2. Examen ovarico mediante ecografia

Luego de confirmar la receptividad y antes de asignar cada oveja a un grupo experimental,
los ovarios fueron examinados mediante ecografia transrectal utilizando un transductor
lineal de 7,5 MHz acoplado a un monitor (United Imaging, IUStar 160 Vet model,
Beijing, China), para determinar el tamafio del/de los foliculo/s preovulatorio/s cada 3 h.
Para esto el animal se mantuvo de pie, introduciéndole la sonda previamente lubricada
con un gel en base a carboximetilcelulosa en el recto. Luego de localizar el utero, se
buscaron y localizaron los ovarios y se determiné el didmetro de todos los foliculos
mayores a 3 mm. Se midieron dos didmetros de cada foliculo y se calcul6 el promedio
entre ambos. Esos foliculos se midieron nuevamente en cada control para determinar su
regresion u ovulacién. Solamente fueron considerados como preovulatorios aquellos
foliculos cuyo diametro super6 los 5 mm y se considerd una ovulacion cuando un foliculo
mayor a 5 mm desparecio. Las ecografias se llevaron a cabo cada 3 h desde que se detectd
el celo hasta 3 h después de la ovulacion.

5.1.3. Colecta de muestras de sangre y medicion de las concentraciones de LH y 17-
estradiol

Luego de realizada la ecografia, se tomaron muestras de sangre mediante puncion de la
vena yugular para determinar la concentracion sérica de 17p-estradiol y LH. Las muestras
fueron colocadas en tubos secos sin anticoagulantes, centrifugadas a 3000 rpm por 15 min
y el suero fue separado y congelado a — 20 °C hasta realizar las mediciones hormonales.
Las concentraciones séricas de LH fueron medidas utilizando un radioinmunoensayo de
doble anticuerpo con LH ovina radioiodinada (LER 1374-A), anticuerpos ovinos CSU-
204 y LH ovina estandar oLH-S25 (proporcionada por NIADDK, USA) en duplicados de
200 pL, de acuerdo con el procedimiento descrito por Recabarren et al. (1996). El
coeficiente de variacion intraensayo fue de 3,6 % y el valor minimo detectable del ensayo
fue de 0,10 ng/mL. La concentracion sérica de 17p-estradiol fue determinada mediante el
uso del kit comercial DIAsource E2-RIA-CT (DIAsourcelnmunoAssays S.A., Louvain-
la-Nauve, Bélgica). El coeficiente de variacion intraensayo fue de 5,5 % y el valor minimo
detectable del ensayo fue de 0,01 pg/mL.

5.1.4. Definiciones y andlisis estadistico

El comienzo del celo fue considerado como el tiempo medio entre el ultimo control en el
que la oveja no aceptd la monta y el primero en el que se constaté la receptividad. El final
del celo se definié como el tiempo medio entre el Ultimo control en el que la oveja aceptd
la monta y el siguiente en el que ya no fue receptiva al macho. La duracién del celo se
considerd como el tiempo transcurrido entre el comienzo y el final del celo. EI momento
de la ovulacion se considerd como el tiempo medio entre el Gltimo control en el que se
observé el foliculo preovulatorio y el siguiente en el que ya no se lo observé. El comienzo
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del pico de LH se consider6 como el momento en el que el primer valor fue mayor a 3
ng/mL, seguido de aumentos en la concentracion hasta alcanzar un valor maximo, el cual
se considerd como el momento del pico.

Dado que la duracion de estas variables difirié entre animales, para la comparacion de la
secrecion de estas hormonas se calcularon las areas bajo la curva (ABC). Las ABC de LH
y 17p-estradiol fueron calculadas utilizando el programa GraphPadPrism Demo
(GraphPad Software Inc., San Diego, EEUU). La duracion del pico de LH se definid
como el intervalo de tiempo entre el comienzo del pico de LH y el momento en el que los
valores retornaron a las concentraciones basales (valores similares a los registrados antes
del comienzo del pico).

La duracion del celo y del pico de LH, los intervalos comienzo del celo — ovulacion, fin
del celo — ovulacién, comienzo del celo — comienzo del pico de LH, comienzo del pico
de LH —fin del celo, comienzo del pico de LH —ovulacion, el ABC de LH y 17B-estradiol
y la relacion AUC LH/17B-estradiol se compararon utilizando un modelo mixto (SAS
University Edition). El modelo incluyo el tratamiento como efecto fijo y las repeticiones
como efecto aleatorio. La cantidad de ovejas que ovularon antes o despues del final del
celo fue comparada mediante una prueba de probabilidad exacta de Fisher. Las
diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas cuando p<0,05, y
tendencias cuando 0,05<p<0,1.

5.2. Resultados

El celo fue mas corto en las ovejas, lo que determin6 que la ovulacidn se retrasara en
relacion al final del celo en las ovejas del grupo COP (p=0,02 y p=0,03, respectivamente)
(Tabla 1). La proporcion de animales que ovularon antes del final del celo fue mayor en
el grupo CON que en el COP (9/10 vs. 3/10, respectivamente; p=0,009).

El ABC de LH fue mayor en las ovejas del grupo COP que en las del CON (p=0,03); pero
el ABC de 17B-estradiol fue mayor en las ovejas del CON que en las del COP (p=0,01)
(Tabla 2). La relacion LH/17B-estradiol fue mayor en las ovejas del COP que en las del
CON (p=0,04).

Tabla 1. Media de minimos cuadrados, EEM pooleado, valor de P y de F de diferentes
variables reproductivas e intervalos registrados durante el periodo de deteccion de celo
en ovejas control (CON) y copuladas (COP). En las ovejas del grupo CON el celo fue
monitoreado cada 3 h, con un macho al que se le permitié6 montar, pero evitando la
penentracion mientras que en el grupo COP fue monitoreado con un carnero al que se le
permitio realizar la penetracion con eyaculacion.

