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KISSPEPTINA, AMAMANTAMIENTO Y EFECTO MACHO EN LA SECRECION
PULSATIL Y PICO PREOVULATORIO DE LH DURANTE EL PERIODO POSTPARTO
DE OVEJAS PELIBUEY

José Manuel Hernandez Hernandez, D. en C.
Colegio de Postgraduados, 2018

RESUMEN
Se realizaron tres experimentos para evaluar el efecto de la kisspeptina (Kp), el
amamantamiento controlado (R) y el efecto macho (M) en la secrecién pulsatil y pico
preovulatorio de LH; asi como, en el comportamiento reproductivo de ovejas durante el
anestro postparto. El objetivo del primer estudio fue determinar si el amamantamiento
controlado y el efecto macho, como efectos simples o en interaccion, mejoran el
desempefio reproductivo de ovejas en anestro postparto. Se incluyeron en el estudio 60
ovejas con 1.4+0.15 d de paridas y amamantando a sus crias. El dia 6 postparto se
formaron 4 grupos: amamantamiento continuo (A; n=15), A mas efecto macho (AM;
n=15), amamantamiento controlado (R; n=15), y R mas efecto macho (RM; n=15). El
disefio fue un completamente al azar en arreglo factorial 2x2. A partir del dia 35 se
empezo la observacion para detectar la incidencia de estros en todos los grupos y toda
hembra detectada en celo se empadré con monta natural. El efecto macho redujo el
tiempo al primer estro en 7 dias (p<0.001), incrementé 47 % las gestaciones (p<0.030)
y aumento la fecundidad de 0.7 a 1.4 (p<0.002). El amamantamiento controlado redujo
los dias al primer estro en 3 (p<0.016). Se concluyé que el efecto macho y el
amamantamiento controlado, como efectos independientes, mejoran el desempefio
reproductivo de ovejas en anestro postparto. El segundo experimento se realizé para
probar si la aplicacion de Kp i.v. incrementaba la secrecién pulsatil de LH en ovejas en
anestro postparto, con amamantamiento continuo, y si el incremento es mayor que con
amamantamiento controlado. Diez dias después del parto, se formaron 2 grupos de
ovejas: (1) A (n=8) y (2) R (n=8). El dia 19, a cada oveja se le colocd un catéter en
ambas venas yugulares y después cada una se puso en una jaula individual, con
acceso a agua y alimento. El dia 20, a las 14:00 h, la mitad de las ovejas de cada grupo
recibio 120 pg de Kp, diluida en 3 mL de solucién salina y aplicada por infusién

continua durante 6 h, mientras que la otra mitad solo recibié solucion salina. El disefio
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experimental fue factorial 2x2. Se tomaron muestras sanguineas (4 mL) cada 15 min,
desde las 8:00 hasta las 20:00 h, para determinar LH. La frecuencia de secrecion de
LH antes de la Kp fue similar entre tratamientos (1.50+0.40; p>0.05), pero incremento a
3.50+0.43 pulsos con la aplicacién de Kp (p<0.0140). Se concluyé que la aplicacion de
Kp incrementa la secrecion pulsétil de LH de manera similar, en ovejas en anestro
postparto, con amamantamiento continuo o controlado. El tercer estudio se realizo para
evaluar la aplicaciéon de Kp con efecto macho o amamantamiento controlado, en la
induccion del pico preovulatorio y la concentracion de LH de ovejas en anestro
postparto. Se utilizaron 40 ovejas Pelibuey, multiparas, con 10 dias de paridas y
amamantando a una cria. El dia 1 del experimento (dia 10 postparto) se formaron 4
grupos de ovejas como sigue: amamantamiento continuo (A; n=8); A con efecto macho
(AM; n=12); amamantamiento controlado (R; n=8); R con efecto macho (RM; n=12). El
dia 9, a cada oveja le fue colocado un catéter en cada vena yugular. Cada grupo de
ovejas se dividié en 2 para aplicarles 12 mL de solucion salina (S) o 12 mL de S mas
480 pg de Kp en 24 h por infusion continua. El disefio experimental fue factorial 2x2x2
(ocho tratamientos). El dia 10, a las 14:00 h, se inici6 la aplicacién de la S y Kp
mediante una bomba de infusion constante conectada al catéter derecho por una
manguera plastica durante 24 h. La tasa de aplicacion fue 500 pL hty 20 ug h* de Kp,
respectivamente. El dia 10 y 11 del experimento se tomaron muestras sanguineas para
medir LH cada 2 h, desde 6 h antes de la infusion hasta 6 h después del final de la
misma. El 65 % de las ovejas con Kp tuvieron pico preovulatorio. Hubo efecto
independiente del factor Kp (p<0.0005) y la interaccion Kp-efecto macho (p<0.002). La
interaccion Kp-efecto macho-amamantamiento controlado no fue significativa (p>0.05),
pero en el tratamiento RMKp hubo el 100 % de ovejas con pico preovulatorio. Se puede
concluir que la Kp induce el pico preovulatorio y el aumento de la concentracion de LH
en ovejas en anestro postparto; la incidencia incrementa con el efecto macho, pero no

con el amamantamiento controlado.
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KISSPEPTIN, SUCKLING AND MALE EFFECT IN THE FREQUENCY OF PULSES
AND LH SURGE IN POSTPARTUM PERIOD OF PELIBUEY EWES

José Manuel Hernandez Hernandez, D. in C.
Colegio de Postgraduados, 2018

ABSTRACT
Three experiments were carried out to evaluate effects of kisspeptin (Kp), controlled
suckling | and the male effect (M) on the pulsatile secretion and preovulatory surge of
LH, as well as the reproductive behavior of postpartum ewes. The objective of the first
study was to determine whether or not controlled suckling, the male effect and their
interactions, improve the reproductive behavior of ewes during the postpartum interval.
According to a 2X2 factorial design, 60 suckling ewes that were 1.4+0.15 d from calving,
were randomly allotted on day 6 postpartum to four groups: continuous suckling (A; n =
15), A plus male effect (AM; n = 15), controlled suckling (R; n = 15), R plus male effect
(RM; n = 15). At day 35, observations for estrus detection began and all ewes detected
in heat were exposed to natural mating. Male effect reduced the interval to first estrus in
7 days (p<0.001), increased pregnancy rate by 47% (p<0.030) and improved fecundity
from 0.7 to 1.4 (p<0.002). Controlled suckling reduced the interval to first estrus by 3
days (p<0.016). It was concluded that male effect and controlled suckling, as
independent effects, improve the reproductive performance of postpartum ewes. The
second experiment was performed to test whether the i.v. application of Kp increased
the pulsatile LH secretion in sheep at postpartum anestrus, with continuous suckling,
and if the increase is greater than with controlled suckling. Ten days after calving, ewes
were allotted into two groups: (1) A (n = 8) and (2) R (n = 8). On day 19, a catheter was
inserted in each of the Jugular veins of all ewes, and then each sheep was placed in an
individual cage, with access to water and food. On day 20, at 14:00 h, half of the sheep
in each group received 120 ug of Kp, diluted in 3 mL of saline and applied by
continuous infusion for 6 h, while the other half received only saline. The experiment
was a 2x2 factorial design for repeated measures over time. Blood samples (4 mL) were

taken every 15 min, from 08:00 to 20:00 h, to determine LH. The LH frequency of
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secretion before Kp was similar for all treatments (1.50+0.40, p>0.05), but increased to
3.50+0.43 pulses with the Kp application (p<0.0140). It was concluded that the
application of Kp increases the pulsatile LH secretion in a similar way, in sheep at
postpartum anestrus, with continuous or controlled suckling. The third study was carried
out to evaluate the application of Kp with male effect or controlled suckling, in the
induction of the preovulatory surge and LH concentration of sheep in postpartum
anestrus. Forty Pelibuey multiparous ewes that were 10 days from lambing and suckling
one lamb. On day 1 of the experiment (10" postpartum day) sheep were allotted into
four groups as follows: continuous suckling (A; n = 8); A plus male effect (AM; n = 12);
controlled suckling (R; n = 8); R and male effect (RM, n = 12). On day 9, a catheter was
inserted in each jugular vein of each sheep. Each group of sheep was divided into two
subgroups that received either 12 mL of saline solution (S) or 12 mL of S plus 480 ug of
Kp in 24 h by continuous infusion. The experiment was a 2x2x2 (eight treatments)
factorial design for repeated samples over time. On day 10, at 14:00 h, application of
the S and Kp began by a constant infusion pump connected to the right catheter by a
plastic hose. The application rate was 500 uL h* and 20 pg h't of Kp, respectively. On
day 10 and 11 of the experiment, blood samples were taken to measure LH every 2 h,
from 6 h before the infusion to 6 h after the end of the infusion. Sixty five per cent of
sheep with Kp had preovulatory surge. There was a simple effect of the factor Kp
(p<0.0005), and Kp-male effect interaction (p<0.002). The Kp, male effect and
controlled suckling interaction was not significant (p> 0.05), but in the RMKp treatment
there was 100% of sheep with preovulatory surge. It can be concluded that Kp induces
preovulatory LH surge in sheep at postpartum anestrus; the incidence increases with
male effect, but not with controlled suckling; this same tendency occurs with LH

concentration.

Key words: anestrus, reproduction, sheep, neuroendocrinology
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INTRODUCCION GENERAL
El anestro postparto es un problema de importancia en las ovejas de sistemas
intensivos que se ubican en las latitudes tropicales y subtropicales. Esto se debe a que
las ovejas de pelo, como las de la raza Pelibuey, tienen la capacidad para reproducirse
a lo largo del afo (Arroyo et al.,, 2007). Sin embargo, el anestro postparto limita el
aprovechamiento de dicha capacidad. El conocimiento amplio del origen del problema 'y
la exploracibn de soluciones ayudaria a implementar estrategias de manejo mas

efectivas que las actuales.

El anestro postparto es el periodo de tiempo que transcurre desde el parto hasta la
primera ovulacion y su duracibn puede afectarse por factores como el
amamantamiento, la condicién corporal, la estacion del afio y la involucién uterina
(Arroyo et al., 2009; Wright et al., 1989). La involucién uterina deja de ser una limitante
las primeras dos semanas postparto (Rubianes y Ungerfeld, 1993). La condicién
corporal influye en el comportamiento reproductivo de las ovejas, sin embargo, con una
buena alimentacion se puede revertir este problema. Finalmente, el amamantamiento

es el problema a resolver después de haber controlado los otros factores.

El amamantamiento retrasa el restablecimiento de la actividad ovéarica en ovejas
Pelibuey (Camacho et al., 2008; Morales-Teran et al., 2011). En la etapa final de la
prefiez y primeras dos semanas del postparto, la FSH y LH en la hipdfisis son bajas
debido a la fuerte retroaccién negativa de la progesterona y los estrogenos (Gallegos-
Sanchez et al., 2009). Pero después de ello la secrecién de FSH se normaliza y reinicia
el reclutamiento y selecciéon de foliculos dependientes de esta hormona (Mandiki et al.,
1990; Rubianes y Ungerfeld, 1993). Sin embargo, la secrecion pulséatil de LH se
encuentra reducida cuando los foliculos alcanzan la etapa de preovulatorios (Clarke et
al., 1984), por lo que el o los foliculos dominantes se atresian. El amamantamiento
reduce la frecuencia de secrecién de LH (McNeilly, 2001) y como consecuencia inhibe
la ovulacién (Schirar et al., 1990) y también retrasa la aparicion del primer estro

postparto (Schirar et al., 1989).

El control del amamantamiento es una practica de manejo que reduce los efectos del

mismo; parece reducir el anestro postparto y mejorar el comportamiento reproductivo



en ovejas y otras especies, tales como los bovinos (Gallegos-Sanchez et al., 1990). Los
estudios indican que el control del amamantamiento incrementa el nimero de ovejas
que ovulan, se reduce el tiempo a la primera ovulacion (Morales et al., 2004; Pérez-

Hernandez et al., 2009) y aumenta la tasa de gestacion (Camacho et al., 2008).

El efecto macho es otra alternativa que se ha evaluado para inducir el retorno a la
actividad reproductiva en ovejas en anestro estacional (Martin et al., 1986) o en anestro
postparto (Salloum y Claus, 2005; Morales-Teran et al., 2011). El efecto macho, a
través de las feromonas que produce (Fabre-Nys et al., 2015) aumenta la secrecion
pulsatil de LH en ovejas y como consecuencia ocurre la ovulacion en unas horas o dias
después de la introduccién del semental (Martin y Scaramuzzi, 1983; Cruz Espinoza,
2011). Las ovejas en anestro postparto sometidas al efecto macho empiezan a ovular

entre las 3 a 4 semanas postparto (Cruz Espinoza, 2011; Montiel-Castelan, 2014).

A mediados de los 90 Lee et al. (1996) descubrieron el gen Kissl. Este codifica una
proteina de 145 aminoacidos (preprohormona) que pertenece a la familia de las
péptido-amidas RF y da origen a una hormona de 54 aminoacidos que fue llamada
originalmente kisspeptina 54 o metastina, la cual puede ser dividida enzimaticamente
para formar péptidos de 10, 13 y 14 aminoacidos que también llevan el mismo nombre
(Kotani et al., 2001). La mutacién del receptor de Kp llamado GPR54, en humanos y
ratones, ocasiona hipogonadismo, bajos niveles de gonadotropinas e infertilidad
(Dungan et al., 2006). Y ademas, su aplicacion exdgena por diferentes vias incrementa
la secrecion de GnRH/LH en ovejas (Caraty et al.,, 2007). También, en ratas
amamantando, la expresion del ARNm de Kissl esta suprimido, mientras que la
aplicacion de Kp exdgena incrementa la secrecion de LH (Yamada et al., 2007). Esta
molécula podria estar también involucrada en los efectos del amamantamiento sobre el

anestro postparto en ovejas Pelibuey.

REVISION DE LITERATURA

El efecto del amamantamiento en el anestro postparto de ovejas

El anestro postparto es el periodo de tiempo que transcurre desde el parto hasta la
primera ovulacion y su duracion puede ser variable e influida por factores como el

amamantamiento, la condicién corporal, la estacion del afio y la involucion uterina,
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entre otros. Respecto a la duracién, Wright et al. (1989) reportaron que ninguna oveja
en anestro postparto entré en celo antes del dia 20 postparto, pero, el 10 % tuvieron

ovulaciones silenciosas.
Causales del anestro postparto

En la etapa final de la prefiez y principio del postparto, la FSH y LH en la hipéfisis son
bajas debido a la fuerte retroalimentacion negativa de la progesterona y los estrogenos
(Gallegos-Sanchez et al., 2009), asimismo, el estrés y dolor del parto causa la
secrecion alta de opioides, que se relacionan con la inhibicibn de secrecion de
gonadotropinas en el postparto (Smart et al., 1994). Esta baja concentracién de LH en
el postparto también se relaciona con los bajos depdsitos de LH en la hipdfisis, que
posiblemente se deban a la baja secrecion de GnRH o a la reducida sensibilidad de la
hipofisis a GnRH (Jenkin et al., 1977) donde al parecer el nivel de receptores en la
hipdfisis es normal (Clarke et al., 1984). Estos depdsitos se recuperan a medida que
aumenta los dias postparto, ya que, la aplicacién de GnRH a ovejas induce una mayor
secrecion de LH en el dia 20 postparto que el 5 (Newton y Edgerton, 1989). Los niveles
de GnRH parece no ser el problema, ya que estos son similares a los de ovejas en
anestro estacional, las cuales tienen niveles similares a ovejas ciclicas (Clarke et al.,
1984). El efecto de la involucién uterina parece ser de impacto hasta alrededor de las
primeras 2 semanas postparto, que es cuando se ha alcanzado la involucién uterina
(Rubianes y Ungerfeld, 1993).

La ovulacion ocurre hasta que la frecuencia de secrecion de LH alcanza alrededor de
un pulso cada hora, lo cual estimulard al maximo la produccién de estradiol y éste
ultimo favorecera el surgimiento del pico preovulatorio de LH (Gallegos-Sanchez et al.,
2009). En el anestro postparto hay secrecion de LH reducida debida al efecto inhibitorio
del E2 (Wright et al., 1989) y cuando los niveles de LH/FSH en hipofisis se han
recuperado, la ovulacion aun se encuentra bloqueada, y parece ser el amamantamiento
el responsable (Acosta et al., 1983) si el postparto ocurre en la época reproductiva.
Segun Williams et al. (1996) existen tres fases en el reinicio de la actividad ovéarica

ciclica postparto: la primera inicia en el parto y va hasta las 2 0 4 semanas postparto e



involucra el restablecimiento de los niveles de LH en la hipdfisis; la segunda fase va
desde la 22 a la 42 semana postparto e involucra el incremento de la sensibilidad
negativa del E2 por el amamantamiento y la participacion de los POE; y la tercera fase
implica la reduccion del efecto del amamantamiento sobre el eje reproductivo. En la
siguiente parte de este capitulo se abordara sélo el efecto del amamantamiento en la

longitud se abordara el efecto de amamantamiento en el anestro postparto de ovejas.
Efectos neuroendocrinos del amamantamiento durante el anestro postparto
El establecimiento de la relacion madre-cria

El reconocimiento madre-cria inicia en los primeros minutos del parto, mientras la
madre limpia a la cria de los restos de placenta y la estimula para consumir calostro. En
vacas se ha observado que el contacto vaca-cria por un periodo de 24 h después del
parto permite establecer la relacibn madre-cria de manera permanente (Viker et al.,
1993). Este reconocimiento es necesario para que ocurra la inhibicion de la secrecion
pulséatil de LH, ya que por ejemplo, el cambio de la cria propia por una sustituta, no
mantiene la inhibicion de secrecion de LH (Williams et al., 1996). En vacas, una vez
hecho el reconocimiento madre-cria, la inhibicion de la LH se rompe hasta el destete,
ya que inclusive el bloqueo del olfato o la vista la mantiene (Griffith y Williams, 1996). El
efecto del amamantamiento es mas complejo que la sola estimulacion de la succion, ya
que por ejemplo, la estimulacion Unica de la glandula mamaria en vacas por medio de
calor o electricidad no incrementa la inhibicion de LH como ocurre con la presencia del
becerro (Cutshaw et al., 1992).

El amamantamiento retrasa el restablecimiento de la actividad ovarica (Camacho et al.,
2008; Morales-Teréan et al., 2011) y el destete la adelanta (Salloum y Claus, 2005). En
vacas, el destete incrementa la frecuencia de secrecion de LH 48 h después del
destete del ternero (Cutshaw et al., 1992). Sin embargo, también hay estudios que
muestran que el periodo de anestro postparto no se ve afectado por el

amamantamiento (Mandiki et al., 1990).

Efecto en el eje hipotalamo-hipofisis-gdnadas



Efecto en la FSH

Los niveles de FSH son similares en ovejas amamantando e inclusive en no gestantes
(Mandiki et al., 1990). En estudios de dinamica folicular en ovejas postparto se ha
encontrado que a partir del dia 5 se pueden detectar foliculos de entre 2y 4 mm, y a
las 2 semanas foliculos preovulatorios, los cuales llegan a esta etapa principalmente
por efecto de la FSH (Rubianes y Ungerfeld, 1993). Lo anterior indica que la FSH no
limita la maduracion folicular en el anestro postparto y que no es la responsable de la

duracion del anestro postparto (Clarke et al., 1984).