CON COP EEM P F
Duracion del celo (h) 304 247 15 0,02 6,53
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Duracion del pico de LH (h) 89 90 14 ns 0,00
Intervalos

Comienzo del celo - ovulaciéon (h) 258 26,8 16 ns 0,28
Fin del celo - ovulacion (h) -46 21 20 0,03 528
Comienzo delcelo - picodeLH(h) 15 35 23 ns 1,86
Pico de LH - fin del celo (h) 228 166 23 ns 371
Pico de LH - ovulacion (h) 194 187 21 ns 0,06

Tabla 2. Media de minimos cuadrados, EEM pooleado, valor de P y de F del area bajo la
curva (ABC) de LH y 17B-estradiol (E2) y la relacion LH/E: en los grupos control (CON)
y copula (COP) durante el periodo de deteccion del celo. En las ovejas del grupo CON el
celo fue monitoreado cada 3 h, con un macho al que se le permitié6 montar, pero evitando
la penentracion mientras que en el grupo COP fue monitoreado con un carnero al que se
le permitio realizar la penetracion con eyaculacion.

CON COP EEM P F
ABC LH (ng"™1.mLY 249 361 35 0,03 4,93
ABCE; (pg"-1.mL?) 594 41,0 49 0,01 6,93
LH/E> (ng/pg) 05 09 01 004 489

5.3. Discusion

La copula redujo la duracion del celo sin modificar el intervalo comienzo del celo —
ovulacién, pero resultando en que las ovulaciones ocurrieran mayormente luego de
finalizado el periodo de receptividad. Este hecho lleva a cuestionar que la ovulacion en
la oveja ocurra como norma antes del final de celo (Jainudeen et al., 2016). En este
sentido, la mayor cantidad de LH secretada en el grupo COP podria iniciar el proceso de
luteinizacion del foliculo preovulatorio de forma temprana, y por tanto determinar que la
cantidad de estradiol secretada fuera menor en estas ovejas. Este hecho podria tener un
impacto en la viabilidad del ovocito ya que el ambiente por el cual transitaria en el
oviducto podria verse modificado por estos cambios en la relacién de hormonas
periovulatorias.

La secrecion de LH se da mediante una retroalimentacion positiva entre esta y los
estrogenos ovaricos, aunque en el grupo COP, la menor secrecion total de estradiol parece
no haber afectado la secrecion de LH. Mas aun, la cantidad de LH secretada fue mayor
que en el grupo CON. El estimulo vagino-cervical también induce la secrecion de
oxitocina (Kendrick et al., 1986), hormona que, en otras especies, se ha demostrado que
estimula la secrecion hipofisaria de LH (ratas, humanos y perros: Shibusawa et al., 1955;
ratones: Robinson et al., 1985; monos: O’Byrne et al., 1990; caballos: Alexander et al.,
1995), lo que podria ser una explicacion de lo que ocurre en la oveja.

El efecto de la cdpula sobre la duracion del celo podria tener implicancias importantes en
el proceso de seleccion sexual. Durante la competencia sexual, la progenie individual
22



producida por diferentes carneros no estaria influenciada solamente por el
comportamiento social sino también por las dindmicas de la cdpula. En condiciones de
campo se ha visto que los carneros prefieren determinadas hembras y que diferentes
carneros seleccionan las mismas ovejas para copular (Tilbrook & Lindsay, 1987). Esos
carneros con copulas preferenciales y repetidas determinarian una reduccion del periodo
estral. Asi, en ovejas receptivas, la copula repetida de un mismo macho (Ungerfeld &
Gonzalez-Pensado, 2009; Ungerfeld & Lacuesta, 2015), reduciria la duracion del periodo
de receptividad, aumentando la probabilidad de que la descendencia producida sea del
carnero que mas cépulas realiza.

6. EXPERIMENTO 2

6.1. Materiales y métodos

6.1.1. Animalesy su manejo

El segundo experimento se llevo a cabo en la Estacion Experimental “Wilson Ferreira
Aldunate” del Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA) (Canelones,
Uruguay) durante el mes de octubre, fuera de la estacion reproductiva de los ovinos. El
protocolo experimental fue presentado a la CEUA de INIA. Se utilizaron 24 ovejas de
una cruza que tiene como base las razas Milchschaf y Finish Landrace (1 — 2 afios, 50,7
+ 2,5 kg) a las que previamente se les realizd un examen clinico y ginecologico y una
ecografia transrectal mediante el uso de un transductor lineal de 7,5 MHz acoplado a un
monitor IUStar, para determinar su salud y aptitud reproductiva.

Durante el periodo de estudio las ovejas se mantuvieron a campo natural suplementadas
con fardos de moha. Se insertaron dispositivos intravaginales siliconados impregnados
con progesterona (0,35 g de progesterona, CIDR Ovis, Zoetis, Porto Salvo, Portugal) que
se mantuvieron durante 7 dias hasta su retiro, 24 h antes de aplicar los tratamientos.

6.1.2. Tratamientos

Al momento del retiro de los dispositivos intravaginales los animales se dividieron
homogéneamente segun la edad, el peso y la raza en tres grupos experimentales. Las
ovejas del primero no recibieron ningun tipo de tratamiento (grupo Control, n = 8), las
del segundo recibieron un andlogo de GnRH (gonadorelina acetato, 50 pg/animal 1V,
Syntex, Buenos Aires y Argentina) (grupo GEN, n = 7), y las del tercero una dosis de un
purificado de B-NGF (1 mg/animal 1V) obtenido del plasma seminal de llamas mediante
el método descrito por Ratto et al. (2012), (grupo BET, n = 9). El efecto del B-NGF fue
verificado mediante bioensayo de ovulacion en llamas.
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6.1.3. Examen ecogréfico de los ovarios