Efecto en LH

La secrecion pulsatil de LH es baja durante la gestacion y permanece asi hasta los
primeros dias postparto, luego el amamantamiento mantiene la reduccion de la
frecuencia de secrecion de GnRH/LH (Arroyo et al., 2009; Mandiki et al., 1990). Jenkin
et al. (1977) evaluaron el efecto de GnRH en ovejas en anestro postparto lactando o sin
amamantar y encontraron que el pico maximo de LH fue de 50 % comparado con
ovejas ciclicas en las primeras 2 semanas postparto, sin embargo, a partir de la
semana 3, el pico fue similar entre las ovejas sin amamantar Yy ciclicas, mientras que
en las lactantes fue de 65 %, y no fue sino hasta la semana 8-10 que se igual6 la
respuesta (90 %) entre todos los grupos. Estos investigadores atribuyen la respuesta
en parte a la baja concentracion de LH en la hip6fisis que fue de 40 % respecto a las
ciclicas en la semana 1-2 y similar para la semana 8. Aparentemente entre los grupos
postparto la diferencia la hizo la lactancia. En el estudio de Clarke et al. (1984)
encontraron, sin embargo, que los niveles de LH en la hipdfisis se restablecen en las
primeras 2 semanas postparto en ovejas lactando. En vacas, el amamantamiento
incrementa la sensibilidad del hipotalamo al efecto de retroalimentacion negativa del E2
y como consecuencia disminuye la frecuencia de secrecion de GnRH/LH (Acosta et al.,
1983).

En el anestro postparto de ovejas que amamantan, la frecuencia reducida de LH, mas

gue la concentracion o amplitud de un pulso, es la responsable de que no se dé el



suficiente estimulo para causar la ovulacion (Clarke et al., 1984). La frecuencia de
secrecion de LH es afectada por el nUmero de corderos que una oveja amamanta. Esta
frecuencia es menor en ovejas que amamantan 2 cordero que uno (p<0.05; Poindron et
al., 1980).

Efecto del amamantamiento en E2

Durante el amamantamiento, se incrementa la sensibilidad del hipotalamo al efecto de
retroalimentacion negativo del E2 sobre la secrecion de GnRH (Gallegos-Séanchez et al.,
2009). También, hay evidencia que sugiere que hay menor nivel de estrégenos en
sangre y menor crecimiento folicular en ovejas en anestro postparto que en aquellas en
el anestro estacional (Clarke et al., 1984). Ademas, del dia 1 al 3 del postparto, hay

menor numero de receptores Ez en la hipofisis (Smart et al., 1994).
Ovulacion

El pico preovulatorio y la ovulacién no ocurre en ninguna oveja en el dia 1 postparto
como respuesta al estradiol, ain con la aplicacion de Naloxone; posiblemente debido a
la insuficiencia de LH en la hipofisis y no a la inhibicién por los POE (Smart et al.,
1994). Sin embargo, segun estos investigadores, el pico preovulatorio ocurre, con el
estimulo de 50 ug de Ez, a partir del dia 7, independientemente de si las ovejas lactan o

no.

En ovejas de pelo amamantando, entre el 21 y 24 % ovulan por primera vez alrededor
del dia 25 postparto (Montiel-Castelan, 2014) mientras que en otro estudio se encontrd
que la primera ovulacién ocurri6 el dia 53 + 4 d (Cruz Espinoza, 2011). La
determinacién de la primera ovulacién la realizaron por medio de progesterona. La
primera ovulacion postparto pronto se luteiniza, ya que existe pronta liberacion de
PGFa2 desde el endometrio, debida presumiblemente a la alta secrecion de oxitocina

inducida por el amamantamiento (Yavas and Walton, 2000).
Los péptidos opioides enddgenos

Los péptidos opioides enddgenos (POE) se sintetizan por una de 3 familias de genes:

proopiomelanocortina, proencefalina o prodinorfina, y uno o mas de cada familia tiene
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la capacidad de inhibir la secrecion de LH (Malven, 1986). Los PEO tienen afinidad por
al menos 5 receptores: U, K, 3, o, E (Cosgrove et al., 1993) y la aplicacion de
antagonistas especificos para cada receptor incrementa la secrecion de LH en todos
los casos, aunque parece ser que el u tiene el efecto inhibitorio mas alto (Dobek et al.,
2013).

En las ratas, el amamantamiento incrementa la secrecion de p-endorfina, por lo que es
posible que los POE puedan inhibir la secrecion de LH en especies domésticas durante
el postparto (Newton et al., 1988). En ovejas, durante el amamantamiento se
incrementa la secrecién de B-endorfina al sistema porta hipotalamo-hipofisiario (Gordon
et al.,, 1987). Por otra parte, Connor et al. (1990) observaron que la separacién del
becerro a los 30 dias postparto, por 48 h, disminuye la concentracion de B-endorfina en
el hipotalamo. La administracion de Naloxone (antagonista de opioides) al inicio del
periodo postparto, incrementa la secrecion pulsétil de LH, no obstante, se desconoce
qué tipo especifico de POE inhibe (Ahmadzadeh et al., 1998) posiblemente sea la -
endorfina y dinorfina tipo A (Malven, 1986). El efecto de los POE actua hasta afectar a
la GnRH, ya que la administracion cronica de morfina en ratas reduce la secrecion de

GnRH en sistema porta (Malven, 1986).

En el postparto de ovejas amamantando, el Naloxone incrementa la secreciéon de LH
(Lozano et al., 1998), sin embargo, sus resultados arrojaron que el efecto del Naloxone
podria ser independiente del amamantamiento, ya que el destete no incrementd la
secrecion de LH en ese experimento (Newton et al., 1988) contrario a lo que ocurre en
las vacas (Malven, 1986), sin embargo, los autores proponen que posiblemente se
debi6 a que el destete por 3 d no fue suficiente para romper el efecto del
amamantamiento y generar diferencias (Newton et al., 1998). En otro estudio (Dobek et
al. (2013) encontraron que la aplicacién de Naloxone increment6 la secrecion de LH en
todas las ovejas en el experimento, en el momento del amamantamiento o después de
este. Los estudios indican que los POE estan altamente relacionados con la regulacion

del efecto del amamantamiento en el anestro postparto.



La leptina

La leptina es un metabolito que se relaciona con el estatus energético en los animales,
sobre todo con los depdsitos de grasa (Tena-Sempere, 2015). En ratas los niveles
bajos de leptina se relacionan con el amamantamiento intenso; sin embargo, esto se
debe al balance energético, mas que al estimulo del amamantamiento por si mismo. La
leptina parece indicar un bajo nivel energético aun cuando la rata lactando tiene buen
nivel de reservas grasas, mientras que el destete aumenta rapidamente los niveles de
leptina (Smith y Grove, 2002).

La leptina puede suprimir la sintesis y expresion de ARNm de NPY en el ARC a través
de la expresion de receptores en las neuronas que lo producen, mientras que la
supresion de la leptina en el amamantamiento incrementa el NPY, por lo que el
amamantamiento incrementa la sintesis de NPY en el ARC. Lo importante de estas
conexiones es que al parecer el NPY conecta con las neuronas productoras de GhnRH y
podria ser un regulador del efecto del amamantamiento en el anestro postparto (Smith
y Grove, 2002).

Manejo del amamantamiento para reducir el anestro postparto

El manejo del amamantamiento, ya sea por destete temporal, amamantamiento
controlado, o el destete total, reduce el estimulo negativo sobre la secrecion de
gonadotropinas y acorta el periodo de tiempo para que el reinicio de la actividad

reproductiva en las ovejas ocurra.

El destete de los corderos a los 7 dias postparto y su alimentacion con sustituto de
leche es una estrategia para reducir el anestro postparto. Con esta estrategia se ha
llegado a que 28 % de las ovejas manifiesten estro durante los primeros 30 d postparto
y que se reduzcan los dias a la primera ovulacion, ademas, se mejora el porcentaje de
prefiez (76 vs 28 %; p<0.05) y prolificidad (1.9 vs 1.4; p<0.05) en comparacion con el
amamantamiento continuo cuando se combina con la aplicacion de progesterona y

eCG (Camacho et al., 2008). Una desventaja del destete temprano es que hay



detrimento del desarrollo y sobrevivencia de los corderos (Pérez-Herndndez et al.,
2009).

El amamantamiento controlado consiste en mantener a las crias y las madres en
corrales separados, sin contacto fisico o visual, y amamantar a las crias por uno o
varios periodos cortos de tiempo al dia. La separacion se realiza una vez que ha
ocurrido el reconocimiento materno, el consumo de calostro y que la cria esta en
condiciones para consumir alimento sélido; generalmente entre los 7 y 10 d de edad.
Existe la modalidad de amamantar por 30 min al dia. Con este método se ha logrado
que el 28 % de ovejas Pelibuey ovulen alrededor de los 30 d postparto contra ninguna
con amamantamiento continuo (Ronquillo et al., 2008). También se mejor6 la tasa de
prefiez (72 vs 28 %; p<0.001) y la prolificidad (1.9+0.2 vs 1.4+0.2; p<0.05) comparando
con el amamantamiento continuo y combinando estos tratamientos con progesterona y
eCG. En otro estudio se encontrd que la ovulacion a los primeros 56 d postparto (18.8
vs 25.0 %) fue similar entre ovejas con amamantamiento continuo y controlado, pero el
amamantamiento controlado redujo los dias a la primera ovulacion (41.9 vs 52.6;
p<0.05; Pérez-Hernandez et al., 2009).

La modalidad del amamantamiento controlado por 2 periodos de 30 min al dia mejora
también el comportamiento reproductivo postparto de las ovejas, con la ventaja de que
el crecimiento de los corderos es menos afectado en comparaciéon con el
amamantamiento por 30 min al dia. Al respecto, Morales et al. (2004) reportaron que
bajo esta modalidad se increment6 el nimero de ovejas que ovularon de 70 a 88.8 %
(p<0.05) y redujo los dias a la primera ovulacion de 60.5 a 52.6 (p<0.05) comprando
con el amamantamiento continuo. En otro experimento, Morales-Teran et al. (2011)
encontraron que se increment6 también la proporcién de ovejas que ovularon, pero, los
dias a la primera ovulacion no fueron diferentes (51.1 vs 56.7). Estos autores no
detectaron diferencias en el peso de los corderos entre el amamantamiento restringido
y el continuo, ya que los corderos alcanzaban a consumir suficiente leche; asimismo, al
momento del destete no se causan los mismos niveles de estrés que se presentan en

las madres y crias que amamantan continuamente. En otro experimento, sin embargo,



el peso de los corderos en amamantamiento restringido solo fue similar al continuo del
nacimiento hasta el dia 41 de edad, y de alli hasta el dia al 60, el peso de los corderos
en amamantamiento continuo fueron superior por 1 kg (p<0.05; Castillo-Maldonado et
al., 2013).

Hay estudios como el de Mandiki et al. (1990) donde el amamantamiento fue por 15
min, 3 veces al dia en ovejas Texel, pero no encontraron diferencias en los dias al
primer celo (40.4+19.8 vs 44.6+11.8 d; p>0.05), y en la frecuencia de secrecion de LH
(2.5 vs 2.0 pulsos). Sin embargo, el anestro postparto fue mayor cuando las ovejas
parieron en temporada de anestro estacional que en la época reproductiva (75.4 vs
42.5 d; p=<0.05). El peso de los corderos que se alimentaron 3 veces contra el
amamantamiento at libitum no fue diferente (p<0.05). Ademas, en este experimento, el
namero de corderos por oveja no afectd la duracidén del anestro postparto. Es posible
que los resultados se deban a que la frecuencia de amamantamientos fue alta y
suficiente para inhibir la secrecién pulsatil de LH, ademas, el efecto negativo se reforzé

cuando el anestro postparto coincidié con el estacional.

El efecto macho y su relacion con la duracién del anestro de ovejas

El efecto macho se descubrié cuando se detectd que la separaciéon y reintroducciéon de
sementales en ovejas en anestro estacional adelantaban la actividad reproductiva
(Martin y Scaramuzzi, 1983). Actualmente se sabe que el efecto macho podria ser
efectivo en cualquier etapa reproductiva, y en todas las partes del ciclo estral cuando
las ovejas se encuentran en época reproductiva (Hawken et al., 2007). En ovejas en
anestro estacional el efecto macho causa que se alargue la época reproductiva y se
reduzca la de anestro (Rosa y Bryant, 2002). En el anestro postparto también es
efectivo, sin embargo, la eficacia se reduce cuando coincide con el anestro estacional
(Pearce y Oldham, 1988). En el anestro postparto durante la época reproductiva, el
efecto macho es una buena alternativa para inducir el reinicio de la actividad

reproductiva (Salloum y Claus, 2005).
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El efecto macho se puede utilizar como una estrategia que se ajusta a la filosofia
“Limpio, Verde y Etico”, que busca, entre otras cosas, no utilizar sustancias hormonales

0 quimicas en los sistemas de produccion (Martin et al., 2004).

Vias de estimulacion

El efecto macho ocurre principalmente a través de la emision de feromonas, pero
también se ha descubierto que es importante el contacto fisico del semental con la
hembra, los estimulos visuales y las vocalizaciones. Por lo tanto, para que el efecto
macho se maximice es necesaria la interaccibn de todas las vias de estimulacion
(Delgadillo et al., 2009).

El efecto de las feromonas

El efecto macho ocurre principalmente via feromonas (Martin y Scaramuzzi, 1983).
Knight y Lynch (1980) mostraron que untar cera de glandulas sebaceas o la exposicion
de lana de sementales a ovejas en anestro estacional, induce la ovulacién, pero esto
no ocurre cuando se usa orina. En otro experimento, la exposicion a lana también
indujo la ovulacién (Knight et al., 1983). Se concluy6 que las sustancias que ejercen el
efecto macho se secretan por la piel y que se impregnan en la lana, al menos en

ovinos.

No obstante que se han identificado compuestos de acidos grasos mezclados, no se ha
logrado aislar las feromonas o sustancias exactas responsables del efecto macho
(Rosa y Bryant, 2002). Después de muchos ensayos sin resultados positivos, se ha
llegado a proponer que tal sustancia podria ser derivada de la fermentacion bacteriana

de exudados de la piel que se impregnan en la lana (Hawken y Martin, 2012).

Una feromona se puede definir como una sustancia o pocas sustancias bien
identificadas que inducen una respuesta programada no aprendida, especifica, no
sustituible, y casi estrictamente para una especie (Martin et al., 1986). En este sentido,
el término feromona no se ajusta a las caracteristicas de las sustancias que ejercen el

efecto macho, ya que no se han identificado las sustancias exactas, no se sabe si son
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especificas y parece ser que el aprendizaje esta involucrado (Hawken y Martin, 2012;
Martin et al., 1986).

Mecanismo involucrado

En las ovejas las feromonas parecen actuar por uno o ambos sistemas olfatorios: el
sistema principal y/o el accesorio, los cuales proyectan conexiones neuronales hacia el
hipotdlamo (Martin y Scaramuzzi, 1983). El sistema olfatorio principal (SOP) recibe
estimulos de la mucosa olfatoria y conecta con el SNC via bulbos olfatorios principales,
los cuales proyectan hacia la corteza olfatoria, y posteriormente a la amigdala y el
férnix para llegar hasta el POA (Martin et al., 1986). El sistema olfatorio accesorio
(SOA) recibe informacion del 6érgano vomeronasal (érgano de Jacobson) que lleva
impulsos al SNC a través de los bulbos olfatorios accesorios (Martin et al., 1986), luego

el impulso cruza la amigdala, a la estria terminalis, el nicleo Bed, y finalmente al POA.

En ovejas el SOP es el mas importante en la transmision del efecto macho, ya que el
dafo del bulbo olfatorio accesorio no impide el efecto macho (Cohen-Tannoud;ji et al.,
1989), pero la destruccion del SOP si reduce la respuesta al efecto macho (76 vs 23 %
de ovulaciones; p<0.05; entre testigo y andésmicas), y el SOA no puede suplir esta
funcién, por lo que se confirma la preponderancia del SOP en el control del efecto
macho via feromonas (Gelez y Fabre-Nys, 2004). También, la inactivacién del nucleo
cortical de la amigdala, que es la via de transmision de impulsos nerviosos del SOP,

inactiva la respuesta de las ovejas al efecto macho (Hawken y Martin, 2012).

El SOP en ovejas parece estar implicado en las reacciones que implican aprendizaje o
cognitivas (Cohen-Tannoudji et al., 1989), mientras que el accesorio en las reacciones
rapidas; posiblemente sea la primera via en el primer contacto hembra-macho y
posteriormente ceda su lugar al SOP; este ultimo es mas evolucionado considerando
las especies en las cuales es o no funcional (Gelez y Fabre-Nys, 2004). Por otra parte,
el hipocampo también parece estar involucrado en el aprendizaje y las interacciones
hembra-macho, posiblemente mediado por el incremento de LH y estradiol inducidos

por el efecto macho (Hawken et al., 2009).
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La forma especifica por la cual el estimulo del efecto macho llega hasta las neuronas
GnRH es aun desconocido, pero cabe la posibilidad de que las kisspeptinas estén
involucradas, ya que estas se activan con la introduccion de tal estimulo (Fabre-Nys et
al., 2015). Las kisspeptinas, en conjunto con la dinorfina y la neuroquinina, en el ARC,
median el efecto de las feromonas sobre la secrecibn de GnRH (Hawken y Martin,
2012). Una prueba de ello es que la aplicacion de antagonistas a Kp una hora antes de

la introduccion del macho bloquea el incremento de la secrecién de LH.

El contacto directo macho-hembra

La sola exposicion de las ovejas a las feromonas del macho incrementa la secrecion
pulsatil de LH y la ovulacién en un porcentaje de estas, sin embargo, el contacto directo
hembra-macho es mas efectivo, ya que convergen las feromonas, el contacto fisico,
visual y auditivo (Fabre-Nys et al., 2015). Con ello se estimula una mayor proporcion de
ovejas a ovular (95, 70, 8 %; p<0.01) en comparacion con solo las feromonas o sin

efecto, respectivamente (Pearce y Oldham, 1988).

La efectividad del efecto macho con contacto directo hembra-macho esta altamente
relacionada con la libido del macho (Rosa y Bryant, 2002), y la libido por su parte
depende del nivel de testosterona, y la testosterona afecta la cantidad de feromonas
producidas (Hawken y Martin, 2012). En el anestro estacional, los machos con libido
alta (tratados con testosterona) inducen mayor proporcién de ovulaciones que machos
con baja libido (95 vs 78 %; p<0.02; Perkins y Fitzgerald, 1994); lo mismo sucede
cuando las ovejas ademas se encuentran lactando (30 vs 17 %; p<0.05; efecto macho
por 4 d), pero la respuesta es menor, y no se mejora con el destete por 24 h (24 vs 20
%; p>0.05; Signoret et al., 1982). La mayor efectividad de los machos con libido alta se
debe a que los eventos de cortejo son mayores que los de baja libido (Perkins y
Fitzgerald, 1994), aunque también puede ser debido a la mayor produccion de

feromonas.

Una de las teorias de la efectividad del efecto macho en contacto directo con las
hembras es que causa la ovulaciéon debido al estrés que genera la el contacto, sin

embrago Gelez y Fabre-Nys (2004) encontraron que el efecto de la introduccion del
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macho no es estrés, sino lo contrario. Hay menor proporcion de ovejas que se acercan
al macho con las orejas hacia atras, menores bramidos y mayor nimero de ovejas que
se mueven en direccion al macho en comparacion con el uso de lana de oveja como
estimulo (p<0.05).