Se realizaron observaciones ecograficas de los ovarios al momento del retiro de los
dispositivos, al aplicar los tratamientos, y luego cada 12 h hasta detectar la ovulacion u
84 h posteriores al tratamiento, registrando la presencia y tamafio de todos los foliculos
mayores a 3 mm. Las ecografias se llevaron a cabo con el animal en pie introduciendo
por el recto un transductor lineal de 7,5 MHz, previamente lubricado con un gel de
carboximetilcelulosa, acoplado a un monitor IUStar. Una vez localizado el atero se
procedié a ubicar los ovarios a ambos lados de este y medir en cada uno de ellos el
didmetro de todos los foliculos mayores a 3 mm. Se tomaron dos medidas del diametro
folicular y se calculd el promedio entre ambos valores. Posteriormente estos foliculos
fueron medidos en cada control ecografico para determinar su crecimiento, y su ovulacion
0 regresion. Se consideré que los foliculos mayores a 4 mm eran potencialmente
ovulatorios, y que ocurrié ovulacion cuando el foliculo mayor desparecia en el siguiente
control ecogréafico (Roelofs et al., 2004). A los 8 dias, luego de detectar la ovulacion, se
realizaron nuevamente ecografias para determinar la presencia de CL en el ovario en el
cual se observo la ovulacion.

6.1.4. Colecta de muestras de sangre y medicion de las concentraciones de
progesterona

Al momento de realizar las ecografias para determinar la presencia del CL se tomaron
muestras de sangre mediante puncion de la vena yugular. Las muestras fueron colocadas
en tubos secos sin anticoagulantes, centrifugadas a 3000 rpm por 15 min y el suero fue
separado y congelado a -20 °C para posteriormente determinar los niveles de
progesterona circulantes mediante radioinmunoanalisis (RIA) en fase liquida. EI
coeficiente intraensayo fue de 17,9 % y 7,0 % para los controles alto y bajo,
respectivamente. La sensibilidad del ensayo fue de 0,09 ng/mL.

6.1.5. Analisis estadistico

La frecuencia de ovejas que ovularon se compard mediante el test de probabilidad exacta
de Fisher. El tamafio del foliculo mayor y el segundo hasta la ovulacion, del foliculo
mayor hasta las 48 h, la cantidad de foliculos grandes (> 4 mm) y medianos (2 — 4 mm)
se compararon utilizando un modelo mixto (SAS University Edition). EI modelo incluyé
el tratamiento, el tiempo y su interaccion como efectos fijos. Las diferencias fueron
consideradas estadisticamente significativas cuando p<0,05, y tendencias cuando
0,05<p=0,1.
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6.2 Resultados

El resultado de la cantidad de ovulaciones, los tamafios foliculares hasta la ovulacion, del
foliculo mayor hasta las 48 h de aplicados los tratamientos, y de la cantidad de foliculos
grandes y medianos por dia, se presentan en la Tabla 3. Todas las ovejas que ovularon,
ovularon solamente un foliculo, y fueron todas del grupo BET (p=0,001). A su vez, la
cantidad de foliculos grandes por dia fue mayor en este grupo que en los grupos Control
y GEN (p<0,001). Por otra parte, hubo una tendencia a que la cantidad de foliculos
medianos por dia fuera mayor en el grupo GEN que en los grupos Control y BET
(p=0,053). Ademas, en 3 ovejas del grupo GEN en que no se observaron ovulaciones, el
dia 8 se observd la presencia de quistes luteales caracterizados como estructuras
redondeadas hipoecoicas mayores a 10 mm y con bordes con aspecto luteal intensamente
irrigados. El tamafio del foliculo mayor no fue significativamente diferente entre grupos,
pero el tamafio del segundo foliculo fue menor en las ovejas del grupo GEN que en las
de los grupos Control y BET (p<0,001). Solamente se detectaron niveles luteales de
progesterona en una oveja del grupo GEN, que era una de las que presentaba un quiste
luteal.

Tabla 3. Medias de minimos cuadrados, EEM pooleado y valor P de ovulaciones y
tamafos foliculares registrados mediante controles ecogréaficos realizados cada 12 h,
luego de aplicar los tratamientos (Control, GEN y BET).

Control GEN BET EEM P
Ovejas que ovularon 0 0 8 - 0,001
Diametro del foliculo mayor
hasta la ovulacién (mm) 3,8 3,6 3,7 0,02 ns
Diametro del segundo foliculo
hasta la ovulacién (mm) 3,4 1,5° 3,32 0,01 0,001
Diametro del foliculo mayor
hasta 48 h post tratamiento
(mm) 4,2% 3,4° 4,17 0,02 0,007
Cantidad de foliculos mayores a
4 mm/dia 0,08

0,872 0,47° 1,14¢ 0,001

Cantidad de foliculos medianos
(2-4 mm)/dia 1,052 1,3° 0,92° 0,10 0,053

Distintas letras en la misma fila: P<0,05
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6.3. Discusion

En el presente trabajo, la administracion de BNGF purificado a partir del plasma seminal
de Illamas macho indujo la ovulacion en ovejas en anestro estacional. Si bien no se
demostrd el mecanismo por el que podria haber actuado el BNGF, para desencadenar un
pico de LH deberia haber inducido cambios a nivel hipotalamico, ya sea en forma directa
0 aumentando la sensibilidad a los estrdgenos que podrian haberse secretado. La
distribucion de neuronas secretoras de GnRH en el hipotdlamo de las llamas es similar a
la observada en ovejas (Carrasco et al., 2016). En ovejas la accion de los estrégenos para
la liberacién de GnRH no ocurre directamente sobre las células GnRH, sino que
participan interneuronas que expresan receptores para estrégenos y que secretan péptidos
como la kisspeptina, la neuroquinina B y la dinorfina (Merkley et al., 2011). La secrecion
de estos péptidos por parte de estas neuronas, regulada por los estrogenos, es quien
modula la secrecion del pico preovulatorio de GnRH. En llamas se ha propuesto que el
BNGF actla sobre estas neuronas que expresan receptores trkA (Carrasco, 2016).
Ademas, estas células se encuentran en estrecho contacto con el tercer ventriculo
sugiriendo que PNGF atravesaria la barrera hematoencefalica y alcanzaria el fluido
cerebro espinal, quedando disponible para interactuar con sus receptores (Carrasco,
2016). Si bien en ovejas no se ha demostrado la presencia de receptores trkA a nivel
hipotalamico, esta parece ser una buena hipdtesis para explicar la accion del tratamiento
con BNGF sobre la ovulacion en el presente trabajo. Si bien es importante tratar de
entender como BNGF ejerce este efecto en las ovejas, es interesante destacar la gran
efectividad con la que indujo la ovulacion (8 de 9 ovejas). Sin embargo, la regresion
prematura de los CLs formados deja la interrogante de su efectividad luteogénica, al
menos en animales en anestro.

Ademas de inducir la ovulacion el tratamiento con BNGF resulté en un aumento de la
cantidad de foliculos grandes, lo que implica que hubo un efecto positivo sobre
crecimiento folicular preovulatorio. Por un lado, este efecto también podria adjudicarse a
la accion a nivel central de esta proteina. En vacas la administracion de BNGF indujo un
aumento en la cantidad circulante de FSH (Tanco et al., 2012), ademas de retrasar la
regresion del foliculo subordinado mayor y adelantar la emergencia de la siguiente onda
folicular. Basados en que el BNGF puede inducir la secrecion de gonadotrofinas en las
células de la hipdfisis in vitro (Bogle et al., 2012), estos autores plantearon que este efecto
podria explicar el aumento en la secrecion de FSH. Esto también estimularia el
crecimiento de los foliculos subordinados que pasarian a competir con el foliculo
dominante, resultando en un retraso en el desarrollo del foliculo mayor. Esta podria ser
una posible explicacion de la mayor cantidad de foliculos grandes observados en el grupo
BNGF.

También es posible que en el presente trabajo el BNGF tuviera una accion directa sobre
los foliculos en desarrollo. En este sentido, en varios estudios se ha sugerido que el BNGF
podria tener un efecto a nivel local en el ovario, especificamente a nivel folicular. Se ha
demostrado en ensayos in vitro que el fluido folicular de los foliculos medianos y grandes
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de ovejas presentan cantidades significativas de PNGF y que este factor de crecimiento
se sintetiza en respuesta a la liberacion de FSH y LH (Mattioli et al., 1999). Estos autores
proponen que las células de la granulosa serian la fuente de esta proteina ya que en
foliculos medianos y grandes estas células presentan receptores para ambas
gonadotrofinas. Ademas, se ha descrito la presencia de receptores de alta afinidad para
BNGEF en células de la granulosa y de la teca de los foliculos en cabras (Ren et al., 2005)
y en las células del cumulus en ovejas, generando la hipétesis de que este factor actuaria
de forma paracrina en el foliculo en el periodo preovulatorio con un rol fundamental en
la maduracion del ovocito (Barboni et al., 2002). De hecho, en ratas se ha demostrado que
el bloqueo de PNGF reduce la tasa de ovulacién (Dissen et al., 2002). En cabras (Ren et
al., 2005), vacas (Dissen et al., 2000; Tanco et al., 2012; Tribulo et al., 2015) y ovejas
(Mattioli et al., 1999; Barboni et al., 2002) se ha sugerido que esta proteina podria ser
clave a nivel local para el desarrollo folicular y el proceso ovulatorio. Por ejemplo, se ha
reportado que BNGF aumenta la secrecion de prostaglandina E y progesterona por parte
de las células de la teca (Dissen et al., 2000); este hecho refuerza la teoria de que este
factor neurotrdpico es esencial para la ovulacion ya que ambas hormonas estan asociadas
a la ruptura de la pared folicular (Murdoch et al., 1986).

El tratamiento con GnRH en el presente trabajo disminuyo la cantidad de foliculos
grandes y al mismo tiempo se observé una tendencia a que aumentara la cantidad de
foliculos medianos, sin inducir ovulaciones. Probablemente el tratamiento con esta
hormona retraso el crecimiento de los foliculos, explicando el aumento de la cantidad de
foliculos medianos. El tratamiento con GnRH provoca un fuerte estimulo a la secrecion
de estrogenos mediante la accion de la LH y FSH hipofisarias (Goodman & Inskeep,
2006), hormona que tiene un efecto supresor sobre el desarrollo del foliculo dominante
con un retraso en la emergencia de la siguiente onda folicular (Ungerfeld et al., 2004).
Esto en conjunto podria explicar el efecto observado en el grupo tratado con GnRH.

La concentracion de progesterona en el grupo BPNGF a los 8 dias luego de detectar la
ovulacién estuvo por debajo de los niveles luteales. Este hecho puede ser explicado por
una regresion prematura del CL (RPCL) formado. La RPCL es una alteracion funcional
del CL que se caracteriza por una disminucion en su duracion, regresando a los 3 a 4 dias
posteriores a su formacion (Saharrea et al., 1998; Oliveira & Feliciano 2013). Esto ocurre
frecuentemente en el periodo de transicion del anestro estacional a la ciclicidad, en la
primera ovulacion en la pubertad (Christensen et al., 2014) o luego de la estimulacion a
ovular con efecto macho (Rodriguez Iglesias et al., 2013). Se forman estructuras luteales
pequefias, menores a 5 mm (Oliveira et al., 2009; Gusmdo et al., 2013), que producen
concentraciones de progesterona por debajo de 1 ng/mL (Cervantes et al., 2007). Al
momento de realizar la ecografia, se observaron CL pequefios y pobremente irrigados.
Las causas de la RPCL no estan bien establecidas; algunos autores proponen que la
ovulacién ocurrida sin una exposicién previa a niveles altos de progesterona explicaria
este fendmeno (Cognie et al., 1982). Esto fue tenido en cuenta en el presente trabajo ya
gue antes de aplicar los tratamientos se utilizaron dispositivos intravaginales impregnados
con progesterona. Sin embargo, se han propuesto otras posibles causas de la RPCL, entre
ellas un soporte gonadotréfico inadecuado. En este caso las células luteales formadas
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serian de mala calidad debido a una exposicién inadecuada a las gonadotrofinas al ser
ovejas en anestro (Chemineau et al., 2006). Los CL formados en estas circunstancias
secretan una cantidad insuficiente de progesterona que no es capaz de inhibir la secrecion
de LH vy la secrecion endometrial de PGF2a, ocasionando asi la RPCL.