Los estimulos visuales

Las imagenes de machos proyectadas a ovejas anéstricas ejercen incremento de LH.
Se ha logrado inducir actividad reproductiva por efecto macho en ovejas desprovistas
de los bulbos olfatorios con la sola presencia del macho, mientras que el uso de la lana
sola no lo logra; aunque en esto podria estar involucrada la experiencia de las hembras
cuyo aprendizaje predispuso a la respuesta sexual (Martin et al., 1986). En el estudio
realizado por Pearce y Oldham (1988) encontraron que el 45 % de ovejas que tuvieron
contacto visual con macho via una reja ovularon, comparado contra el 13 % en aquellas
sin contacto (p<0.05). Esto indica que los estimulos visuales en el efecto macho son

complementario al efecto de las feromonas y contacto macho-hembra.

El efecto en el eje reproductivo
La frecuencia de LH

En las hembras ovinas el efecto macho incrementa la frecuencia y amplitud de los
pulsos de secrecion de LH en los primeros 10 min del contacto (Martin et al., 1980;
Poindron et al., 1980). Esta respuesta es variable y puede ser baja (con cambio de
frecuencia de secrecion de LH pero sin ovular), media (cambio de frecuencia, alta
amplitud y ovulacion) y alta (con alta frecuencia, amplitud similar a animales con pico
preovulatorio y ovulacion; Martin et al., 1980). En un estudio con ovejas primerizas, por
ejemplo, la frecuencia de secrecion pulsatil de LH fue de 0.96 pulsos h' con efecto
macho contra 0.33 pulsos h en las testigo (Knights et al., 2002); ademas, el cambio de
frecuencia lleva al cambio en la concentracion de LH en sangre (Hawken et al., 2009).
La frecuencia de secrecion de LH se mantiene alta por al menos 12 h, pero la amplitud

empieza a caer 2 h después (Martin y Scaramuzzi, 1983).

En un principio, la amplitud de los pulsos de secrecion de LH, causados por el efecto

macho, no es importante en la ovulacion, ya que animales con frecuencia de LH alta
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ovulan, en comparacién con los que tienen baja frecuencia, indistintamente de la
amplitud de los pulsos (Martin et al., 1986). En ese sentido, Knights et al. (2002)
encontraron que ovejas con frecuencia de secrecion de LH alta (7.7+0.5 pulsos en 8 h)
ovularon en 100 % de los casos, mientras aquellas con frecuencia baja no ovularon (2.7
+ 0.8 pulsos) aun con la amplitud de los pulsos de LH similar en ambos grupos (4.5 ng
mL-1; p>0.05).

El pico preovulatorio de LH

El pico preovulatorio de LH en ovejas en anestro estacional con el efecto macho puede
ocurrir alrededor de las 30 h después del primer contacto con el macho (Martin y
Scaramuzzi, 1983) cuando el estimulo producido es suficiente. Esto coincide con lo
reportado por Oldham et al. (1979) quienes obtuvieron que el inicio del pico
preovulatorio ocurrié a las 27 h de inicio del efecto macho. El pico preovulatorio con el
efecto macho es resultado del estimulo de la produccién de estradiol a nivel ovarico, ya
que un pulso de LH es capaz de inducir un pulso de secreciéon de estradiol (Martin y
Scaramuzzi, 1983). La presencia frecuente del macho es necesaria hasta lograr el pico
preovulatorio, porque el retiro del estimulo antes de tiempo reduce nuevamente la

frecuencia de secrecion de LH (Martin et al., 1986).

La longitud del ciclo estral y presentacion de estros

Aproximadamente la mitad de las ovejas que ovulan por primera vez con el efecto
macho tienen un ciclo estral corto de aproximadamente 6 d (Lassoued et al., 2004). La
siguiente ovulacion, que también es sin  manifestacion de estro, ocurre
aproximadamente a los 6 d después, y tiene una duracién normal de 17 d, la tercera
ovulacién ocurre ya con manifestacion de estro (Martin y Scaramuzzi, 1983). La otra
mitad de las ovejas tienen el primer ciclo estral de longitud normal, y la primera
manifestacion de estro se observa 17 a 18 dias después de la primera ovulacion, en el
segundo ciclo estral, unos 24 o 25 dias después de la introduccién del macho. Es
posible que el porcentaje de ciclos cortos en un rebafio se vea afectado por la libido de

los machos utilizados, Perkins y Fitzgerald (1994) reportaron que el porcentaje de celos
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cortos fue de 18 y 40 % cuando el macho fue de libido alta contra baja,

respectivamente.

La aplicacién de una dosis de progesterona antes de la introduccion del macho evita
los ciclo cortos, pero sélo un tratamiento con progesterona por alrededor de 10 d antes
del macho provoca un ciclo estral normal, con manifestaciéon de estro en la primera
ovulacion (Martin et al., 1986). Aparentemente el efecto de la progesterona en la
prevencion de los ciclos cortos se debe a que retrasa el pico preovulatorio y da tiempo
suficiente al eje reproductivo para prepararse para la ovulacion (Martin y Scaramuzzi,
1983). Los ciclos cortos también podrian deberse a la formacion de cuerpos liteos con
reducida capacidad para producir progesterona (Martin et al., 1986). En ese sentido,
Cushwa et al. (1992) encontraron que el 82 % de ovejas que ovularon con efecto
macho tuvieron < 0.50 ng mL* de progesterona; tal concentracion se considerada para
diagnosticar ausencia de un CL, sin embargo, se confirmé la presencia de los mismos

por laparoscopia.

En ovejas en anestro con 14 d postparto, el efecto macho induce la ovulaciéon unos dias
después; sin embargo, la manifestacion de estro ocurre entre 49 y 79 d postparto; a
medida que avanzan los dias postparto la velocidad de la respuesta manifestada en la
ovulacion incrementa, pero se reduce el intervalo entre la primera introduccién del
macho y el estro (Geytenbeek et al., 1984). En otro estudio, alrededor del 60 % de

ovejas con efecto macho presentaron estro al dia 40 postparto (Lassoued et al., 2004).

Ovulacién

En los primeros estudios sobre el efecto macho en anestro estacional de ovejas se
encontré que alrededor de la mitad ovulaban los primeros dias post introducciéon (Martin
et al., 1980; Martin y Scaramuzzi, 1983). Esto concuerda con lo encontrado por Oldham
et al. (1979) donde el 48 % ovularon en las primeras 96 h de iniciado el efecto macho.
Por su parte Knight et al. (1978) encontraron que entre el 39 y 70 % ovulaban entre las
65 y 72 h del inicio del efecto macho. Ademés, demostraron que la presencia de

foliculos grandes y pequefios no fue diferente respecto a las ovejas sin efecto macho,
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por lo que coincide con que el anestro estacional no causa inactividad ovarica sino falta

de ovulacion por la supresion de la secrecion pulsatil de LH.

En el anestro postparto de ovejas, el efecto macho también induce la ovulacion, sin
embargo la respuesta es mas lenta, y es en funcidon de los dias postparto, como se
muestra en el estudio de Geytenbeek et al. (1984). Ellos encontraron que el porcentaje
de ovulacion fue 0, 35, 52 y 73 para ovejas expuestas a efecto macho (diagnosticadas
por laparoscopia 4 d después del contacto) con 14, 28, 35 y 45 d postparto,
respectivamente. Aunque esto no concuerda con lo encontrado por Lassoued et al.
(2004) quienes reportaron 75 % de ovulaciones al dia 20 postparto con efecto macho
de manera continua. En ovejas de pelo en anestro postparto y amamantando, el efecto
macho indujo la ovulacion del 100 % de las ovejas contra 83 % en las testigo; la
primera ovulacidon se logré alrededor del dia 35 o 53, respectivamente (p<0.01; Cruz
Espinoza, 2011). Mientras que en otro estudio se encontré un 64.8 vs 35.7 % de ovejas
que ovularon, con 50 y 56 d a la primera ovulacion, con o sin efecto macho,

respectivamente (p<0.05).

En general, la introduccion del macho induce la ovulacion en las primeras horas
postintroduccion (Martin y Scaramuzzi, 1983), pero hay casos donde el macho estimula
de manera gradual durante varios dias la maduracién folicular y la posterior ovulaciéon
(Delgadillo et al., 2009). Para que ocurra la ovulacion es necesaria la presencia
continua del macho hasta que esta se dé; a mayor tiempo de contacto hembra-macho,
mayor proporcion de hembras que ovulan (Pearce y Oldham, 1988; Rosa y Bryant,
2002). La presencia del macho por 2 o 3 h induce el incremento transitorio de LH, pero
no la ovulacién, y ocurre el retorno al anestro 24 h después (Cohen-Tannoudji y
Signoret, 1987), pero por 8 0 24 h induce la ovulacién en al menos el 20 % de ovejas
en anestro postparto, mientras que por 4 d la causa en el 50 %, y por 15 d lo lleva al 61
% (Signoret et al., 1982). Asi mismo Knight et al. (1983) mostraron que con 2 d de

estimulo se logré un 47 % de ovulaciones 'y 75 % con 5 d.

El incremento de secrecion de LH debido al efecto macho es acompafiado del aumento

en la secrecion de estradiol (Hawken et al., 2009). Cuando se introduce el macho,
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existen ovejas con solo foliculos pequefios (< 4 mm), y por lo tanto el efecto macho no
es efectivo en este caso, sino hasta que se induzca el crecimiento de los foliculos a

tamano preovulatorio (Fabre-Nys et al., 2015).

Factores que influyen en la respuesta al efecto macho
Aislamiento previo y el cambio de machos

La necesidad del aislamiento previo macho-hembra para la respuesta al efecto macho
(Martin et al., 1986) y la existencia de un periodo refractario a la reintroduccién de los
machos es debatible (Delgadillo et al., 2009). Es probable que el aislamiento previo de
la hembra-macho no sea necesario para que ocurra la respuesta al efecto macho
(Cushwa et al., 1992), tal como lo mostré el estudio de Lassoued et al. (2004) quienes
encontraron que 100 % de ovejas en anestro postparto, con efecto macho desde el
parto, ovularon 30 d antes que las ovejas sin macho. Por su parte, Cohen-Tannoudji y
Signoret (1987) encontraron que la reintroduccion de machos por 3 h a las 2 semanas,

5d 6 1 d después del primer contacto, no afecté la secrecion de LH.

El contacto continuo de ovejas con machos por largos periodos reduce el efecto
macho, pero el cambio de macho reinicia el estimulo debido a la novedad (Rosa y
Bryant, 2002). En el estudio de Hawken et al. (2009) encontraron que el efecto macho
continuo no aumenta la frecuencia de secrecion de LH (0.26+£0.04 pulsos de LH/ 6 h),
sin embargo, basta con introducir machos nuevos al grupo de ovejas (sin necesidad de
aislar por algun periodo de tiempo) para que la respuesta incremente (0.87+0.06 pulsos
de LH/ 6 h; p<0.05). En un grupo de ovejas en anestro estacional que quedaron sin
ovular después de 65 d de contacto con machos, el 90 % ovularon después de 4 d de
contacto con machos nuevos (Pearce y Oldham, 1988). En contraste, en ovejas
postparto lactando pre tratadas con progesterona, el porcentaje de estros fue mayor
(84 vs 20 %; p<0.01) cuando se mantuvieron aislados macho-hembra antes del efecto
macho que con la presencia continua desde antes del parto (Wright et al., 1989). Los
autores no encontraron una respuesta légica. Sin embargo, en un trabajo posterior por
los mismos autores y bajo circunstancias similares obtuvieron igual proporcion de celos

entre ovejas con aislamiento o sin este (Wright et al., 1990).
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La introduccién de machos nuevos parece mantenerse en la memoria de las hembras
via proliferacion celular en el hipocampo, y regulada por la LH y E2, y dictara la
respuesta de las hembras en futuros contactos con los mismos machos (Hawken et al.,
2009).

La raza en el anestro de las ovejas

La eficacia del efecto macho varia entre razas y dentro de razas o grupos de animales
(Martin y Scaramuzzi, 1983; Pearce y Oldham, 1988). Las razas altamente estacionales
solo responden al efecto macho en los dltimos dias del periodo de anestro, mientras
gue las menos estacionales pueden responder aun en medio de la temporada de
anestro (Martin et al., 1986). En la raza Merino, el efecto macho es efectivo siempre, sin
embargo, en la Suffolk, este funcional sobre todo al final de la época reproductiva y al
principio de esta (Martin et al., 2004). La raza Awassi, que se caracteriza por ser
lechera y de alta habilidad materna, es una de las que se tienen reportes que indican
que el efecto macho no induce la actividad reproductiva cuando se aplica en el anestro
postparto, aun cuando las ovejas no estan amamantando a sus crias (Hamadeh et al.,
2001).

La experiencia con estimulos previos

El SOP proyecta hacia areas responsables del analisis cognitivo de los estimulos que
percibe el animal o de experiencias pasadas, antes de llegar al area que controla la
secrecion de LH y es posible que la experiencia podria estar involucrada en el efecto
macho (Cohen-Tannoudji et al., 1989). Se ha comparado la respuesta al efecto macho
entre ovejas con y sin experiencia previa con los machos y se encontré que en ovejas
sin experiencia no se activo la secrecion de LH, contrario a las ovejas experimentadas;
por lo que la experiencia podria estar afectando el significado que las ovejas asignan al
olor de los machos (Gelez y Fabre-Nys, 2004). Por el contrario, no se encontr6é efecto
de la experiencia previa con machos en los perfiles de secrecion de LH de ovejas
jovenes en anestro estacional; solo en variables relacionadas con la capacidad de las
experimentadas para interactuar con los machos, por lo que esta parece ser importante

en las ovejas multiparas (Hawken et al., 2008).
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El amamantamiento

Cuando se comparan ovejas en anestro postparto y anestro estacional, las primeras
ovulan en menor proporcién debido a la profundidad del anestro (Pearce y Oldham,
1988). Pero aun asi, el efecto macho en ovejas en anestro postparto lactando,
responden bien al efecto macho (84 vs 0 % de estros a los 27-44 d postparto con pre
tratamiento de progesterona; p<0.01; Wright et al., 1989) con separacion previa
hembra-macho con estimulacién continua, pero con rotacion de machos (Wright et al.,
1990). Las ovejas lactando empiezan a ovular durante los primeros 3 d del inicio del

efecto macho (Poindron et al., 1980).

Nutricion

La alimentacion restringida reduce la expresion del estro de ovejas postparto (20-37 d),
pre-tratadas con progesterona, con efecto macho en comparacibn con una
alimentacion éptima (Wright et al., 1990); probablemente debido a la reduccion de la
sensibilidad del hipotalamo al estradiol o a la baja produccién del mismo, sin embargo,
la proporcién de ovejas que ovularon fue similar. M&s aun, cuando el efecto macho se
llevé a cabo de manera continua (sin periodo de aislamiento), la restriccion alimenticia
redujo tanto el % de ovulacion como la expresion de estros (Wright et al., 1990). Por
otro lado, un plan de nutricidbn en ovejas en anestro postparto que indujo una pérdida

de peso del 12 % en 30 d no caus6 cambios en la frecuencia de secrecién de LH en

comparacién con las bien alimentadas (Lozano et al., 1998).

La kisspeptinay su efecto en la reproduccidon de los ovinos

Anatomia de la kisspeptina
La kisspeptina

La busqueda de genes inhibidores de la metastasis del cancer llevo al descubrié el gen
Kissl por (Lee et al., 1996). Segun sus descubridores, el gen Kissl se expresa en
tejidos con cancer y también en los sanos. Este codifica una proteina de 145
aminoacidos (preprohormona) que pertenece a la familia de las péptido-amidas RF y da
origen a una hormona de 54 aminoéacidos que fue llamada originalmente kisspeptina 54

0 metastina, la cual puede ser dividida enzimaticamente para formar péptidos de 10,
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13, 14 aminoacidos que también llevan el mismo nombre (Kotani et al., 2001). Los
altimos 10 aminoacidos de las Kp contienen la parte con el poder biolégico (desde el
aminoacido 112 al 121) llamada terminal C, que es responsable de la alta afinidad y
activacion de su receptor (Caraty et al., 2012; Kotani et al., 2001). La terminal C se
mantiene practicamente sin cambios entre las especies estudiadas hasta ahora
(humanos: YNWNSFGLRF, ovinos: YNWNSFGLRY, bovinos: YNWNSFGLRY, pollos:
YNWNSFGLGY; todas con la terminal NH2; Caraty y Franceschini, 2009). La
equivalencia en peso de la Kp-10 de humanos es 1ug=0.77 nmol (Ezzat Ahmed et al.,
2009).

El receptor de las Kp es conocido como receptor 54 de proteina-G-acoplada o GPR54
(Kotani et al., 2001); también se le llama Kiss1r. Asimismo, se ha descubierto que la Kp
puede actuar como agonista del receptor GPR147 (con efecto inhibitorio general de la
actividad celular), el cual se expresa en un gran numero de neuronas GnRH; pero, sus

efectos aun estan siendo estudiados (Beltramo et al., 2014).

Localizacion de las neuronas Kp

La localizacion de neuronas Kp se ha realizado principalmente por hibridacion in situ,
para detectar la expresion de ARNm de Kissl, y por inmunohistoquimica, a través del
método de fluorescencia o histoquimica para observar los péptidos Kp (Lehman et al.,
2010b).

En ovejas se ha demostrado la existencia de grandes poblaciones de cuerpos celulares
de Kp en el area predptica (POA) y en el nucleo arcuato (ARC; Smith et al., 2007). A
diferencia de los ratones, las ovejas aparentemente no tienen neuronas Kp en contacto
directo con el tercer ventriculo; area densamente poblada por Kp en ratones y que
corresponde al nucleo anteroventral periventricular (AVPV; Lehman et al., 2010b). La
mayor concentracion de células Kp es en el ARC, con aproximadamente 400, mientras
gue en el POA es de alrededor de 100 (Franceschini et al., 2006; Lehman et al.,
2010Db). En ratones es también en el ARC donde hay mayor concentracion de neuronas
inmunoreactivas a Kp (Clarkson y Herbison, 2006). Igualmente, se han demostrado

gran numero de proyecciones neuronales de Kp hacia la region interna y externa de la
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eminencia media, y en aparente contacto con pequefios capilares sanguineos
(Franceschini et al., 2006) donde las proyecciones de las neuronas GnRH terminan en

el sistema porta hipotalamo hipofisiario.

Contacto de neuronas Kp con GnRH

Parece ser, aunque no se ha demostrado completamente, que las neuronas Kp tienen
sinapsis con las neuronas GnRH (Dungan et al., 2006; Lehman et al., 2010b). Por
inmunofluorecencia se ha observado aposicion de neuronas Kp con GnRH (Clarkson y
Herbison, 2006). Aunado a ello, se ha demostrado la presencia del Kiss1lr en neuronas
GnRH del POA (Messager et al., 2005). También, el ARC proyecta terminaciones
nerviosas hacia el area interna de la eminencia media y al parecer estimula alli la
secrecion de GnRH (Jeremy T. Smith et al., 2011).

Regulacién del estradiol en la kisspeptinay GnRH

Parece ser que los esteroides regulan la secrecion de Kp a través de la expresion de
los distintos receptores en dichas neuronas. El sentido de esta regulacion depende de
los niveles de los esteroides y de si el efecto ocurre a nivel POA o ARC (Smith et al.,
2014). Es posible que la Kp sea intermediaria del efecto de retroalimentacion negativa
del E2 en las neuronas GnRH en el ARC, ya que el incremento de este inhibe la
actividad de las Kp, mientras que su disminucion estimula a las neuronas Kp (Smith et
al., 2006). En ratones, en el ARC el E2 reduce el numero de células que expresan
ARNmM Kissl y la cantidad de ARNm Kissl que expresa cada célula, mientras que en el
AVPV ocurre lo opuesto (Smith et al., 2005a).