Debido a su potencialidad como herramienta a ser tenida en cuenta en el manejo
reproductivo de los ovinos, es importante seguir trabajando en estudios que demuestren
como su aplicacion puede ser utilizada en biotecnologias reproductivas. La produccion
ovina se ve limitada, en gran medida, por el propio ciclo reproductivo de las ovejas. Las
ovejas son una especie de reproduccion estacional que ciclan y pueden quedar prefiadas,
dependiendo de la raza, desde febrero a julio y su gestacién dura aproximadamente 5
meses. Esto determina no ocurran partos entre noviembre y junio (Ungerfeld & Rubianes,
2001), por lo que la utilizacion de técnicas que permitan inducir ciclos estrales y obtener
partos fuera de la estacion reproductiva puede ser de vital importancia para el aumento
de la produccion de corderos. También seria de interés estudiar su incorporacion en
tratamientos de sincronizacion de celos, para determinar si es posible mejorar el resultado,
0 que el uso de BNGF constituya una alternativa al uso de eCG. En este sentido la puesta
a punto y el uso de tratamientos con PNGF podrian brindar una forma efectiva y sencilla
de intensificar la produccion ovina obteniendo una mayor cantidad de partos por oveja,
por afio.

En conclusion, BNGF aument6 la cantidad de foliculos grandes e indujo la ovulacion en
ovejas tratadas durante el anestro estacional.

7. DISCUSION GENERAL

Teniendo en cuenta los resultados de estos trabajos se debe resaltar sus posibles
implicancias practicas. Un punto importante en este sentido es el manejo que se realiza
previo a la IA con el fin de preparar a los animales y asegurar el éxito de esta
biotecnologia. En este sentido la deteccion del celo para optimizar el momento de la 1A
en relacion a la ovulacion es un punto critico para aumentar las probabilidades de prefiez.
Como se mencioné anteriormente, en general la deteccidn de celos se realiza mediante el
uso de retarjos, capones u ovejas androgenizadas. En cualquiera de estos casos los
animales detectores son pintados o se les colocan arneses de forma que se pueda
identificar las ovejas que estan en celo (Radford et al. 1960). En cada caso se ejercen
estimulos diferentes, algunos de los que fueron estudiados en el presente trabajo. Cuando
se detecta celo con retarjos, estd presente el estimulo fisico del pene y a su vez, la
eyaculacion de plasma seminal; cuando se detecta con capones androgenizados solamente
hay un estimulo fisico, y cuando se usan ovejas androgenizadas no existe ningdn estimulo
vinculado a la copula. En el experimento 1, el grupo COP recibié un estimulo fisico
acompafiado de eyaculacidon mediante la realizacién de la cépula por parte del carnero.
En este caso no se puede discriminar cual de los posibles mecanismos de estimulacion
fue el responsable de disminuir la duracion del celo, modificar el momento de la
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ovulacion respecto al final del celo e inducir los cambios endocrinos observados. Para
ello se deberia realizar otros estudios en los que se pudiera tratar a los animales con
estimulos fisicos y plasma seminal para poder determinar cual de ellos desencadena tales
efectos. En base a lo observado en otras especies como la cabra, pareceria que el estimulo
fisico juega un papel fundamental (Romano, 1994; Romano & Benech, 1995). Sin
embargo, BNGF esta presente en el plasma seminal de los carneros (Harper et al., 1982;
Druart et al., 2013) y los resultados obtenidos en el experimento 2 demuestran claramente
que el tratamiento con esta proteina modifica la dinamica folicular e induce la ovulacién
en las ovejas, con lo que se refuerza la teoria de que el plasma seminal eyaculado durante
la copula podria tener un rol en los resultados obtenidos en el experimento 1. Teniendo
en cuenta esto, y retomando lo anteriormente dicho, se deberia considerar si la forma en
la que se detecta los celos modifica la respuesta a la IA. Claramente se deberian realizar
mas estudios que analicen los resultados de la IA de acuerdo a la forma en que se detecta
el celo, lo que potencialmente podria mejorar los resultados de la 1A.

8. CONCLUSIONES GENERALES

En sintesis, la cépula redujo la duracion del celo, modificé el momento de la ovulacion
respecto al final del celo, aumento la cantidad total de LH secretada durante el pico y
redujo la secrecion total de estrégenos. Por otra parte, el tratamiento con BNGF aumento
la cantidad de foliculos grandes e indujo la ovulacion en ovejas en anestro, aunque ésta
fue seguida de la formacidn de cuerpos luteos de regresion prematura.
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Abstract