Receptores de Ez en neuronas Kp

Se ha demostrado que los esteroides regulan la expresion del ARNm Kiss1 en los sitios
de produccion de Kp en el cerebro (Dungan et al.,, 2006). Las células que expresan
ARNmM ERa se pueden ubicar en la POA, ARC, AVPV, entre otras (Smith et al., 2005a).
En ratones, en el AVPV y ARC casi la totalidad (98.7 % a 99.8 %) de las neuronas que
expresan ARNm Kissl, también expresan ARNm ERa (Smith et al., 2005a, 2005b). Por
inmunofluorecencia se encontré6 que en ovejas el 93 % de neuronas Kp en el ARC

expresan ERa, mientras que el 50 % de neuronas Kp lo expresan en el POA
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(Franceschini et al., 2006). También, del 25 % al 30 % de las células que expresan
ARNmM Kissl lo hacen con ARNm ERB (Smith et al., 2005a). Sin embargo, parece ser
que en la hembra el ERa regula la secrecion de Kp en el ARC y AVPV, mientras que

ERP juega un papel no crucial o hasta ahora no descubierto (Smith et al., 2006).

Accion diferenciada de los esteroides en las Kp en el ARC y POA

El E2 en AVPV aumenta la secrecion de Kp, mientras que en las neuronas del ARC
inhibe la produccion de Kp (Clarkson y Herbison, 2006; Smith et al., 2006). Los
mecanismos moleculares por medio de los cuales el E2 produce efectos opuestos en la
expresion de Kissl en el ARC y AVPV son desconocidos (Caraty y Franceschini, 2009).
En ovejas la concentracion de E2 (OVX o implante con Ez) no modifican el nimero de
células que expresan ARNm de Kissl ni la cantidad de ARNm producido por célula,
pero si ocurre reduccion de la cantidad de ARNm en el ARC; por su parte la OVX tiene
efecto inverso en este nucleo, lo cual podria indicar que tanto el efecto positivo como
negativo del E2 se repercuten en el ARC; posiblemente en distintas regiones de este
nacleo (Smith et al., 2007). Se sabe que el Ez actia en el area retroquiasmatica lateral,
que contiene el ndcleo Al5 (Thiery et al., 1989). EI Al15 contiene neuronas
dopaminérgicas que son reguladas por el E2 en funcién del fotoperiodo; ademas, las
neuronas dopaminérgicas proyectan axones a las neuronas Kp del ARC que expresan
receptores D2 ( 80 % de receptores D2 en época de anestro estacional; (Goodman et
al., 2012), por lo que esta podria ser la forma en que el E2 regula a la Kp y GnRH/LH,
al menos durante el anestro estacional. También, las neuronas Kp del ARC muestran
altos niveles de activacion (expresion de fos; marcador de activacion neuronal) al
momento del pico preovulatorio, por lo que el ARC podria estar involucrado en la
regulacion de este (Smith et al., 2009). Una posible explicacion de la doble accion del
E2 en esa area es que el efecto de retro accion negativo sea constante a través del
tiempo y estados reproductivos, mientras que el positivo sea intermitente; es decir que
mientras el estradiol a niveles bajos inhibe la secreciéon de Kp/GnRH/LH, el aumento

repentino de este activa Kp/GnRH/LH y ocurre el pico preovulatorio (Smith et al., 2014).
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El estimulo de la kisspeptina en el eje reproductivo

La mutacién del receptor GPR54, en humanos y ratones, ocasiona hipogonadismo,
baja concentracion de gonadotropinas e infertilidad (Dungan et al., 2006). En estudios
se encontré que la aplicacion de Kp exdgena en ratas con GPR54 normal, indujo el
incremento de FSH y LH, mientras que esto no ocurrio en las ratas con disfuncion del
GPR54 (Messager et al., 2005). Esto llevé a pensar que la funcionalidad de Kp/GPR54
es crucial para el mantenimiento normal de la actividad reproductiva (Dungan et al.,
2006; Smith et al., 2006).

Forma de accién de la kisspeptina en la secrecion de gonadotropinas

El efecto de la Kp sobre la secrecion de gonadotropinas parece ocurrir a través de
GnRH, ya que la aplicacién de antagonistas de GnRH bloquea totalmente la secrecion
de gonadotropinas (Caraty et al., 2012; Smith et al., 2006). Ademas, el antagonista
p234 de Kp de igual forma bloquea la secrecion de LH y FSH, y evita el pico
preovulatorio de LH en ratas (Pineda et al., 2010). La dependencia de la Kp en la
GnRH en la secrecion de gonadotropinas parece clara (Smith et al., 2006), sin
embargo, hay estudios que muestran que la Kp induce la secrecién de LH y FSH en
cultivos celulares de hipdfisis (Gutiérrez-Pascual et al., 2007; Suzuki et al., 2008), y aun

mas, que podrian estar actuando a nivel ovarico (Caraty et al., 2012).

La Kp aplicada via periférica, aparentemente no cruza la barrera hematoencefdlica, y
entonces su efecto podria ocurrir en el ARC, el cual es accesible a las hormonas
circulantes, pero también es posible que las dendritas de las células GnRH se
prolonguen hasta afuera de la barrera hematoencefalica (Franceschini et al., 2006;
Thomson et al., 2004). Ademas, existe la posibilidad de que la Kp via periférica
estimule directamente la secrecién de gonadotropinas en la hipdfisis (Suzuki et al.,
2008).

Una vez que la Kp se une a su receptor, estimula la movilizacion de Ca?* al interior y
desde el interior de las neuronas GnRH como respuesta al estimulo; el Ca?* intracelular
liberado como respuesta a la Kp estimula la apertura de canales iénicos de la neurona

GnRH y con ello la entrada no selectiva de cationes, que lleva a la despolarizacion de
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la neurona (Beltramo et al., 2014); también ocurre la produccion de fosfatidil inositol
(Kotani et al., 2001).

Efecto de la Kp en la secrecion de gonadotropinas

La Kp aplicada de manera central (intracerebroventricular) o periférica (via sanguinea
principalmente) estimula la secrecion de GnRH, LH y FSH (Smith et al., 2006). En
ovejas, esto ocurre dentro de los primero 10 a 20 min (Caraty et al., 2007; Messager et
al., 2005). El origen (de humano, ovino, raton, etc.) de la Kp o el tamafio de la molécula
(Kp-10, Kp-54, etc.) no tienen efecto significativo en el estimulo que ejercen en la
secrecion de gonadotropinas (Caraty et al. 2007) por lo cual, se podria aplicar Kp de

cualquier origen y longitud sin afectar los resultados.

Efecto en GnRH

La Kp induce la secrecion de GnRH, ya que aplicada via exdgena estimula el
incremento de GnRH con cada aplicacion, y ademas, cada pico de secreciéon de GnRH
estimula un pulso de LH y el incremento de FSH (Caraty et al., 2007). Cuando la Kp se
aplica por infusién, el incremento de secrecibn de GnRH y LH también ocurre, sin
embargo, la secrecion de GnRH persiste por un tiempo después del final de la

aplicacion de Kp (Messager et al., 2005).

Efecto en la LH

La Kp estimula la secrecion de LH después de aplicada por via i.c.v. 0 via i.v.
(Thompson et al., 2004; Caraty et al., 2012) por infusién continua o por inyecciones
(Caraty et al., 2012). Independientemente del método de aplicacién y de la dosis de Kp
usada, el incremento de la secrecion de LH ocurre en los primeros 10 a 15 min

postaplicacion (Messager et al., 2005; Caraty et al., 2007).

La amplitud del incremento en la secrecion de LH es dependiente de la dosis de Kp
aplicada. En ese sentido, Caraty et al. (2007) determinaron que, en ovejas en anestro
postparto, una dosis de 25 nmol indujo mas de 2 ng mL* de LH, mientras que la de 6.2

alcanzé 1.5 ng mL1, y la de 1.6 apenas alcanzé 0.5 ng mL™*; cada dosis fue aplicada en
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una sola inyeccion. También, cuando la Kp se aplica como infusién, una dosis de 15.6

ng/h indujo un pico medio maximo de 2.8 ng mL! (Sébert et al., 2010).

La aplicacion de una dosis de Kp por inyeccion induce el incremento de secrecion de
LH que alcanza un maximo, e inmediatamente empieza a caer. Esto podria deberse a
la baja vida media de la Kp, que en el caso de la Kp-54 se reporta que es de
aproximadamente 28 min, y podria ser menor en Kp de cadena mas corta (Dhillo et al.,
2005). La creacion de analogos a Kp podria ser de gran ayuda en la solucion del
problema de la vida media de la Kp. El estimulo sobre la secrecion de LH dura entre 2 y
3 h, y es dependiente de la dosis aplicada (Caraty et al., 2007; Redmond et al., 2011).
En contraste, cuando la Kp se aplica por infusién continua o inyecciones repetidas, el
estimulo de la secrecion de LH se mantiene hasta el fin del tratamiento (Caraty et al.,
2012), pero en el caso de las inyecciones repetidas, estas deben darse por lo menos
cada hora (Redmond et al., 2011). A pesar de que la aplicacién de Kp se haga por
infusion o inyecciones repetidas, ocurre una caida en la amplitud de la respuesta
(Caraty et al., 2007), posiblemente por sobre estimulacion del sistema. La treonina
kinasa 2 parece estar relacionada con la desensibilizacién del GPR54 al competir por el
sitio de union de la proteina Gq (segundo mensajero en la asociacion Kp/GPR54) con
GPR54 (Beltramo et al., 2014). También podria deberse a la retroalimentacion negativa
del E2 al principio del estimulo de Kp, ya que la produccion inicial de E2 debida a Kp es
baja (Sébert et al., 2010).

La Kp induce el cambio de la frecuencia de secrecion de LH en ovejas. El estudio
realizado por Redmond et al. (2011) da sustento a ello. Estos investigadores usaron
como unidad experimental a ovejas prepuberes y les aplicaron cada hora, durante 24 h,
20 ug de Kp. El primer pulso de secrecion de LH en ovejas con Kp ocurrié dentro de los
15 min post Kp. La frecuencia de LH fue superior en ovejas con Kp en comparacion con
las testigos (6.0+0.0 vs 3.0+0.7; pulsos/6 h). La amplitud de los pulsos fue también

mayor en las ovejas con Kp (5.3+0.4 vs 3.1+0.4; en ng mL™).

A pesar de la reduccién de la respuesta en la secrecion de LH, el estimulo producido

por Kp en GnRH/LH es suficiente para lograr activar el efecto de retroaccion positivo
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del estradiol y el pico preovulatorio de LH (Caraty et al., 2009). La aplicacion de Kp por
al menos 24 h y una dosis de alrededor de 20 pg por hora, estimula el pico
preovulatorio de LH en alrededor del 80 % de las ovejas (Smith et al., 2014). El inicio
del pico preovulatorio en ovejas en anestro estacional tratadas con Kp ha ocurrido entre
21 y 27 h del comienzo del tratamiento, y la maxima concentracién de LH en pico
preovulatorio ha ido de 40 a 60 ng mL*? (Caraty et al., 2007; Sébert et al., 2010). En
ovejas prepuberes inicio del pico ha ocurrido a las 21+2 h, mientras que la maxima
concentracion de LH ha sido de 22+13 ng mL* (Redmond et al., 2011).

El inicio del pico preovulatorio en ovejas tratadas con Kp en el anestro estacional o
prepuberes es mas rapido en comparacion con un ciclo normal (20 vs 32 h), y podria
deberse a acciones de la Kp a nivel hipofisis (Gutiérrez-Pascual et al., 2007) o en el
ovario (Castellano et al., 2006), donde se ha demostrado la expresion de receptor a Kp
y el Kissl (Caraty et al., 2012). Sin embargo, la reduccion del tiempo del desarrollo de
la fase folicular abre dudas sobre la calidad de los foliculos ovulados y sus ovocitos o

embriones (Caraty et al., 2012).

El pico preovulatorio debido a la accion de la Kp en GnRH/LH induce la ovulacion. En
ovejas en anestro postparto esta ha alcanzado el 80 % (Caraty et al., 2007), mientras

gue en ovejas prepuberes ha sido del 66 % (Redmond et al., 2011).

Efecto en la FSH

La Kp induce la secrecion de FSH, pero a diferencia de la LH, el incremento es menor y
se mantiene por mas tiempo; lo cual pueda indicar que existe otro mecanismo paralelo
de estimulacion de la FSH, y podria ser el efecto directo en la hipdfisis (Caraty et al.,
2007). En el anestro estacional la Kp por infusién induce el incremente de FSH hasta
en 30 % (Sébert et al., 2010).

Efecto en el E2

El efecto de la Kp en la ovulacion de ovejas en anestro postparto podria ocurrir a través
de la activacion del estimulo de retroalimentacion positiva del estradiol (Caraty et al.,

2012). Sebert et al. (2010) encontraron que la administracion de Kp en ovejas en
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anestro estacional indujo el aumento rapido y sostenido de E2 en plasma a partir del
inicio de la Kp en ovejas que posteriormente tuvieron pico preovulatorio y ovularon. Las
medias de E2 fueron 0.79+0.12, 2.05+0.18 y 4.26+0.47 ng mL%, antes de la Kp, a las 5
h, a las 10 h y la maxima concentraciéon a las 18.7 h de iniciado el tratamiento,
respectivamente. Este incremento de E2 también ocurre en ovejas prepuberes tratadas
con Kp (Redmond et al., 2011)

Accion de la Kp en la hipdfisis

Es posible que la Kp actue directamente en la hipofisis y estimule la secrecion de LH y
FSH a la par que la GnRH. Esto en parte porque se localizan terminaciones neuronales
Kp en la zona externa de la EM de las ovejas, y ademas el receptor GPR54 se expresa
en la hipodfisis (Caraty et al., 2009). También, se ha demostrado la existencia de los
genes de GPR54 y Kissl en células de la hipofisis cultivadas in vitro de ratas hembras

y machos (Gutiérrez-Pascual et al., 2007).

Se han realizado ensayos para tratar de esclarecer el efecto directo de la Kp en la
secrecion de LH y FSH, sin embargo, hay contradiccion en los resultados (Caraty et al.,
2012). Por ejemplo, el tratamiento de células de la hipdfisis anterior incubadas con Kp
no incremento la sintesis de LH y FSH (Thompson et al., 2004). Por otra parte, Matsui
et al. (2004) reportaron que el cetrorelix (antagonista de GnRH) bloquea la secrecién de
LH y FSH e indica que sin GnRH la Kp no estimula la secrecion de gonadotropinas. Por
otro lado, Gutiérrez-Pascual et al. (2007) encontraron que la incubacion de células de la
hipdfisis con Kp si induce la secrecion de LH en ratones, tanto en hembras como en
machos, y que en el cultivo de células GnRH con células de la hipdfisis, la Kp potencié
la respuesta en secrecion de LH (p<0.05). También, Suzuki et al. (2008) reportaron que
la Kp incrementa la secrecion de LH en la hipdfisis de cerdos y bovinos machos entre
27 y 41 % (p<0.05); sin embargo, parece ser que la Kp sola es menos potente que
GnRH en la induccién de la secrecion de LH de la hipdfisis anterior. La Kp estimula la
secrecion de LH y FSH en cultivos celulares de hipofisis, sin embargo, en el estudio de
Smith et al. (2008) con ovejas desconectadas entre el hipotalamo e hipdfisis no hubo

respuesta a la Kp i.v., ademas, muestrearon Kp en la circulaciéon porta hipofisiaria y
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encontraron bajos niveles de Kp que no fueron capaces de inducir efectos

significativos.

Por otro lado, la GnRH y Kp podrian estar secretandose a un mismo tiempo en la
circulacion portal hipofisaria y actuar en la hipofisis anterior para potenciar la secrecion
de LH o sumar en la secrecién de la misma de manera directa. También podria ser una
prueba de que el cerebro controla la secrecion de LH de la hipdfisis por medio de otros

péptidos, no sélo con la GnRH (Suzuki et al., 2008).

Accion de la Kp en el ovario

Es posible que la Kp también actue directamente en el ovario durante la ovulacion. La
administracion de eCG sola o con hCG incrementa el ARNm de KiSS-1 en el ovario
antes de la ovulacion (Castellano et al., 2006). Por otra parte, las células de la
granulosa expresan el gen Kissl y GPR54, lo cual podria significar que la Kp actla

modulando la produccion de esteroides (Caraty et al., 2012).

Vias y métodos de administracion de kisspeptina
Vias de administracion

Las vias de administracibn de Kp han sido principalmente tres: la
intracerebroventricular, la intramuscular y la intravenosa, aunque también se ha
aplicado via subcutédnea e intraperitoneal. Todas vias de administracion mencionadas
aumentan la secrecion de LH, FSH y Ez, pero solo por la intravenosa se ha logrado

inducir el pico preovulatorio y la ovulacion (Lehman et al., 2010Db).

La via intracerebroventricular consiste en colocar canulas en el tercer ventriculo del
cerebro. Se ha realizado en ovejas, ratas y ratones, entre otras especies (Messager et
al., 2005; Thomson et al., 2004). Una ventaja de esta via es que se coloca la Kp en el
area de accion y evita la inactivacion que ocurre en el torrente sanguineo via los
diferentes sistemas del cuerpo. Una desventaja es la necesidad de equipo altamente

especializado para llevarla a cabo.
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La via de administracion intramuscular hace el uso mas practico de la Kp (Ezzat Ahmed
et al., 2009). Sin embargo, parece ser que podria ser menos efectiva que la i.v. debido,
probablemente, a la inactivacion de la Kp, ya que tarda mas tiempo en llegar al érgano

blanco.

La aplicacion de Kp via intravenosa es hasta ahora la mas efectiva en la estimulacion
de la secrecidon de gonadotropinas, y tiene 3 variantes: una sola inyeccion, inyecciones
repetidas en un intervalo de tiempo, o la infusién continua (Smith et al., 2014). Tiene la
ventaja sobre la i.m. de que llega mas rapido al sitio de accién y que es facil de llevar a

cabo, excepto en el caso de la infusion continua, donde se necesita equipo sofisticado.

Métodos de aplicacion de kisspeptina
Administracion por infusiéon

La administracion de Kp por infusion se realiza por medio de bombas. Las bombas
deben estar conectadas por un conducto hasta el catéter insertado en la vena yugular
del animal que recibird la Kp. Estas bombas tienen programada la dosis que se
suministrara por unidad de tiempo y pueden trabajar continuamente por dias. Se han
hecho estudios que validan esta metodologia y con los que se ha logrado incrementar
la secrecion de LH, FSH, E2, y ademas inducir el pico preovulatorio y la ovulacion en
ovejas (Caraty et al., 2007). La infusién de Kp ejerce un estimulo continuo, a diferencia

de las inyecciones.

Administracion por inyecciones intermitentes

La administracion de Kp por inyecciones intermitentes hace la aplicacion de la Kp mas
practica, ya que no se debe tener equipos sofisticados. Los que se busca con este
método es simular la secrecién pulsatil de GnRH/LH, por lo cual la aplicacion de la Kp
se hace cada hora; ademas de buscar evitar la sobre estimulacion que lleve a la
desensibilizacion del GPR54 y la reduccién de la respuesta (Redmond et al., 2011).
Con este méetodo se ha logrado inducir el pico preovulatorio de LH y la ovulacion en

ovejas.
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El amamantamiento, el efecto macho y kisspeptina en el anestro postparto

El balance energético negativo debido a la lactancia no parece ser un prerrequisito para
la reduccion de Kp/GnRH/LH, ya que la aplicacion de leptina o insulina no incrementa la
expresion de Kissl, NKB y la secrecion de LH (Xu et al., 2009). Pero el estimulo del
amamantamiento activa proyecciones de la médula ésea ventrolateral, y esta a su vez
transmite el estimulo a las neuronas NPY presentes en el ARC, las cuales parecen
conectar con las neuronas GnRH (Smith y Grove, 2002). También, activa areas del
hipotalamo, como el POA y el ARC, que estan implicadas en la secrecion de GnRH
(Smith y Grove, 2002), y donde existe un mayor nimero de neuronas Kp que en otras
areas del hipotalamo (Smith et al., 2007). En ratas, el amamantamiento inhibe, al
menos en parte, la expresion del gen Kissl y sus productos en el ARC, mientras que la
aplicacion de Kp i.c.v. incrementa la frecuencia de secrecion de LH (Yamada et al.,
2007). El amamantamiento también reduce la NKB, mientras que los niveles de Dyn
permanecen sin cambios (Smith et al., 2010). Por ello, la inhibicion de la Kp y NKB
puede ser clave en la inhibicion de la secrecion pulsétii de GnRH/LH durante la
lactancia, pero los mecanismos aun son desconocidos (Smith et al., 2010). En ovejas
lactando es posible que un mecanismo parecido regule el anestro postparto. En este
caso el estimulo del amamantamiento, transmitido ya sea por via NPY o los POE,

podria estar inhibiendo la secrecién de Kp/GnRH/LH via Dyn y ello causaria al anestro.

Las kisspeptinas y el efecto macho parecen también estar relacionados. En cabras, se
han demostrado proyecciones neuronales desde la amigdala hasta el ARC; ademas,
en ovejas, hay activacion Fos en dicho ndcleo con el uso del efecto macho
(Jouhanneau et al., 2013). Se ha encontrado que ovejas sometidas a efecto macho
incrementan la expresion de Kiss1 ARNm y disminuye la de NKB en el ARC, mientras
que la administracion de un antagonista (P-271) de Kp bloquea completamente la
respuesta al efecto macho (Bond et al., 2013). Las feromonas del macho, via neuronas
KNDy en el ARC, podrian estar regulando la secrecion de GnRH (Hawken y Martin,
2012; Smith et al., 2014). La forma especifica por la cual el estimulo del efecto macho
llega hasta las neuronas GnRH es aun desconocido, pero cabe la posibilidad de que la

Kp esté involucrada, debido a que se activa su secrecion al momento del efecto macho
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(Fabre-Nys et al., 2015). El efecto macho funciona muy bien en el anestro estacional
(Martin y Scaramuzzi, 1983), sin embargo, la respuesta se reduce cuando las ovejas
estan lactando, aun en la época reproductiva (Pearce y Oldham, 1988). Las evidencias
sugieren que el efecto macho estimula la secrecion de Kp durante el anestro
estacional, sin embargo, la menor respuesta de las ovejas lactando al efecto macho
hace suponer que hay un agente inhibidor de la respuesta, que finalmente afectaria la

secrecion de Kp, GnRH y LH. Este agente inhibidor parece ser la lactancia misma.
La hipdtesis KNDy

En general, casi todas las neuronas del ARC que producen Kp, también secretan
dinorfina y neuroquinina (Clarke et al., 2009; Lehman et al., 2010). Las neuronas
productoras de neuroquinina B (NKB; producto del gen TAC3) y la dinorfina (Dyn),
comparten una misma distribucién anatémica con la Kp; al igual que expresan ERa
(Goubillon et al., 2000). La agrupacion de neuronas NKB, Dyn y Kp en un mismo sitio
es llamada KNDy, y juntas estan siendo implicadas en control de la secrecion de GnRH
(Lehman et al.,, 2010). Las neuronas KNDy forman una red con proyecciones
reciprocas, pero también tienen axones hacia la eminencia media y el POA (Jeremy T.
Smith et al., 2011). Las neuronas KNDy expresan receptores para NKB (de nombre
TACR3) y para Dyn, pero no para Kp (Smith et al., 2011); mientras que las neuronas
GnRH no tienen receptores a NKB ni Dyn (Amstalden et al., 2009). En ovejas, las
neuronas KNDy podrian asumir el rol de transmitir el efecto de retroaccion positiva del
E2 y el pico preovulatorio de LH (Lehman et al., 2010). Asi entonces la Kp quedaria
como enlace entre las neuronas KNDy y las GnRH, con la NKB como agente iniciador
de la secreciéon de Kp, y la Dyn como freno (Smith et al., 2014). Sin embargo, hay aun

controversia en la veracidad de esta hipotesis.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
El efecto del amamantamiento inicia en la glandula mamaria, e involucra también a la
vista y el olfato (Cutshaw et al., 1992), y viaja por complejas redes neuronales hasta el
cerebro. Se desconoce exactamente en qué centros cerebrales se expresa el efecto del
amamantamiento, pero se especula que el area preodptica (POA) y el nucleo arcuato
(ARC) podrian participar (Yamada et al., 2007). Esto se debe a que se activan durante
el amamantamiento (activacion de c-Fos) y ademas, son de los principales implicados
en el control de la secrecion de GnRH (Smith y Grove, 2002). Sin embargo, no esta
claro como inhibe el amamantamiento a las neuronas GnRH; si la inhibicion es directa

o indirecta, y de ser la Gltima, qué intermediarios participan.

La Kp podria estar regulando la secrecion de la GnRH/LH durante el anestro postparto.
En el cerebro, la Kp se encuentra en grandes concentraciones en el POA y el ARC
(Smith et al., 2007). Existen proyecciones neuronales Kp hacia las neuronas GnRH del
POA (Clarkson y Herbison, 2006), y del ARC con direccion al area interna de la
eminencia media, donde regulan la secrecion de GnRH (Jeremy T. Smith et al., 2011).
En ratas, el amamantamiento inhibe, al menos parcialmente, la expresion del gen Kissl
y sus productos en el ARC, mientras que la aplicacion de Kp i.c.v. incrementa la
frecuencia de secrecién y concentracion de LH (Yamada et al., 2007). Ademas, de
inhibir Kissl, en amamantamiento también inhibe NKB (True et al., 2011). Existe
también la posibilidad de que dinorfina inhiba Kp-NKB en las neuronas KNDy del ARC y
como consecuencia a la secrecion de GnRH, ya que la aplicacion i.c.v. del antagonista
k de opioides, que inhibe a dinorfina, incrementa la frecuencia de actividad
multieléctrica neuronal (MUA) en el ARC (Wakabayashi et al., 2010). Ademas, las
neuronas KNDy tienen ERa que son reguladas por el E2 (Smith et al., 2006). La Kp
regula la secrecion de GnRH/LH durante el anestro estacional, la época reproductiva
(Caraty et al., 2007) e inclusive en la pubertad de la oveja (Redmond et al., 2011). La
dosis de 20 p/g h' ha sido suficiente para incrementar la secrecién de LH e inducir el
pico preovulatorio en ovejas en anestro estacional (Sébert et al., 2010). Es posible que
el amamantamiento inhiba, via Kp, la secrecion pulsati de GnRH/LH y como

consecuencia el pico preovulatorio y la ovulacién en ovejas Pelibuey.
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Los efectos sociosexuales son una alternativa para reducir el efecto del
amamantamiento en el anestro postparto. Por su parte el amamantamiento controlado
induce la ovulacibn en ovejas en anestro postparto (Morales et al., 2004; Pérez-
Hernandez et al., 2009). Esto ocurre, presumiblemente por la reduccion de la
sensibilidad del hipotalamo al efecto del amamantamiento (Acosta et al., 1983). El
efecto macho es otra alternativa que influye en el retorno a la actividad reproductiva de
ovejas en anestro postparto (Salloum y Claus, 2005; Morales-Teran et al., 2011). El
macho, a través de las feromonas (Fabre-Nys et al., 2015) aumenta la secrecion
pulsatil de LH y como consecuencia puede inducir el pico preovulatorio y la ovulaciéon
en unas horas o dias después de su aplicacion (Martin y Scaramuzzi, 1983). Los
estudias muestran una relacidén entre el efecto macho y la Kp ya que hay expresion de
ARNmM de Kissl en la amigdala de ratas, la cual forma parte de la ruta que sigue la
sefal del efecto macho (Cravo et al., 2011; Kim et al., 2011). Aunque el efecto macho y
amamantamiento controlado pueden inducir con el tiempo la ovulacion en parte de las
ovejas, aun persiste un factor desconocido que evita que la totalidad regrese a la

actividad reproductiva; este podria ser podria ser la supresion de la Kp.
Por lo anterior, los objetivos de esta investigacion fueron:

a) Determinar si el amamantamiento controlado y el efecto macho, como efectos
simples o en interaccién, mejoran el comportamiento reproductivo de ovejas en

anestro postparto.

b) Probar si la aplicacién de Kp i.v. incrementa la secrecién pulsatil de LH en ovejas en

anestro postparto con amamantamiento continuo o controlado.

c) Evaluar el efecto de la aplicacion de Kp con efecto macho o amamantamiento
controlado, en la induccion del pico preovulatorio y la concentracién de LH en ovejas

en anestro postparto.
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Las hipotesis fueron:

a) El comportamiento reproductivo sera mejor en ovejas anéstricas postparto con
efecto macho mas amamantamiento controlado que con ambos efectos

independientes, o respecto al amamantamiento continuo.

b) La Kp incrementar4d en mayor magnitud la secrecion pulsétil de LH en ovejas

aneéstricas postparto con amamantamiento continuo que con controlado.

c) La Kp incrementard en mayor magnitud la incidencia de pico preovulatorio y la
concentracion de LH en ovejas anéstricas postparto con amamantamiento

continuo que con controlado o efecto macho.
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CAPITULO I. INDUCCION DE LA ACTIVIDAD REPRODUCTIVA DE OVEJAS EN
ANESTRO POSTPARTO CON EFECTO MACHO Y CONTROL DEL
AMAMANTAMIENTO

1.1. Resumen

El amamantamiento es un factor causal preponderante del anestro postparto en ovejas.
Por ello, el objetivo de este estudio fue determinar si el amamantamiento controlado y
el efecto macho, como efectos simples o en interaccion, mejoran el comportamiento
reproductivo de ovejas en anestro postparto. Se incluyeron en el estudio 60 ovejas con
1.4+£0.15 d de paridas y amamantando a sus crias. El dia 7 postparto se formaron 4
grupos: amamantamiento continuo (A; n=15), A mas efecto macho (AM; n=15),
amamantamiento controlado (R; n=15), R méas efecto macho (RM; n=15). El
amamantamiento controlado se llevo acabo 2 veces al dia por 30 min. El efecto macho
fue con un semental entero, directo en el corral, 2 veces al dia por 30 min. A partir del
dia 35 postparto se empezé a revisar la incidencia de estros en todos los grupos y toda
hembra detectada en estro se empadré con monta natural. El destete se realizé al dia
63 postparto. El diagnéstico de gestacion se hizo con ultrasonografia al dia 60 después
del empadre. Se pesaron ovejas y crias cada semana, desde el parto hasta el destete.
La interaccion del tipo de amamantamiento y efecto macho no fue significativa
(p>0.05), si los efectos simples (p<0.05). El efecto macho redujo el tiempo al primer
estro en 7 dias (p<0.001), incrementd 47 % las gestaciones (p<0.030) y aumenté la
fecundidad de 0.7 a 1.4 (p<0.002). El amamantamiento controlado redujo los dias al
primer estro en 3 (p<0.016). Se concluye que el efecto macho y el amamantamiento
controlado, como efectos simples, mejoran el comportamiento reproductivo de ovejas

€en anestro postparto.

Palabras claves: lactancia, reproduccion, oveja, carnero

1.2. Introduccién

El parto induce en la oveja cambios fisiologicos que favorecen la sobrevivencia del
recién nacido. Uno de estos cambios es el anestro. En este no influye la FSH, ya que

continla el reclutamiento y seleccion de foliculos dependientes de esta hormona
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(Mandiki et al., 1990; Rubianes y Ungerfeld, 1993). La LH es la causa del anestro
debido a que la frecuencia se encuentra reducida cuando los foliculos alcanzan la
etapa de preovulatorios (Clarke et al., 1984), por lo que el foliculo se atresia. Dos a tres
semanas después del parto, cuando ha ocurrido la involucion uterina (Rubianes y
Ungerefeld, 1993) y la recuperacion del estrés postparto, el amamantamiento mantiene

la inhibicion sobre la secrecidn pulsatil de LH y la ovulacion (Morales et al., 2004).

El amamantamiento reduce la frecuencia de secrecion de LH (McNeilly, 2001) y como
consecuencia inhibe la ovulacién y retrasa la aparicion del primer estro postparto
(Schirar et al., 1990). El efecto del amamantamiento inicia en la glandula mamaria, es
ampliado por la vista y el olfato en la interaccion madre-cria (Cutshaw et al., 1992), y
viaja por redes neuronales desconocidas hasta el cerebro; posiblemente al area
predptica (POA) y el nucleo arcuato (ARC; Smith y Grove, 2002). En un estudio se
encontré que mas del 90 % de ovejas sin cria se mantuvieron ovulando, mientras solo
el 20 % ovularon si estaban amamantando (Morales et al.,, 2004). El control del
amamantamiento, parece reducir el anestro postparto y el mejorar el comportamiento
reproductivo en ovejas y otras especies como los bovinos (Gallegos-Sanchez et al.,
1990). Varios estudios indican que incrementa el nimero de ovejas que ovulan, se
reduce el tiempo a la primera ovulacion (Morales et al., 2004; Pérez-Hernandez et al.,
2009) y aumenta la incidencia de gestaciones (Camacho et al., 2008). Sin embargo,

algunas ovejas quedan sin retornar a la actividad reproductiva (Montiel-Castelan, 2014).

El efecto macho es otra alternativa para inducir el retorno a la actividad reproductiva en
ovejas en anestro estacional (Martin et al., 1986) o en anestro postparto (Salloum y
Claus, 2005; Morales-Teran et al.,, 2011). El efecto, a través de las feromonas que
produce (Fabre-Nys et al., 2015) aumenta la secrecion pulsati de LH y como

consecuencia ocurre la ovulacion en horas o dias (Martin y Scaramuzzi, 1983).

Las ovejas en anestro postparto con efecto macho empiezan a ovular entre las 3 a 4
semanas postparto (Cruz Espinoza, 2011; Montiel-Castelan, 2014). Las investigaciones
indican que el efecto macho y amamantamiento controlado pueden mejorar la actividad
reproductiva de ovejas postparto, sin embargo aun hay variabilidad en los resultados,

por ejemplo la primera ovulacion puede variar de 65 % al 100 % (Cruz Espinoza, 2011,
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Morales-Teran et al.,, 2011). Esta variabilidad crea la necesidad de continuar la
investigacion del tema. Considerando lo anterior, el objetivo de este experimento fue
determinar si el amamantamiento controlado y el efecto macho, como efectos simples o

en interaccion, mejoran el comportamiento reproductivo de ovejas en anestro postparto.
1.3. Materiales y métodos
1.3.1. Localizacién del experimento

El experimento se realiz6 en la época reproductiva (noviembre-diciembre) para la oveja
en esta latitud. El sitio fue el Laboratorio de Reproduccion de Ovinos y Caprinos
(LaROCa) del Colegio de Postgraduados, ubicado en Montecillo, Texcoco, estado de
México. Se localiza entre 98°53 O y 19°29’ N, a una altitud de 2240 m. El clima es
templado subhimedo con lluvias en verano Cb (wo)(w)(i)g, precipitacion de 636.5 mmy

temperatura media anual de 15.2° C (Garcia, 2004).
1.3.2. Animales y alimentacion

Se utilizaron 60 ovejas Pelibuey, multiparas, con 1.4+0.15 d de paridas y amamantando
a sus crias (1.4 crias/oveja). El peso de las ovejas fue 49.80+0.82 kg y se alimentaron
con heno de avena (2 kg oveja* d!) mas concentrado (500 g ovejatd?) con 15.2 % de
proteina cruda (PC) y 2.5 Mcal EM kg?!. Los corderos fueron amamantados y
consumieron alimento iniciador a libre acceso con 20 % de PC y 3.0 Mcal EM kg* de

iniciador. Las ovejas y corderos se alojaron en estabulacion.
1.3.3. Tratamientos

El dia 7 postparto se formaron al azar 4 grupos: amamantamiento continuo (A; n=15), A
mas efecto macho (AM; n=15), amamantamiento controlado (R; n=15), RS mas efecto
macho (RM; n=15). En los grupos con amamantamiento continuo, madres y crias
permanecieron las 24 h del dia juntas. En los grupos con amamantamiento controlado,
las madres y las crias se separaron; para el amamantamiento se llevaba a las ovejas al
corral de las crias (8:00 y 15:00 h, por 30 min en cada ocasion). El efecto macho se
llevé a cabo con un semental entero con mandil, 2 veces al dia (8:30 y 15:30 h). El
semental se cambio cada dia para evitar que las ovejas se acostumbraran al macho.

Se utilizaron 8 sementales durante el periodo de estudio. Los tratamientos se aplicaron
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desde el dia 1 hasta el 63 postparto al destete. A partir del dia 35 del experimento y

hasta el dia 63, toda hembra detectada en celo recibié monta natural.
1.3.4. Toma de muestras

Desde el parto y hasta el dia 63, se pesaron las ovejas y las crias semanalmente para
evaluar el cambio de peso. Desde al dia 7 postparto y hasta el 63, en los grupos con
efecto macho, y del 35 al 63, en aquellos sin efecto macho, se registro la ocurrencia de
estros. El diagnostico de gestacion se realizé el dia 45 después del empadre, mediante
ultrasonografia. Al momento del parto se contabilizé el nimero de crias nacidas para

calcular la fecundidad y prolificidad.
1.3.5. Andlisis estadistico

Para determinar el comportamiento reproductivo se comparé la incidencia de estros, el
tiempo al primer estro, la gestacion, fecundidad y prolificidad. También se comparé el
peso de ovejas y crias cada semana de pesaje. La incidencia de estros se defini6 como
el numero de ovejas de cada tratamiento que entraron en estro por primera vez entre el
total de ovejas de cada tratamiento. El tiempo al primer estro fue el tiempo trascurrido
entre el parto y el primer estro. La gestacion se defini6 como el nUmero de ovejas
gestantes entre el total de cada tratamiento. Fecundidad fue el nimero de crias nacidas
entre el nUmero de ovejas de cada tratamiento. La prolificidad fue el nUmero de crias

nacidas entre el nimero de ovejas paridas de cada tratamiento.

Los datos de peso de ovejas y crias se analizaron con el procedimiento MIXED del
SAS. La fecundidad y prolificidad se analizaron con el procedimiento GLM del SAS
(SAS 9.0, 2002; SAS Institute; Cary, NC, USA). La comparacion de las medias se hizo
con la prueba de Tukey. La incidencia de estros y la gestacibn se compard con
regresion logistica, con el procedimiento Logistic del SAS (SAS 9.0, 2002; SAS
Institute; Cary, NC, USA).