In several species, mating reduces the estrous length, and advances the ovulation. The aim of this
study was to determine if multiple mating reduce the estrous length and modifies the moment of
ovulation, as well as the estradiol and LH patterns in ewes. The estrous cycle of Corriedale ewes
was synchronized, and the onset of receptivity was monitored every 3 h with rams, avoiding
mating. At estrous onset, ewes were assigned to two experimental groups (n = 10 each): 1) estrous
was monitored every 3 h with a ram avoiding mating (group CON), and 2) a ram was allowed to
mate and ejaculate once every 3 h (group MAT). The ovaries were scanned with transrectal
ultrasonography and blood samples were collected for measuring 17p-estradiol and LH
concentrations every 3 h until ovulation. Estrus was shorter in MAT than CON ewes (24.7 = 1.5
hvs. 30.4 + 1.5 h, respectively; P=0.02); the proportion of animals that ovulated before the end
of estrus was greater in CON ewes: (9/10 vs. 3/10, P=0.009). The area under the LH curve (AUC)
was greater in MAT than CON ewes (36.1 + 3.5 ng.ht.mL™ vs 24.9 + 3.5 ng.h">.mL™* P=0.03).
However, MAT ewes had a lower 17p-estradiol AUC than CON ewes (41.0 + 4.9 pg.ht.mL"* vs
59.4 + 4.9 pg.h™>.mL™ P=0.01). Mating reduced the estrous length, induced a greater secretion of
LH but less total 17p-estradiol secreted and, additionally, in frequently mated ewes ovulation

occurred more frequently after the end of estrus.

Keywords: Copula; Estrous cycle; Follicle; Preovulatory LH surge; Sexual behavior
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1. Introduction

Mating reduces estrous length and may advance the ovulation in several ruminants. As
early as in 1950, Marion et al. (1950) reported that the preovulatory LH surge, and thus, ovulation
occurred earlier in those animals that were mated (penetration and ejaculation) during the first 6-
8 hours of behavioral estrus than non-mated animals. This is explained by an advancement of the
preovulatory discharge of LH, and thus the moment of ovulation by cervical stimulation and
mating (Randel et al. 1973). Nevertheless, other researchers could not confirm these phenomena
(Zalesky et al. 1985). Estrous length is also shorter in does mated by vasectomized bucks than in
non-mated females (Romano and Fernandez Abella, 1997; Romano et al. 2016), regardless to the
number of matings (Romano, 1994a). Mating and insemination also shorten the time between the
onset of estrus and ovulation in pigs (Signoret et al. 1972; Waberski et al. 1995).

In ewes, there is a paucity of information on the possible effects of mating on the
dynamics of the estrual period. If ewes remain in continuous physical contact with rams, estrous
length is reduced (Fletcher and Lindsay, 1971) and the LH surge and ovulation advanced (Lindsay
et al. 1975) compared to ewes isolated from males. However, in those studies ewes were also
treated with equine Chorionic Gonadotrophin (eCG), so it is not possible to know the effects of
mating in natural estrus. Moreover, as the number of matings is extremely uneven among different
ewes (Tilbrook and Cameron, 1990), it is possible that while some ewes have been mated several
times, while others may have remained unmated in those earlier studies.

The hypothesis of this study was that multiple mating, including penetration and
ejaculation, shortens estrous length, advances ovulation, and modifies the 173-estradiol and LH
patterns in ewes. Therefore, the objectives were to compare the estrous length, LH and 17p-

estradiol patterns, and the moment of ovulation in mated and unmated estrous ewes.
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2. Materials and methods
2.1 Animals and general management

The experiment was performed at the Estacion Experimental “Bernardo Rosengurt” from
the Facultad de Agronomia, Universidad de la Republica (Cerro Largo, Uruguay, 32° S), during
the breeding season (March, autumn in the south hemisphere). The experimental protocol was
approved by the Comision de Etica en el Uso de Animales (CEUA) of the Universidad de la
Republica (UdelaR). Initially the estrous cycle of 30 multiparous Corriedale ewes was
synchronized to ensure the availability of 20 ewes finally included in the study (4 to 6 years old,
519+ 2.2 kg, mean = SEM). A clinical and gynecological examination and transrectal
ultrasonography was performed using a 7.5 MHz linear array transducer coupled to an IUStar
monitor (United Imaging, IUStar 160 Vet model, Beijing, China) to determine health and
reproductive status 21 days before beginning the study. Ewes continued to graze natural pastures
and received rice bran (300 g.animal™.day™) during the period of the study. Four Corriedale rams
(4 -6 years old, 49.8 + 3.3 kg) were also used in the study. The rams were all sexually experienced

and were andrologically examined one month before beginning the study.

To reduce the number of animals that were examined simultaneously, the study included
two replications (15 ewes initially synchronized in each), beginning the treatments with 5 days of
separation between replications other. Estrous cycles of all ewes were synchronized using two
doses of a PGF-alpha analogue (chlorprostenol sodium; 2.53 pg/kg; Ciclase DL, Zoetis, Buenos
Aires, Argentina) 14 days apart. Estrous onset was checked in small pens every 3 h beginning 24
h after the second dose, introducing a tied ram. The ram was allowed to mount the ewes taking
extreme care to prevent mating (penis penetration), withdrawing it when ewes’ receptivity was
confirmed (when the female remained immobile accepting the mount of the male). In each control
in which there were two or an even number of ewes in estrus, one of them was randomly assigned
to one of two experimental groups. In one group, ewes’ receptivity was monitored with the same
system every 3 h, determining if the ewe was still in estrus, but preventing mating (group CON,

n=10, 5 in each replication, 0 matings). The ewes of the other group were mated once with a ram
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in each control, every 3 h, confirming the ejaculation observing the intensive perineal contractions
and the posejaculatory immobilization (group MAT, n=10, 5 in each replication, 6.4 £ 0.5
matings, mean = SEM). The control of estrous receptivity continued for each ewe every 3 h until
it was not receptive to further mounting. The rams were exchanged in every control in each group

using the four rams in both groups.