1.4. Resultados
1.4.1. Incidencia de estros

La incidencia de estros fue similar en todos los tratamientos (p>0.05). Esta no fue

diferente entre ovejas con amamantamiento continuo y el controlado (66.7 % vs 80.0
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%; p>0.05), y con o sin efecto macho (53.3 % vs 93.3 %; p>0.05; Figura 1.I). Tampoco
hubo interaccion entre el factor tipo de amamantamiento y efecto macho (p>0.05).
Antes del dia 35 postparto, sélo 1 de 15 ovejas del RM entr6 en estro, pero ninguna en

los demas tratamientos.
1.4.2. Tiempo al primer estro

El tiempo desde el parto hasta el primer estro fue diferente en los factores estudiados

(p<0.05). Este difiri6 entre el amamantamiento continuo y controlado (p<0.016), y con o
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Figura 1. Efectos simples de los factores amamantamiento y efecto macho en la
incidencia de estros (I) y tiempo al primer estro (II) de ovejas en anestro postparto.
A= continuo; R= controlado; S= sin; M= con. Dentro de factor, columna con diferente
letra es significativa (p<0.05).

sin efecto macho (p<0.001; Figura 1.ll). Sin embargo, la interaccion entre el tipo de

amamantamiento y el efecto macho no fue significativa (p>0.05).

1.4.3. Gestacion

La gestacion increment6é en ovejas que recibieron efecto macho de 43.3 % a 90.0 %
(p=<0.030). Sin embargo, no hubo efecto del tipo de amamantamiento (p>0.05; Figura

3.1), ni de la interaccion entre este y el efecto macho (Figura 2; p>0.05).
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1.4.4. Fecundidad y prolificidad

La fecundidad increment6 con el efecto macho (p<0.002). Por otro lado, no hubo efecto
del tipo de amamantamiento, aunque existi6 tendencia (0.87+0.15 vs 1.27+0.18;
p=0.076; Figura 3.II). No hubo efecto de interaccion entre el tipo de amamantamiento y
el efecto macho en la fecundidad (p>0.05).

La prolificidad fue similar entre el amamantamiento continuo o controlado (1.44+0.14 vs
1.73£0.15; p>0.05), sin o con efecto macho (1.62+0.17 vs 1.59+0.13; p>0.05) o la

interaccion entre tipo de amamantamiento y efecto macho (p>0.05).
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Figura 2. Interaccion entre el tipo de amamantamiento y efecto macho en la gestaciéon
de ovejas en anestro postparto (p>0.05). A= amamantamiento continuo; R=

amamantamiento controlado; M= efecto macho.

41



100 41 1.8 4l

a b
%0 = 1.6 a ?
a a

801 a a 1.4 |
g 07 Z 12
= 60 -
S S 101 T
[&] 50 q S
© € 0.8 - T
o 40 A 3
O o 0.6 -

30 - L

20 | 0.4 1

10 - 0.2 1

0 0.0

A R S M A R S M
Amamantamiento Efecto macho Amamantamiento Efecto macho

Figura 3. Efectos simples de los factores amamantamiento y efecto macho en la
gestacion (I) y fecundidad (1) de ovejas en anestro postparto. A= continuo; R=
controlado; S= sin; M= con. Dentro de factor, columna con diferente letra es

significativa (p<0.05).

1.4.5. Cambio de peso de las ovejas

El peso de las ovejas en el tiempo del experimento varié en funcion de los tratamientos
(Figura 4B; p<0.024), pero este no fue diferente entre tratamientos cuando se comparé
dentro de una misma semana (p>0.05). El peso de las ovejas disminuy6 en el tiempo
(Figura 4A; p<0.001). Los factores simples tipo de amamantamiento (p>0.05), efecto

macho (p>0.05), o la interaccion de ambos no fue significativa (p>0.05).
1.4.6. Cambio de peso de las crias

El peso de las crias aumenté en el tiempo debido a los tratamientos (Figura 5A;
p<0.023), pero en una misma semana, el peso de las crias entre tratamientos fue
similar (p>0.05). El peso de las crias aumentd significativamente en cada semana de
pesaje (Figura 5B; p<0.0001). El efecto simple del tipo de amamantamiento (p>0.05) o
efecto macho (p>0.05), y la interaccion de ambos factores (p>0.05), no influyeron en el

peso de las crias.
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Figura 4. Cambio de peso de ovejas, desde el parto al dia 63 postparto, con
amamantamiento continuo (A), A mas efecto macho (AM), amamantamiento
controlado (R) o R mas efecto macho (RM). A presenta el efecto del tiempo

(p<.0001); B muestra la interaccién entre A, AM, Ry RM.

'15A

13

Peso (kg)
(.O j

-l

a

3
0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 0 7 14 21 28 35 42 49 56 63

Tiempo (d) Tiempo (d)
Figura 5. Cambio de peso de crias, desde el nacimiento hasta el dia 63 de edad, de
ovejas con amamantamiento continuo (A), A mas efecto macho (AM),
amamantamiento controlado (R) o R mas efecto macho (RM). A: es el efecto del

tiempo (p<.0001); B: interaccion entre A, AM, Ry RM en el tiempo (p<.05).
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1.5. Discusioén

El comportamiento reproductivo de ovejas en anestro postparto mejoré por el factor
efecto macho y el amamantamiento controlado. Sin embargo, no hubo efecto de

interaccion.

El efecto macho mejoré la mayoria de las variables estudiadas. El tiempo al primer
estro se redujo 8 d. En un estudio similar se encontré este mismo efecto (Cruz-
Espinoza, 2011). De igual manera, pero en ovejas de lana, obtuvieron resultados
similares (Lassoued et al., 2004). También, el efecto macho duplicé el porcentaje de
ovejas gestantes (90 %). Este valor es superior al de otros estudios que reportan de 63
% a 68 % de gestacion (Cruz Espinoza, 2011; Morales-Teran et al., 2011). A pesar de
qgue el inicio de los estros fue al dia 40, es posible que el hecho haya favorecido la
salud uterina y hormonal, y en consecuencia la gestacion. Por ejemplo, Schirar et al.,
(1989) encontraron que antes del dia 20 postparto, el 38 % de las ovejas tuvieron fase
litea de longitud normal, mientras que alcanzé 74 % si la ovulacion ocurria después
(p=<0.02). También se debe destacar que a partir del dia 42 la pérdida de peso en las
ovejas del estudio fue reducida (Figura 4A). Otro indicador favorecido por el efecto
macho fue la fecundidad que mejord 100 %. Ello esta relacionado con el incremento del
namero de ovejas gestantes. La fecundidad en este estudio fue mayor a la reportada

por Cruz-Espinoza (2011) con 1.10.

El efecto macho no mejor6 la incidencia de estros, aunque hubo ligera tendencia
(p>0.05). Existe la posibilidad de que el efecto macho indujera la ovulacion, pero no la
presentacion de estros (Martin y Scaramuzzi, 1983; Lassoued et al., 2004). Al menos la
mitad de las ovejas en anestro ovulan y no manifiestan estro hasta una tercera
ovulaciéon, que es cuando el eje reproductivo ha estado bajo la influencia de
progesterona (Martin y Scaramuzzi, 1983). Similar a nuestro estudio, Morales-Teran et
al. (2011) no encontraron diferencias en la incidencia de estros con el efecto macho. La
prolificidad tampoco mejord con el efecto macho. Los resultados de este experimento
coindicen con otros (Cruz-Espinoza, 2011). Parece ser que esta variable esta influida
por la raza y se puede mejorar con seleccién o con el uso de hormonas como la eCG
(Camacho et al., 2008).
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El amamantamiento controlado influyé menos en el comportamiento reproductivo que el
efecto macho. A pesar de ello, el control del amamantamiento redujo el tiempo al
primer estro en 5 d respecto al amamantamiento continuo (p<0.05). El retraso del
primer estro postparto es una consecuencia del amamantamiento, el cual reduce la
frecuencia de secrecion de LH, que es necesaria en la ultima parte del desarrollo
folicular (Schirar et al., 1989). El paso previo a la primera ovulacion es el incremento
paulatino de la frecuencia y la amplitud de los pulsos de secrecion de LH (Schirar et al.,
1990), sin embargo, para que se manifieste el estro es necesaria la exposicion previa a
progesterona (Martin et al., 1986). Ademas, la duracion del ciclo estral debe ser de
aproximadamente 17 d (Schirar et al., 1989). EIl amamantamiento controlado también
tendi6 a incrementar la fecundidad (p<0.076); esta increment6 0.4 crias. Otros
investigadores tampoco encontraron diferencias en este indicador (Castillo-Maldonado
et al., 2013).

Contrario a lo esperado, el control del amamantamiento no mejord la incidencia de
estros, pero aun asi fue razonablemente alta (80 %). Este resultado fue similar a lo
reportado por Castillo-Maldonado et al. (2013) quienes encontraron 100 % de estros en
cada tratamiento (p>0.05), pero adicionalmente aplicaron un protocolo de
sincronizacion de estros con progesterona. Sin embargo, los resultados del presente
estudio contrastan con los de Camacho et al. (2008) quienes obtuvieron 28 % versus 0
% con amamantamiento controlado o continuo, respectivamente (p<0.05), ademas, con
la sincronizacién de estros con progesterona la diferencia fue mayor (92 % vs 52 %;
p<0.05). También contrasta con lo obtenido por otros investigadores (Herrera-Corredor,
2008). No hubo efecto del amamantamiento controlado en el numero de ovejas
gestantes. Castillo-Maldonado et al. (2013) al igual que en este estudio, no encontraron
diferencias en gestacion. No obstante, Camacho et al. (2008) si encontraron efecto del
control del amamantamiento, aunque emplearon tratamientos hormonales. Los estros
en nuestro estudio se concentraron entre el dia 40 y 44 postparto y aparentemente hay
relacion entre el tiempo del empadre postparto y la gestacion. Schirar et al. (1989)
mencionaron que ovejas con amamantamiento continuo son mas faciles de gestar al
dia 50 que aquellas sin cria al dia 24. Posiblemente el empadre después del dia 40, en

nuestro estudio, facilité la gestacion, independientemente del tipo de amamantamiento.
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El amamantamiento controlado no cambid6 la prolificidad. Esto coincide con Castillo-
Maldonado et al. (2013) pero contrasta con otro estudio donde la prolificidad
incremento de 1.4 a 1.9 (Camacho et al., 2008) pero ademas aplicaron eCG, que se

sabe que incrementa la tasa ovulatoria.

El peso de las ovejas disminuy6 con los dias postparto (Figura 2A). Este cambio fue
significativo a partir de la segunda semana y hasta la séptima (p<0.05), y a partir de
entonces el peso se mantuvo (p>0.05). No obstante, cuando se analiza el peso por
semana, no hay diferencia entre tratamientos (p>0.05; Figura 2B). Esto significa que la
caida de peso de las ovejas en el estudio fue similar y el efecto de este en el
comportamiento reproductivo, si existio, fue equivalente para cada tratamiento. Sin
embargo, en otro estudio encontraron que las ovejas con amamantamiento continuo
perdieron mas peso que aquellas con controlado; segun los autores, esto se debid a
que las primeras produjeron mas leche causado por la mayor frecuencia de
amamantamiento (Pérez-Hernandez et al., 2009). No es claro hasta qué punto la
pérdida de peso es en detrimento del comportamiento reproductivo. Segun Lozano et
al. (1998) la pérdida del 12 % del P.V. no disminuyo la frecuencia de secrecion de LH
en ovejas en anestro postparto. En nuestro estudio las ovejas perdieron 9 % del peso y
el porcentaje de gestacion fue 67 %, mientras que Cruz-Espinoza (2011) obtuvo 62 %

con una pérdida de peso del 7 %.

El peso similar entre los grupos de ovejas también se manifestdé en ganancia de peso
de las crias (Figura 3A y 3B). El amamantamiento controlado y el efecto macho no
cambiaron la tendencia de peso de las crias (p>0.05). Esto concuerda con los
resultados de otros estudios similares (Morales-Teran et al., 2011; Morales et al., 2004).
El cuidado para que se establezca la relaciébn madre-cria es crucial en la sobrevivencia
del recién nacido (Nowak et al., 2000). La atencion al nacimiento, la correcta
alimentacion y el abasto de agua limpia igualan la diferencia en frecuencia de
amamantamiento y la respuesta en la ganancia de peso entre crias con

amamantamiento controlado y continuo.

De acuerdo con los resultados de este y otros estudios, el amamantamiento controlado

y el efecto macho mejoran el comportamiento reproductivo de ovejas en anestro
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postparto. Sin embargo, 10 % de ovejas con efecto macho y 27 % con
amamantamiento controlado no se gestaron antes de los 63 dias postparto, mientras
que 7 y 20 % no entraron en estro. Esto muestra que el amamantamiento inhibe el
retorno a la actividad reproductiva a nivel tal que el efecto macho y el amamantamiento
controlado no son suficientes para iniciar la reproduccion en la totalidad de las ovejas.
El efecto macho actua via feromonas (Knight y Lynch, 1980) y luego la sefial llega a la
corteza olfatoria, posteriormente a la amigdala, al fornix y llega hasta el POA (Martin et
al., 1986). Se desconoce como estimula el efecto macho a las neuronas GnRH, pero
cabe la posibilidad de que la Kp estén involucradas, ya que se activan con el efecto
macho (Hawken y Martin, 2012; Fabre-Nys et al., 2015). La misma Kp podria estar
involucrada en la inhibicion del amamantamiento en el comportamiento reproductivo.
En ratas, el amamantamiento inhibe la expresion del gen Kissl, mientras que la
aplicacion de Kp i.c.v. incrementa la frecuencia de secreciéon de LH (Yamada et al.,
2007). Ademas, la Kp incrementa la secrecion de GnRH/LH durante el anestro
estacional (Caraty et al., 2007). Es posible que el amamantamiento inhiba la secrecién
normal de Kp y que el efecto macho y el amamantamiento controlado no logren

restaurarla totalmente, pero esto aun se debe investigar.
1.6. Conclusiones

El efecto macho y el amamantamiento controlado mejoraron el comportamiento
reproductivo de ovejas en anestro postparto de manera independiente, sin embargo, la

combinacion de ambos no fue importante.
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CAPITULO II. LA KISSPEPTINA Y SU EFECTO EN LA SECRECION PULSATIL DE
HORMONA LUTEINIZANTE (LH) DURANTE EL ANESTRO POSTPARTO EN
OVEJAS PELIBUEY AMAMANTANDO

2.1. Resumen

El objetivo de este estudio fue probar si la aplicacion de kisspeptina (Kp) i.v. incrementa
la secrecion pulsatil de LH en ovejas Pelibuey durante el anestro postparto. Diez dias
después del parto, se formaron dos grupos de ovejas: (1) ovejas con amamantamiento
continuo (n=8), donde las crias permanecieron con las madres todo el tiempo; (2)
ovejas con amamantamiento controlado, las madres amamantaban a las crias dos
veces al dia durante 30 min (n=8). En el dia 19 postparto, a cada oveja se le colocé un
catéter en ambas venas yugulares, posteriormente cada oveja se alojé en una jaula de
manera individual, tenian acceso al agua y al alimento. En el dia 20, a las 14:00, el 50%
de las ovejas de cada grupo recibié 120 ug de Kp, diluida en 3 mL de solucion salina y
aplicada por infusion continda durante 6 h, mientras que el otro 50% solo recibio
solucion salina. Se tomaron muestras sanguineas (4 mL) cada 15 min, desde las 8:00
hasta las 20:00, para determinar la frecuencia de secrecion de LH. No hubo interaccién
entre el efecto de Kp y el tipo de amamantamiento, en relacién a la frecuencia de
secrecion de LH (p>0.05). La frecuencia de secrecion de LH antes de la administracion
de la Kp fue similar (1.50+0.40; p>0.05) y se increment6 hasta 3.50+0.43 pulsos/6h con
la aplicacion de Kp (p<0.0140). La concentracién de LH (ng mL™) fue superior en
ovejas que recibieron Kp (1.113+0.14) vs aquellas que no la recibieron (0.724+0.07;
p<0.04) y se encontr6 que la frecuencia de LH fue mayor en ovejas con
amamantamiento controlado (2.44+0.29; 1.69+0.29; p<0.04). La aplicacion exdgena de

Kp incrementa la secrecion pulsétil de LH en ovejas amamantando.

Palabras claves: kisspeptina; LH; amamantamiento controlado; anestro; oveja

2.2. Introduccion

La duracion del anestro postparto en las ovejas esta influido principalmente por el
amamantamiento (Morales-Teran et al., 2011) inhibe la frecuencia de secrecion de la

hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) y hormona luteinizante (LH) y como
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consecuencia, inhibe la ovulacion (Clarke et al., 1984; McNeilly, 2001), la secrecion de
FSH no se afecta por el amamantamiento (Mandiki et al., 1990). El efecto del
amamantamiento se inicia con el estimulo a la glandula mamaria e involucra a la vista y
al olfato (Cutshaw et al., 1992) viaja por redes neuronales hasta llegar al sistema
nervioso central (SNC). Se desconoce en qué nucleos cerebrales se expresa el efecto
del amamantamiento, se piensa que puede ser en el area preodptica (POA) y en el
ndcleo arcuato (ARC; Yamada et al., 2007), ya que estos se activan (existe ARNm de
c-fos) durante el amamantamiento y estan implicados en el control de la secrecion
pulsati de GnRH (Smith and Grove, 2002). No es clara la via que utiliza el
amamantamiento para inhibir la secrecion pulsatil de GnRH; no se sabe si es una via
directa o indirecta y cuales serian los nucleos neuronales intermediarios que
participarian. Se sabe que el estradiol (E2) inhibe la secrecion pulsatil de GnRH/LH
durante el anestro y parece mediar el efecto del amamantamiento, ya que en su
ausencia se incrementa la secrecion pulsatil de LH y reduce el efecto negativo del
amamantamiento (Wright et al., 1981). También se sabe que el efecto del E2 en las
neuronas productoras de GnRH es indirecto, ya que estas no presentan receptores
para E2 tipo alfa (ERa; Herbison and Pape, 2001). El descubrimiento de las
kisspeptinas y algunas de sus funciones las coloca como candidatas para regular el

efecto del E2 y el amamantamiento en las neuronas productoras de GnRH.

La kisspeptina (Kp) regula la secrecion de GnRH/LH durante el anestro estacional, la
época reproductiva (Caraty et al.,, 2007) y la pubertad de la oveja (Redmond et al.,
2011). Dosis de 20 p g* ht han sido suficientes para incrementar la secreciéon pulsatil
de LH e inducir el pico preovulatorio en ovejas durante el anestro estacional (Sébert et
al., 2010). La Kp se encuentra en grandes concentraciones en el POA y el ARC (Smith
et al., 2007). Existen proyecciones neuronales Kp hacia las neuronas GnRH del POA
(Clarkson and Herbison, 2006), y del ARC con direccion al area interna de la eminencia

media, donde regulan la secrecion de GnRH (J. T. Smith et al., 2011).

En ratas, el amamantamiento inhibe, al menos parcialmente, la expresion del gen Kissl
en el ARC y la aplicacion de Kp en el tercer ventriculo (i.c.v.) incrementa la frecuencia
de secrecion y concentracion de LH (Yamada et al., 2007). En ovejas, el

amamantamiento controlado es una estrategia que reduce la duracion del anestro
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postparto, incrementa el nUmero de ovejas que ovulan y reduce los dias a la primera
ovulacion, en comparacion con el amamantamiento continuo (Camacho et al., 2008;
Pérez-Hernandez et al., 2009). EI mayor numero de ovejas que ovulan con
amamantamiento controlado, implica un incremento en la secrecion pulsatil de
GnRH/LH. Sin embargo, de 12 a 33 % de ovejas no ovulan (Morales-Teran et al., 2011;
Castillo-Maldonado et al., 2013), debido posiblemente a que el incremento en la
frecuencia de secrecion de GnRH/LH no es suficiente para provocar la ovulacién y que
la Kp esté parcialmente inhibida. El objetivo de este estudio fue determinar si la
aplicacion exdgena de Kp via sanguinea (i.v.) incrementa la secrecion pulsatil de LH en

ovejas Pelibuey amamantando.
2.3. Materiales y métodos
2.3.1. Localizacion del experimento

El experimento se realizdé durante los meses de agosto-septiembre, que corresponden
con la época reproductiva para la oveja. Este se llevo a cabo en el Laboratorio de
Reproduccion de Ovinos y Caprinos (LaROCa) del Colegio de Postgraduados,
Texcoco, estado de México, 98°53’ O y 19°29’ N, a una altitud de 2240 m. El clima es
templado subhimedo con lluvias en verano Cb (wo)(w)(i)g, precipitacion de 636.5 mmy

temperatura media anual de 15.2° C (Garcia, 2004).
2.3.2. Animales y alimentacion

El estudio se llevé a cabo bajo los criterios de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-
Z00-1999 sobre especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de
animales de laboratorio (SAGARPA, 2001), ademas, se respetaron las regulaciones
para el uso y cuidado de animales de investigacion emitido por el Consejo General
Académico del Colegio de Postgraduados en México (Colpos, 2016). Se utilizaron 16
ovejas Pelibuey, multiparas, con 10 dias de paridas y amamantando a una cria. El peso
de las ovejas fue 54.2+1.5 kg y se alimentaron con heno de avena (2 kg oveja d') mas
concentrado (500 g ovejat d1) con 15.2 % de PC y 2.5 Mcal de EM kg™. Los corderos
fueron amamantados y consumieron alimento iniciador a libre acceso. Las ovejas y

corderos se alojaron en estabulacion.
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2.3.3. Tratamientos

Se utilizaron cuatro tratamientos: amamantamiento continuo con solucion salina (AS,
n=4); amamantamiento continuo con Kp (AKp, n=4); amamantamiento controlado con
solucién salina (RS, n=4); y amamantamiento controlado con Kp (RKp, n=4). El dia 10
postparto los tipos de amamantamiento continuo (A) y controlado (R) fueron asignados
aleatoriamente a las ovejas. En A, madres y crias permanecieron las 24 h del dia en un
mismo corral. En R, las madres y las crias se separaron, y el amamantamiento ocurria
alas 8:00 y 15:00 h, por 30 min en cada ocasion, para lo cual las madres se llevaban al

corral de las crias.

El dia 19 postparto, la aplicacién de 120 ug de Kp (Sébert et al., 2010) o de 3 mL de
solucion salina (S) se asign6é aleatoriamente a las ovejas de cada tipo de
amamantamiento; para la aplicacion se coloco un catéter (1.1 mm de didmetro interno;
BD Insyte, BD Vialon Material) en cada vena yugular. Al finalizar, las ovejas se alojaron
en jaulas individuales, con acceso a agua, alimento y espacio suficiente para echarse.
En A, las crias tuvieron acceso libre a la jaula de la madre, mientras que en R se
llevaron con su respectiva madre, en cada periodo de amamantamiento. El dia 20
postparto a las 14:00, inicié la aplicacion de Kp o S, utilizando una bomba de infusién
constante (NE-300, New Era Pump Systems), conectada al catéter derecho por una
manguera plastica (1.2 m de longitud y 2 mm de diametro interno). La duracién de la
aplicacién fue de 6 h, con una tasa de 500 pL h* y 20 ug h* de Kp (Caraty et al., 2007).
Se utilizé Kp-10 bovina (YNWNSFGLRY; Phoenix Pharmaceuticals, Inc., USA).

2.3.4. Toma de muestras

Se registré el peso vivo de las ovejas al momento del parto, al dia 10, al 17 y al 24
postparto para usarlo como variable explicativa. El dia 20 postparto se tomaron
muestras sanguineas cada 15 min, en dos periodos: antes de aplicar Kp o S, de 8:00 a
14:00 h y después del inicio de la aplicacion, de 14:00 a 20:00 h. El muestreo se realizé
en cada oveja mediante el catéter izquierdo. El volumen de sangre por muestra fue de
4 mL y se colocé en un tubo sin anticoagulante. Inmediatamente después, las muestras

se centrifugaron a 693 g durante 15 min (2500 rpm en centrifuga Solbat C-600) y el
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suero sanguineo obtenido se almacendé a -20 °C. Posteriormente, se llevd a

radioinmunoanalisis para determinar la concentracion de LH.
2.3.5. Determinacion de LH

La determinacion de LH se hizo por el método descrito por Arrieta et al. (2006). Se
utilizé la hormona luteinizante ovina (oLH-1-2), del National Institute of Arthritis,
Diabetes and Digestive and Kidney Disease, como marcador en el radioinmunoanalisis.
La sensibilidad del ensayo fue de 0.03 ng mL™. El coeficiente de variacion intra-ensayo

e inter-ensayo fueron de 2.6 y 6.3 %, respectivamente.
2.3.6. Andlisis estadistico

Las variables de respuesta fueron el peso vivo de la oveja, la frecuencia de secrecion
pulsatil, la amplitud de los pulsos y la concentracion de LH; también se determiné la
respuesta integral de secrecion de LH por medio del area bajo la curva (AUC). Un pulso
de LH se determin6 como aquel que excedi6 dos desviaciones estandar (SD) a la
medicidon anterior, aunque dos pulsos de LH consecutivos fueron considerados como
uno sélo; la amplitud del pulso se determiné como la diferencia entre el valor inicial de
LH y el maximo del pulso (Gordon et al., 1987). Se calcul6 la AUC por el método del
trapecio y la unidad de tiempo fue un minuto. El analisis de peso vivo de las ovejas se
realizé con el PROC MIXED (SAS 9.0; SAS Institute; Cary, NC, USA). El efecto de la
Kp y el tipo de amamantamiento en las variables relacionadas con la secrecion de LH
se analiz6é utilizando periodos (antes y después) por medio del PROC MIXED. La

comparacién de las medias se hizo con la prueba de Tukey.
2.4. Resultados
2.4.1. Frecuencia de secrecion de LH

No se encontr6 efecto de interaccidbn de amamantamiento x Kp x periodo con el tipo de
amamantamiento y el periodo de muestreo en la frecuencia de secrecion de LH
(p>0.05, Cuadro 1); tampoco se encontraron efectos de la interaccion amamantamiento
x Kp y tipo de amamantamiento, y amamantamiento x periodo de muestreo (p>0.05).
Sin embargo, el efecto principal del amamantamiento controlado incrementdé la

frecuencia de secrecion de LH (p<0.026).
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Cuadro 1. Frecuencia de secrecion de LH en ovejas en anestro postparto por tipo de

amamantamiento y aplicacion de kisspeptina (Kp).

Solucién salina(S) Kisspeptina
Amamantamiento n  Antes Después Antes Después E. principal
Continuo 4 1.00+0.41 1.25+0.25 1.50+0.29 3.50+0.65 1.81+0.322
Controlado 4 2.25+0.48 2.25+0.25 1.75%0.25 4.25+0.75 2.63+0.33°

S: 3 mL de solucidn salina por 6 h; Kp: 120 pg de Kp en 3 mL de S por 6 h; antes: 6 h de muestreo cada
15 min antes del inicio de S o Kp; después: 6 h de muestreo cada 15 min a partir del inicio S o Kp. b
Letras distintas indican diferencias estadisticas (p<0.05). Antes y después son los dos periodos de
muestreo del experimento en cada tratamiento.

La frecuencia de secrecion de LH cambid con la aplicacion de la Kp (Cuadro 2; Figura
6). La Kp increment6 la frecuencia de secrecion de LH en comparacion con la solucion
salina (p<0.006). Hubo interaccién entre el factor Kp y el periodo de muestreo
(p<0.007), ya que la frecuencia, antes del inicio de la aplicacién de la solucion salina o
Kp, fue similar (p>0.05), pero incrementd con la Kp respecto a la encontrada antes
(p=0.002) y comparando con la encontrada después, en el tratamiento con solucion
salina (p<0.003). La mitad de las ovejas que recibieron Kp tuvieron al menos 5 pulsos 6
h-L,

Cuadro 2. Frecuencia de secrecibn de LH en ovejas en anestro postparto por

aplicacion de kisspeptina (Kp) y periodo de muestreo.

Periodo?
Antes Después E. principal
Solucién salina (S) 1.63+0.382¢ 1.75+0.252¢ 1.69+0.22¢
Kisspeptina 1.63+0.18¢¢ 3.88+0.48 2.75+0.38f
E. principal 1.63+0.202 2.81+0.38

S: 3 mL de solucion salina por 6 h; Kp: 120 pg de Kp en 3 mL de S por 6 h; antes: 6 h de muestreo
cada 15 min antes del inicio de S o Kp; después: 6 h de muestreo cada 15 min a partir del inicio S o
Kp. 2 Por fila (a, b; p<0.05 o c, d; p<0.01), o columna (e, f; p<0.05) letras distintas indican diferencias
estadisticas.
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2.4.2. Amplitud de los pulsos de secrecion de LH

La Kp, el tipo de amamantamiento, el periodo de muestreo o cualquiera de las
interacciones de los factores evaluados no afectaron la amplitud de los pulsos de

secrecion de LH (p>0.05, Cuadro 3). La amplitud media fue 2.92+0.20 ng mL™.

Cuadro 3. Amplitud de pulsos de LH en ovejas en anestro postparto por tipo de

amamantamiento y aplicacion de kisspeptina (Kp).

Solucién salina(S) Kisspeptina
Amamantamiento Antes Después Antes Después  E. principal
Continuo 3.54+0.74 2.98+0.42 257+0.37 2.77+0.46  2.96%0.25
Controlado 2.69+0.62 2.39+0.57 3.37£0.49 3.39+0.47  2.95+0.29
E. principal 2.90£0.30 3.02+0.24

S: 3 mL de solucidn salina por 6 h; Kp: 120 pug de Kp en 3 mL de S por 6 h; antes: 6 h de muestreo cada
15 min antes del inicio de S o Kp; después: 6 h de muestreo cada 15 min a partir del inicio S o Kp. & b
Letras distintas indican diferencias estadisticas (p<0.05).
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Figura 6. Secrecion de LH de una oveja, elegida al azar, en anestro postparto con
amamantamiento continuo y solucién salina (3 mL; AS), amamantamiento continuo y
120 pg de kisspeptina (3 mL; AKp), amamantamiento controlado y solucion salina (3
mL; RS), amamantamiento controlado y 120 pg de kisspeptina (3 mL; RKp). La
flecha indica el inicio del tratamiento; los asteriscos a los pulsos detectados.

2.4.3. Area bajo la curva

La AUC fue mayor en ovejas con Kp (p<0.048; Figura 7A), y menor antes vs después
de la aplicacion (p<0.013). La AUC se afectd por la interaccion del factor Kp y periodo
de muestreo (p<0.010; Figura 7B), debido a que fue similar antes y después, sin Kp

(p>0.05), pero altamente significativa con Kp (p<0.006).

El tipo de amamantamiento o la interaccién de tipo de amamantamiento y Kp, tipo de
amamantamiento y periodo, o la triple interaccion de tipo de amamantamiento, Kp y

periodo no afectaron la UAC (p>0.05).
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Figura 7. Respuesta integral de secrecion de LH (UAC) por efecto de la aplicacion de
kisspeptina (Kp) a ovejas en anestro postparto. A, interaccidon Kp x periodo; B, efecto
global de Kp x periodo. Sin Kp: 3 mL de solucion salina por 6 h; Con Kp: 120 pg de Kp en
3 mL de S por 6 h; antes: 6 h de muestreo cada 15 min antes del inicio de S o Kp;
después: 6 h de muestreo cada 15 min a partir del inicio S o Kp. Barras con diferente

letra (a, b: p<0.05; c, d: p<0.01) son estadisticamente diferentes.
2.4.4. Concentracion de LH

La concentracion de LH fue superior en ovejas que recibieron Kp (1.113+0.14 vs
0.724+0.07 ng mL?; p<0.04), sin embargo, esta no fue diferente entre el
amamantamiento controlado y el continuo (1.014+0.13 vs 0.823+0.11 ng mL%; p>0.05).
No hubo efecto de interaccion de Kp y tipo de amamantamiento en la concentracion de
LH (p>0.05).

2.4.5. Peso de las ovejas

El peso de las ovejas so6lo fue diferente en el tiempo de cada pesaje (p<0.010; Figura
8). No se afecto el peso por el tipo de amamantamiento (p>0.05) y la Kp (p>0.05), la
interaccién entre ambos factores (p>0.05), o la triple interaccion entre el tipo de

amamantamiento, la Kp y el tiempo (p>0.05).
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Figura 8. Cambio de peso de ovejas en anestro postparto tratadas con kisspeptina y

amamantamiento controlado o continuo (p<0.010).
2.5. Discusion

Los resultados muestran que la aplicacion de Kp i.v. en ovejas en anestro postparto
puede incrementar la secrecién pulsatili de LH. Este efecto no fue influido por el
amamantamiento controlado. Por otra parte, el amamantamiento controlado aumento la

secrecion pulsétil de LH en comparacion con el continuo.

La frecuencia de secreciéon pulsatil de LH, antes de la aplicacion de la Kp, fue similar
entre grupos (p>0.05; Cuadro 1). Ademas, esta frecuencia fue baja (0.25 pulsos h?; 1.5
pulsos 6 h?), en comparaciéon con la reportada como necesaria en la etapa de
desarrollo de foliculos preovulatorios con 1 ht (Wright et al., 1981). Por otro lado, la
frecuencia encontrada en este estudio coincide con la de otros estudios en ovejas que
amamantan (0.17 a 0.33 h!; Clarke et al., 1984; Mandiki et al., 1990). Sin embargo, fue
mayor a la que se observa en ovejas durante el anestro estacional (0.08 h''; Gallegos-
Sanchez et al., 1998). La baja frecuencia de LH en este estudio no permitiria el
desarrollo folicular final y seria causa de anestro, tal como se plantea en otros estudios
(Clarke et al., 1984; McNeilly, 2001). Durante la lactancia el E2 inhibe la frecuencia de
secrecion de la LH en ausencia de progesterona. Se ha encontrado que en ovejas

ovariectomizadas (OVX) mas un implante de E2 durante el anestro postparto, la
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frecuencia de secrecién de LH se incrementa (de 0.06 a 0.53 h') 60 h después del
retiro del implante de E2 (Wright et al., 1981); en ratas lactando ocurre algo similar
(Yamada et al., 2012). La accién de E2 a nivel de neuronas productoras de GnRH
(Herbison and Pape, 2001), parece ocurrir via neuronas KNDy (Kp, neuroquinina B y
dinorfina; Lehman et al., 2010) ubicadas en el ARC, ya que la Kp expresa ERa, y el
ARC se ha relacionado como sitio de accion del E2 (Smith et al., 2006). Actualmente,
se desconoce la interaccion neuronal que el estimulo del amamantamiento afecta para
inhibir la secrecion pulsatili de GnRH/LH. Se sabe que el estimulo inicial es en la
glandula mamaria e involucra a la vista y al olfato (Cutshaw et al., 1992), viaja por
complejas redes neuronales hasta el sistema nervioso central y es posible que la
inhibicién ocurra en el ARC, ya que en ratas se ha demostrado que el amamantamiento
inhibe la expresion de ARNm para Kp en este nucleo (Yamada et al., 2007), también
inhibe a la NKB, la cual estimula la secrecion de Kp (True et al., 2011). Otra posibilidad
es que el amamantamiento incremente la expresion de dinorfina en las KNDy del ARC
y como consecuencia inhiba la secrecibn de Kp-NKB, se ha observado que
aplicaciones i.c.v. del antagonista de opioides k incrementa la frecuencia de MUA en el
ARC (Wakabayashi et al., 2010), y aplicado en el ARC, incrementa la frecuencia de LH
(Goodman et al., 2013). En resumen, la secrecion pulsatil de LH disminuye durante el
amamantamiento, en ovejas en anestro postparto podria deberse, al efecto inhibitorio
del E2 y del amamantamiento a nivel neuronas KNDy en el ARC. Esto debido a que las
neuronas KNDy expresan ERa y el amamantamiento inhibe la expresion de ARNm para
Kp y NKB, ademas podria promover la expresion de dinorfina; todo ello contribuiria a la
inhibicion de Kp y como consecuencia provocaria una disminucion en la frecuencia de

secrecion de GnRH/LH.

La frecuencia de secrecion pulsatil de LH incrementé 1.3 veces mas que la inicial, con
la aplicacion de Kp (p<0.006), y una vez mas que el grupo testigo, después de la
aplicaciéon de la solucién salina (p<0.014). Ademas, la mitad de las ovejas que
manifestaron cambios en la frecuencia de LH por la aplicaciéon de Kp (al menos 0.83 h
1). No se encontraron datos donde se haya evaluado la secrecién pulséatil de LH en
ovejas en anestro postparto estimuladas con Kp. En ovejas prepuberes, la aplicacion

de una dosis similar de Kp cambié la frecuencia de secreciéon de LH de 0.5 hta 1 ht
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(Redmond et al., 2011); la misma tendencia ocurrio en ratas amamantando (Yamada et
al., 2007). El incremento promedio de la frecuencia de LH en nuestro estudio fue de
0.25 h't a 0.58 h! y difiere considerablemente. A pesar de que este incremento es bajo
respecto a otros estudios, dos pulsos podrian ser de alta relevancia bioldgica, ya que
acrecienta 130 % el aporte de LH a los foliculos, pero ademas, al menos en la mitad de
las ovejas tratadas aumentaron la secrecion de LH 230 %. La aplicacion de Kp estimula
la secrecion de GnRH (Caraty et al., 2007) mientras que, la aplicacion del antagonista
p234 de Kp inhibe la secrecion de LH y el pico preovulatorio en ratas (Pineda et al.,
2010). La aplicacion de Kp también incrementa la secrecion de E2 en ovejas en anestro
estacional; un estudio mostré que el E2 aumenté de 0.79+0.12 a 4.26+0.47 ng mL™ con
18 h de aplicacién continua de Kp (Sébert et al., 2010). La accién directa de Kp en
hipdfisis en la secrecion de LH es controversial (Caraty et al., 2012). No hay una
explicacion logica para menor respuesta a la aplicacion de Kp, ya que el peso inicial y
el nimero de crias amamantadas por oveja fueron similares. Aunque el balance
energeético negativo podria afectar la secrecion de LH (Smith and Grove, 2002), no
seria factor en este estudio, ya que los datos de peso de las ovejas de los distintos
tratamientos fueron similares. Aun asi, cabe la posibilidad que, en unas ovejas, la
pérdida de 10 % del P.V. pudiera ser suficiente para inhibir la secrecion pulsatil de

GnRH/LH junto con el amamantamiento y reducir la respuesta a la aplicacion de Kp.

La amplitud de los pulsos de LH no cambié por la aplicacion de Kp en ovejas en
anestro postparto (media=2.96 ng mL?; p>0.05). Este resultado contrasta con la
respuesta en ovejas prepuberes, en las cuales la Kp aumenté la amplitud de los pulsos
de 3.1 a 5.3 ng mL*? (p<0.05; Redmond et al., 2011). Sin embargo, parece que el
incremento de la amplitud es mas importante para el pico preovulatorio que en la fase
folicular (Martin et al., 1987) esto porque al parecer no cambia a lo largo del ciclo estral
(Clarke et al., 1987). En ese sentido, Knights et al. (2002) encontraron que, en ovejas
con frecuencia de secrecion de LH alta (0.96 h!) y otro con baja (0.33 ht), pero con
amplitud similar (4.5 ng mL™; p>0.05), las primeras ovularon 100 %, mientras en el

segundo grupo ninguna ovulo.