2.2. Ovarian ultrasound examination

After confirming the receptivity and before allocating each ewe to an experimental group,
ovaries were examined by transrectal ultrasound using a 7.5 MHZ linear transducer (United
Imaging, 1UStar 160 Vet model, Beijing, China), determining the size of preovulatory follicle
every 3 h. Briefly, the animal remained in standing position, inserting the probe, previously
lubricated with carboxymethyl cellulose gel, into the rectum. After locating the uterus, both
ovaries were searched for and located, and the diameters of all the follicles greater than 3 mm
were measured. Two diameters were measured for each follicle, and the average was calculated.
These follicles were measured again in the subsequent controls to determine their regression or
ovulation. Only follicles that exceeded 5 mm were considered as possible ovulatory follicles, and
ovulation was considered when a follicle greater than 5 mm disappeared. Ultrasounds were

performed every 3 h from the time the estrous was detected until 3 h after ovulation.

2.3. Collection of blood samples, and measurement of 174-estradiol and LH concentrations

After the ultrasound scanning, blood samples were collected by jugular venipuncture to
determine estradiol and LH concentrations. Blood samples were placed in dry tubes without anti-
coagulants, centrifuged at 3000 rpm for 15 min, and serum was separated and stored at — 20 °C
until hormonal measurements were performed. Serum LH concentrations were measured using a
double-antibody liquid phase radioimmunoassay with ovine LH radioiodinated (LER 1374-A),
ovine antibodies CSU-204 and standard ovine LH oLH-S25 (provided by NIADDK, USA) in 200
pL in duplicate, according to the procedure described by Recabarren et al. (1996). The mean

intraassay coefficient of variation was 3.6 % and the minimum detectable limit of the assay was
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0.10 ng/mL. Serum 17pB-estradiol concentration was determined using a commercial liquid phase
kit DIAsource E2-RIA-CT (DIAsourcelnmunoAssays S.A., Louvain-la-Neuve, Belgium). The
mean intraassay coefficient of variation was 5.5 % and the minimum detectable limit of the assay

was 0.01 pg/mL.

2.4. Definitions and statistical analysis

The onset of estrus was considered the mean time between the last time that an ewe did
not stand to be mounted by the ram and the first time it was receptive to the ram (Ungerfeld and
Rubianes, 1999). Similarly, the end of the estrus was defined as the mean time between the last
time that the ewe stands to be mounted and the first in which was not receptive to the ram. Estrous
length was considered the time elapsed between the onset and the end of estrus. The time of
ovulation was considered the midpoint between the last moment that the preovulatory follicle was

observed and the time in which it was not observed again (Roelofs et al. 2004).

The onset of the LH peak was considered as the first value greater than 3 ng/mL and the
peak was defined as when concentration reached maximum values (Romano et al. 2018). The area
under the curve (AUC) of LH and 17p3-estradiol were calculated using the GraphPadPrism Demo
(GraphPad Software Inc., San Diego, USA). Duration of the LH peak was defined as the time
interval from the onset of the LH surge until it returned to the baseline concentration (time interval

when values were 3 ng/mL or less).

Estrous length, LH peak duration, intervals from onset of estrus to ovulation, from the
end of estrus to ovulation, from onset of estrus to the onset of the LH peak, from the onset of the
LH peak to the end of estrus, from the onset of LH peak to ovulation, the AUC of LH and 17p-
estradiol, and the LH AUC/17p-estradiol AUC ratio, were compared using a mixed model (SAS
University Edition). The model included the treatment as fixed effect and the replication as a
random effect. The frequency of ewes having ovulations before or after the end of estrus was
compared with the Fisher’ exact probability test. The differences were considered statistically

significant when P<0.05, and as tendencies when 0.1<P<0.05.
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3. Results

In ewes of the MAT group, there was a shorter duration of behavioral estrus length
(p=0.02) and the interval from the end of estrus to ovulation was modified (P=0.03) (Table 1).
Only single ovulations were detected. The proportion of animals having ovulations before the end
of estrus was greater in CON than MAT ewes (9/10 vs 3/10, respectively; P=0.009). The intervals
from onset of estrus to ovulation, onset of estrus to onset of the LH peak, onset of the LH peak to
end of estrus, and onset of the LH peak to ovulation, as well as the LH peak duration did not differ
between groups (Table 1). The LH AUC was greater in ewes of the MAT than CON ewes (P=
0.03); but the 17B-estradiol AUC was greater in ewes of the CON than MAT ewes (P=0.01)
(Table 2). The relationship LH/17p-estradiol ratio was greater in ewes of the MAT than CON

group (P=0.04).
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4, Discussion

Multiple matings during the period of sexual receptiveness reduced the length of
behavioral estrus, increased the secretion of LH, diminished the LH/E2 and influenced on the
time of ovulation in relation to the end of estrus. Moreover, important differences were observed
even considering that it was necessary to detect receptiveness, and thus, the presence of rams was
necessary in both groups to control of estrus. Although as happens in goats (Romano et al., 2016;
Romano et al., 2018), the single presence could also modify the estrous response in unmated ewes,
the observation of the effects of mating reinforces its’ effects. Therefore, without rams this

difference could have been even greater.

The general results might have important practical implications in programs of artificial
insemination (Al), as the technique used to identify the ewes that came into estrus may directly
modify the moment of the ovulation, and thus, the best moment for Al. In fact, estrous ewes are
usually identified with vasectomized rams, castrated androgen-treated males (wethers treated with
testosterone) (Fulkerson et al. 1981), or androgenized ewes (Clarke, 1979). Although with this
study is not possible to disentangle the mechanisms by which rams modify the estrous pattern in
mated ewes, the physical contact of the penis against the vaginal fornix seems to be the main
mechanisms in goats (Romano, 1994b; Romano and Benech, 1995). However, seminal plasma of
rams also contain B-NGF (Harper et al. 1982; Druart et al. 2013), a protein that induced ovulation
in llamas (Ratto et al., 2012; Kershaw-Young et al., 2012). While vasectomized rams induce a
physical stimulus and ejaculate seminal plasma, castrated androgenized males may induce the
physical stimulus of mating, albeit to a lesser extent, and testosterone-treated ewes would not
induce the physical stimulation of mating from a copulation perspective. The system used to
identify which ewes are receptive might therefore modify the physiological endocrine
environment in which the preovulatory follicle grows and the time when ovulation occurs in

relation to the end of estrus. Considering this information, it would be important to determine if
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the time of Al should be adjusted according to the technique used to identify estrous ewes aiming

to increase the final fertility of the flock.

Mating shortened the estrous length without modifying the time from estrous onset to
ovulation but resulting in most mated ewes having ovulations after the end of receptivity. The
general assumption that ovulation occurs close the end of estrus (Jainudeen et al. 2016) implies
that ovulation is induced while concentrations of estrogens are still enough to maintain the
receptivity (Blache et al. 1991). In this sense, the lesser concentration of estradiol secreted by
MAT ewes during the receptive period could be a consequence of the greater LH secretion,
because LH induces ovulation with an earlier decrease in estradiol concentrations (Moor, 1974).
Therefore, in frequently mated ewes, ovulation occurs in an environment where there are lesser
estrogen concentrations, which may also modify the characteristics of the follicle —and thus, the
oocyte- that is released at the time of ovulation. It should also be considered that the oocyte could
advance by a genital tract with different characteristics, possibly due to changes in the early

impact of steroids relationship, which may also affect its viability.

In sheep, the increase in estradiol sensitizes the pituitary to secrete GnRH, inducing the
preovulatory LH surge (Reeves et al. 1971). Moreover, it has been proposed that the GnRH surge
might also be involved in maintaining estrous receptiveness (Caraty et al., 2002). However, the
lesser total amount of 17(-estradiol secreted during this period in MAT ewes did not negatively
affect the LH secretion, so there may be several non-opposed mechanisms underlying this
response. First, mating may directly stimulate LH secretion by an independent pathway from that
of 17B-estradiol action. As mentioned, the physical stimulus or the content of B-NGF or other
molecules contained in the seminal plasma may directly stimulate the GnRH-LH secretion.
However, the vaginal-cervical stimulation induces the secretion of oxytocin (Kendrick et al.
1986), which in other species directly stimulate the pituitary release of LH (marmoset: O’Byrne
et al. 1990, rats, humans and dogs: Shibusawa et al. 1955, horses: Alexander et al. 1995, mice:
Robinson et al. 1985). Moreover, it has been reported that oxytocin has been proposed as a

neurotransmitter that intervenes on the length of estrous behavior in ewes. In this sense, the
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infusion of oxytocin in the ventromedial nucleus suppresses ewes’ receptiveness (Fabre-Nys et
al., 2007). Considering all this information, mating might induce the release of oxytocin,
inhibiting estrous behavior and stimulating LH secretion regardless the amount of estrogen

secreted.

The effect of mating shortening the period of behavioral estrus may have important
implications in the sexual selection process. In a polyandric species such as sheep, rams compete
for access to estrous females (Preston et al. 2001; Lacuesta and Ungerfeld, 2012). However, in
competitive breedings, even in wild conditions or in farmed animals, the final individual progeny
produced by different rams is not only influenced by their social behavior, but also by the direct
impact of its mating dynamics. For example, an important volume of semen is lost from the vagina
when a second ram maties the same ewe (Tilbrook and Pearce, 1986). Moreover, the greater the
volume of semen deposited; the more semen is lost. In promiscuous species there is also sperm
competition after semen deposition, reducing the probability of sperm deposited as a result of a
specific mating being involved in fertilization (Parker and Birkhead, 2013). Thus, as different
rams consistently prefer to mate with the same ewes (Tilbrook and Lindsay, 1987), those rams
with preferential access to ewes (Ungerfeld and Gonzélez-Pensado, 2009; Ungerfeld and
Lacuesta, 2015), that mate them repeatedly, would shorten their receptiveness reducing the

probability of being impregnated by another ram.

Overall, it was concluded that multiple matings reduce the length of behavioral estrus and
modify the moment of ovulation in relation to the end of estrus. Furthermore, it induced a greater
secretion of LH even when the ewe had relatively lesser estradiol concentrations. Thus, frequent

mating greatly affects the endocrine pattern and the moment of ovulation in ewes.
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Table 1. LSmeans, pooled SEM, and P value of different reproductive variables and intervals

recorded during the estrous detection period in control (CON) and mated (MAT) ewes. Estrus

was monitored every 3h, with a ram that was allowed to mount but preventing penis penetration

in CON ewes (n=10), or ewes were allowed to mate with a ram with there being a vaginal

penetration and ejaculation in MAT ewes (n=10).

CON MAT  Pooled SEM P

Estrous duration (h) 30.4 24.7 1.5 0.02
LH peak duration (h) 8.9 9.0 1.4 ns
Intervals

Onset of estrous to 25.8 26.8 1.6 ns
ovulation (h)

End of estrous to -4.6 2.1 2.0 0.03
ovulation (h)

Onset of estrous to 1.5 3.5 2.3 ns
LH peak (h)

LH peak to end of 22.8 16.6 2.3 ns
estrous (h)

LH peak to 19.4 18.7 2.1 ns

ovulation (h)
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369  Table 2. LSmeans, pooled SEM and P value of area under the curve (AUC) of LH and 17f-
370  estradiol (E2) and LH/EZ2 ratio in control (CON, n=10) and mating (MAT, n=10) groups during
371  the estrous detection period. In CON group the estrous was monitored, every 3h, with a ram that
372 was allowed to mount but preventing penis penetration while in the ewes of the MAT group
373  estrous was monitored, every 3h, with ram was allowed to mount with penetration and ejaculation

374  occurring.

CON MAT Pooled P
SEM
AUC LH (ng"- 24.9 36.1 35 0.03
1.mL?Y
AUC E2 (pg™- 59.4 41.0 4.9 0.01
1.mL?)
LH/E2 (ng/pg) 0.5 0.9 0.1 0.04
375
376
377
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