El analisis de la AUC confirma el incremento de LH en la circulacion sanguinea por

efecto de la aplicacion de Kp (Figura 7). La UAC, antes de la aplicacion de Kp fue
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similar (p>0.05), pero incrementd 88 % con la infusion de Kp (p<0.006) y 100 %
comparando con el grupo de solucién salina (p<0.019). La concentracion de LH en
plasma fue mayor en ovejas que recibieron Kp en comparacion con las que se les
aplicé solucién salina (p<0.04). En ovejas en anestro estacional, la concentracion de LH
cambié de 0.33 a 2.83 ng mL* durante las primeras 5 h de la infusiéon de Kp, con dosis
similar a la utilizada en nuestro estudio (Sébert et al.,, 2010). En ratas lactando la

concentracion de LH varié de <1 ng mL* a ~2 ng mL* (Yamada et al., 2007).

El amamantamiento controlado incrementa la secrecion pulsatil de LH por si mismo, ya
que induce la ovulacion en ovejas postparto (Camacho et al., 2008), y se esperaba, en
este estudio, que la aplicacion de Kp aumentara la frecuencia de LH en menor grado
que en amamantamiento continuo. Sin embargo, el tipo de amamantamiento no influyé
en el estimulo de la Kp sobre la secrecion pulsatil de LH (p>0.05). Esto significa que el
cambio de la frecuencia debido a la Kp fue similar en ovejas con amamantamiento
continuo o controlado. ElI cambio de la frecuencia de LH en ovejas con
amamantamiento continuo fue casi dos veces mas (1.125 vs 0.625 pulsos) que en

aguellas con amamantamiento controlado (p>0.05).

El amamantamiento controlado increment6 44 % la secrecion pulsétil de LH en ovejas
en anestro postparto, en comparaciéon con el amamantamiento continuo. Este
incremento es pequefio si se recuerda que se requiere de ~1 ht en los foliculos
preovulatorios (Wright et al., 1981). No obstante, Mandiki et al. (1990) no encontraron
diferencia en la secrecion pulsatil de LH en el dia 18 postparto, entre ovejas con
amamantamiento continuo o controlado (0.33 vs 0.42 h'; p>0.05), sin embargo, el
amamantamiento controlado ocurria tres veces al dia y esto pudo reducir el efecto del
control del amamantamiento. El efecto del amamantamiento controlado se evalta, méas
frecuentemente, tomando como referencia la ovulacion. En ovejas Pelibuey, el control
del amamantamiento incrementa el porcentaje de ovulacion de 35 a 57 %, los primeros
60 d postparto, amantando dos veces al dia (Morales-Teran et al., 2011). La
disminucién de la frecuencia de amamantamiento a dos veces diarias, podria estar
reduciendo el efecto inhibitorio del amamantamiento en la expresion de Kp en el ARC,

como aparentemente ocurre en la rata (True et al., 2011), lo cual incrementaria la
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secrecion de Kp y con ello la secrecion pulsati de GnRH/LH necesaria para la

ovulacion.

El peso de las ovejas en este estudio fue similar entre todos los grupos (Figura 3). Es
posible pensar que este no influy6é en los cambios de secrecion pulsatil de LH debidos
a Kp o tipo de amamantamiento, y el impacto fue similar para todos los tratamientos. El
cambio de peso, del momento del parto al fin del experimento (dia 24), fue del 10 % del
peso vivo. El efecto de la caida en el P.V. de las ovejas parece no afectar la capacidad
reproductiva; segun Lozano et al. (1998), la pérdida de 12 % del P.V. no disminuye la

frecuencia de secrecion de LH en ovejas en anestro postparto.
2.6. Conclusiones

En conclusion, la aplicacion de kisspeptina i.v. incrementa la secreciéon pulsatil de LH
de manera similar, en ovejas Pelibuey en anestro postparto, con amamantamiento

continuo o controlado.
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CAPITULO lll. PICO PREOVULATORIO DE LH EN OVEJAS ANESTRICAS
POSTPARTO CON KISSPEPTINA'Y EFECTOS SOCIOSEXUALES

3.1. Resumen

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la aplicacion de kisspeptina con efecto
macho o amamantamiento controlado, en la induccion del pico preovulatorio y la
concentracion de LH de ovejas en anestro postparto. Se utilizaron 40 ovejas Pelibuey,
multiparas, con 10 dias de paridas y amamantando a una cria. El dia 10 postparto se
formaron 4 grupos de ovejas: amamantamiento continuo (A; n=8); A con efecto macho
(AM; n=12); amamantamiento controlado (R; n=8); R con efecto macho (RM; n=12). El
dia 19, a cada oveja le fue colocado un catéter en cada vena yugular. Al finalizar, las
ovejas se colocaron en jaulas individuales, con acceso a agua, alimento y espacio para
echarse. Cada grupo de ovejas se dividid en 2 para aplicarles 12 mL de solucién salina
(S) 0 12 mL de S mas 480 pg de Kp en 24 h por infusion continua. Las combinaciones
de tratamiento finales fueron: A mas S (AS; n=4); A mas Kp (AKp; n=4); AM méas S
(AMS; n=6); AM més Kp (AMKp; n=6); R mas S (RS; n=4); R més Kp; (RKp; n=4); RM
mas S (RMS; n=6); RM mas Kp (RMKp; n=6). El dia 10 a las 14:00 h se inicio la
aplicacion de la S y Kp mediante una bomba de infusion constante conectada al catéter
derecho por una manguera plastica. La tasa de aplicaciéon fue 500 puL h*y 20 ug h't de
Kp. Se utiliz6 Kp-10 bovina (YNWNSFGLRY). Los dias 20 y 21 del experimento se
tomaron muestras sanguineas para medir LH cada 2 h, desde 6 h antes de la infusion
hasta 6 h después del final de la misma. El 65 % de las ovejas con Kp tuvieron pico
preovulatorio, y de estas 50 % incluyé efecto macho. Hubo efecto simple del factor (Kp
p<0.0005) y la interaccion Kp-efecto macho ((p<0.002). La interaccion Kp-efecto
macho-amamantamiento controlado no fue significativa (p=0.0629), pero en el
tratamiento RMKp hubo el 100 % de ovejas con pico preovulatorio. La concentracion de
LH incrementd con la aplicacion de Kp y también con el efecto macho. Hubo triple
interaccion entre Kp-efecto macho-amamantamiento controlado en la concentracion de
LH (p<0.0011). Se puede concluir que la Kp induce el pico preovulatorio de LH en
ovejas en anestro postparto, la incidencia incrementa con el efecto macho, pero no con
el amamantamiento controlado; esta misma tendencia ocurre con la concentracion de
LH.
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Palabras claves: kisspeptina, LH, efecto macho, amamantamiento controlado,

postparto.
3.2. Introducciéon

El amamantamiento atrasa el reinicio de la actividad reproductiva postparto de las
ovejas (McNeilly, 2001). Este suprime la secrecion pulsétil de LH, la cual es necesaria
en el crecimiento del foliculo preovulatorio, el pico preovulatorio y la ovulacion (Acosta
et al., 1983; Clarke et al., 1984). El estimulo del amamantamiento se transmite desde la
glandula mamaria, por vias desconocidas, hasta el hipotalamo (Cutshaw et al., 1992) y
posiblemente llega al nucleo arcuato (ARC) a inhibir a las neuronas GnRH (Yamada et
al., 2007). Esto porque el ARC se activa durante el amamantamiento (hay sintesis de c-
fos) y ademas, se ha propuesto como el sitio desde donde se regula la secreciéon de
GnRH (Smith y Grove, 2002). Sin embargo, se desconoce cémo inhibe a las neuronas
GnRH. Se sabe que los péptidos opioides participan, al parecer como intermediarios,
en la inhibicion de la secrecion de LH durante el amamantamiento (Cosgrove et al.,
1993; Lozano et al., 1998). Por otra parte, la Kp, molécula codificada del gen Kissl y
sintetizada por tejidos como el cerebral (Kotani et al.,, 2001; Lehman et al., 2010),

parece tener las caracteristicas para ser intermediaria del efecto del amamantamiento.

La mayor concentracion de cuerpos neuronales Kp se encuentra en el area preoptica
(POA) y el ARC (Smith et al., 2007). Estos emiten axones hacia los cuerpos neuronales
GnRH del POA (Clarkson y Herbison, 2006), ademas, el ARC envia axones a la
eminencia media, donde podrian estar regulando la secrecion de GnRH al sistema
porta (Jeremy T. Smith et al., 2011). En ratas, el amamantamiento inhibe la expresion
del gen Kissl en el ARC (Yamada et al., 2007), ademas inhibe a la neuroquinina B
(NKB). La NKB, segun la teoria KNDy (Lehman et al., 2010a), estimula la secrecién de
Kp (True et al., 2011). Por otro lado, la dinorfina (Dyn) se inhibe con el antagonista k de
opioides e incrementa la frecuencia de actividad multieléctrica neuronal (MUA) en el
ARC, y se asocia con la supresion de Kp-NKB del ARC y la secrecion de GnRH/LH
(Wakabayashi et al., 2010). Cabe la posibilidad de que el amamantamiento utilice esta
misma via para suprimir la secrecion de LH, es decir que la sefial llegue las neuronas

Dyn y esta suprima a NKB-Kp. En ratas, el amamantamiento inhibe la secrecién pulsatil
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de LH, mientras que la aplicacion de Kp i.c.v. la restaura (Yamada et al., 2007). En
ovejas, la aplicacion de Kp estimula la secrecion de GnRH/LH durante el anestro
estacional, la época reproductiva (Caraty et al., 2007) e inclusive en la pubertad
(Redmond et al., 2011). En relacion con esta evidencia, es posible que la aplicacion de
Kp pueda restaurar la secrecion de GnRH/LH, y al igual que en el anestro estacional,

induzca el pico preovulatorio en anestro postparto.

Los efectos sociosexuales son una alternativa para reducir el efecto del
amamantamiento en el anestro postparto. Por su parte, el amamantamiento controlado
induce la ovulacibn en ovejas en anestro postparto (Morales et al., 2004; Pérez-
Hernandez et al., 2009). Esto ocurre, presumiblemente por la reduccion de la
sensibilidad del hipotalamo al efecto del amamantamiento (Acosta et al., 1983). El
efecto macho es una técnica que influye en el retorno a la actividad reproductiva de
ovejas en anestro postparto (Salloum y Claus, 2005; Morales-Teran et al., 2011). El
macho, a través de las feromonas (Fabre-Nys et al.,, 2015), aumenta la secrecion
pulsatil de LH, y como consecuencia, puede inducir el pico preovulatorio y la ovulacion
en unas horas o dias después de su aplicacion (Martin y Scaramuzzi, 1983). Sin
embargo, a pesar de que el efecto macho y amamantamiento controlado pueden
inducir con el tiempo la ovulacion en la mayoria de las ovejas, aun persiste un factor

desconocido que bloquea la secrecion de GnRH/LH (Morales-Teran et al., 2011).

El pico preovulatorio en las ovejas es la combinacién de aumento de frecuencia de
secrecion de LH y de la amplitud de los pulsos (Martin et al., 1987), y es la baja
frecuencia la responsable de que el pico no ocurra en ovejas amamantando. El efecto
macho incrementa la frecuencia de LH y finalmente induce el pico preovulatorio y la
ovulacion después de varios dias (Martin y Scaramuzzi, 1983; Delgadillo et al., 2009).
Hay expresion de ARNm de Kissl en la amigdala de ratas, la cual forma parte de la
ruta que sigue la sefal del efecto macho; se especula que existe relacion entre el
efecto macho y la Kp en la secrecion de GnRH/LH (Cravo et al., 2011; Kim et al., 2011).
La aplicacion de 20 pg h'' de Kp via sanguinea ha inducido el pico preovulatorio en
ovejas en anestro estacional (Caraty et al., 2007; Sébert et al., 2010). Por ello, en este

estudio se evalué el efecto de la aplicacién de Kp con efecto macho o amamantamiento
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controlado, en la induccién del pico preovulatorio y la concentracion de LH en ovejas en

anestro postparto.
3.3. Materiales y métodos
3.3.1. Localizacion del experimento

El experimento se realizO en el mes de agosto, que corresponde a la época
reproductiva de la oveja. El sitio fue el Laboratorio de Reproducciéon de Ovinos y
Caprinos del Colegio de Postgraduados, ubicado en Montecillo, Texcoco, estado de
México. Se localiza entre 98°53’0 y 19°29’'N, a una altitud de 2240 m. El clima es
templado subhimedo con lluvias en verano Cb (wo)(w)(i)g, precipitacion de 636.5 mmy

temperatura media anual de 15.2° C (Garcia, 2004).
3.3.2. Animales y alimentacion

Se utilizaron 40 ovejas Pelibuey, multiparas, con 10 dias de paridas (dia 1 del
experimento) y amamantando a una cria. El peso de las ovejas fue 53.8+0.8 kg y se
alimentaron con heno de avena (2 kg oveja* d') mas concentrado (500 g oveja? d?)
con 15.2 % de PC y 2.5 Mcal de EM kg*. Los corderos fueron amamantados y
consumieron alimento iniciador a libre acceso. Las ovejas y corderos se alojaron en

estabulacion.
3.3.3. Tratamientos

El dia 1 del experimento se formaron 4 grupos de ovejas: amamantamiento continuo
(A; n=8); A con efecto macho (AM; n=12); amamantamiento controlado (R; n=8); R con
efecto macho (RM; n=12). En el amamantamiento continuo, madres y crias
permanecieron juntas. En el amamantamiento controlado, las madres y las crias se
separaron, y el amamantamiento ocurria 2 veces al dia (8:00 y 15:00 h, por 30 min en
cada ocasion). El efecto macho se aplicé con sementales enteros con mandil 2 veces al
dia (8:30 y 15:30 h). Los 4 sementales utilizados se rotaron a diario en cada grupo de

ovejas.

El dia 9 del experimento, a cada oveja le fue colocado un catéter (1.1 mm de diametro
interno; BD Insyte, BD Vialon Material) en cada vena yugular. Al finalizar, las ovejas se

colocaron en jaulas individuales, con acceso a agua, alimento y espacio suficiente para
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echarse. En los grupos A y AM, las crias tuvieron acceso ilimitado a la jaula de la
madre, mientras que las del Ry RM se llevaron a la jaula para mamar. Los 4 grupos se
dividieron en 2 para aplicarles 12 mL de solucion salina (S) o 12 mL de S mas 480 ug
de Kp por 24 h, mediante infusion continua. Esta dosis y periodo han sido aplicadas
para inducir con éxito el pico preovulatorio en ovejas en anestro estacional (Sébert et
al., 2010). Las combinaciones de tratamiento finales fueron: A mas S (AS; n=4); A mas
Kp (AKp; n=4); AM mas S (AMS; n=6); AM mas Kp (AMKp; n=6); R mas S (RS; n=4); R
mas Kp; (RKp; n=4); RM méas S (RMS; n=6); RM mas Kp (RMKp; n=6). El dia 10, a las
14:00, se inicio la aplicacion de la S y Kp mediante una bomba de infusidén constante
(NE-300, New Era Pump Systems) conectada al catéter derecho por una manguera
plastica (1.2 m de longitud y 2 mm de diametro interno). La tasa de aplicacion fue 500
uL h'ty 20 pug ht de Kp (Caraty et al., 2007). Se utilizé6 Kp-10 bovina (YNWNSFGLRY;
Phoenix Pharmaceuticals, Inc., USA). La Kp se aplicé el dia 20 postparto para esperar
a que el efecto del amamantamiento controlado y el efecto macho se establecieran. A
las 14:00 del dia 10, se expusieron las ovejas por ultima vez al efecto macho. Para ello

el macho se acercé a las jaulas de las ovejas.
3.3.4. Toma de muestras

Las ovejas se pesaron al parto y a los 10, 17 y 24 d postparto para dar seguimiento a
sus pesos vivos. El dia 10 del experimento se tomaron muestras sanguineas cada 2 h,
desde 6 h antes del inicio de la infusién hasta 6 h después del final de la misma (dia
11). Se obtuvieron 4 mL de sangre por muestra desde el catéter izquierdo y se coloco
en un tubo sin anticoagulante. Inmediatamente después, la muestra se centrifug6 a 693
g durante 15 min; el suero sanguineo obtenido se almacené a -20 °C. Posteriormente,

este se analizd por radioinmunoanalisis para determinar la concentracién de LH.
3.3.5. Determinacion de LH

La determinacion de LH se hizo por un método previamente descrito (Arrieta et al.,
2006). Se utiliz6 la hormona luteinizante ovina (oLH-1-2), del National Institute of
Arthritis, Diabetes and Digestive and Kidney Disease, como marcador en el
radioinmunoanadlisis. La sensibilidad del ensayo fue de 0.03 ng mL. El coeficiente de

variacion intra-ensayo e inter-ensayo fueron de 2.6 y 6.3 %, respectivamente.
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3.3.6. Andlisis estadistico

Se evaluo la concentracion de LH, la incidencia, el pico maximo y el tiempo de inicio del
pico preovulatorio, y el cambio de peso de las ovejas. La concentracion de LH se
compard con muestras de 6 h antes del inicio de la infusion (periodo 1) y 6 h a partir del
inicio de la misma (periodo 2). El pico preovulatorio fue el incremento en la
concentracion de LH superior en 2 veces a la concentracion basal, en 2 muestreos
consecutivos y que excediera 10 ng mL™* al menos en una muestra; el inicio del pico
preovulatorio fue cuando en una primera muestra la concentracion de LH supero los 10
ng mL* o en la primera de las 2 muestras que superaran el doble de la concentracién
basal; el pico maximo del pico preovulatorio fue el valor mdximo de LH en el pico
preovulatorio (Caraty et al., 2007). La concentracion y el peso se analizaron con el
procedimiento Mixed del SAS. La comparacion de las medias se hizo con la prueba de
Tukey. La incidencia del pico preovulatorio se comparé con el procedimiento Genmod
del SAS para distribucion binomial (SAS 9.0; SAS Institute; Cary, NC, USA).

3.4. Resultados
3.4.1. Concentraciéon de LH

La concentracion de LH en el periodo 1 fue similar entre todos los grupos (Figura 9. |y
II; p>0.05). Esta se mantuvo sin cambios significativos en las 6 horas de muestreo,
dentro de cada tratamiento (p>0.05). La concentracion de LH en el periodo 2 cambio
con la aplicacion de Kp y el efecto macho. En los tratamientos con S (Figura 9.1), RMS
fue superior a AS (p<0.001), pero similar a los demés tratamientos (p>0.05); AS, RSy
AMS fueron similares (p>0.05). Por tiempo de muestreo, AMS y RMS incrementaron la
concentracion de LH del tiempo 0 al 2 y 4 (p<0.001), pero volvié a niveles del periodo 1
en la hora 6 (p>0.05). Estos niveles de LH fueron diferentes a AS en el tiempo 2y 4
(p<0.01), ademas, RMS fue mayor a RS en el tiempo 2 (p< 0.006). En los tratamientos
con Kp (Figura 9.11), la concentracion de LH de RMKp en el periodo difirié respecto a los
demas tratamientos (p<0.001), mientras que entre estos ultimos no hubo diferencia
(p>0.05). La concentracién de LH por tiempo de muestreo cambié significativamente
respecto al tiempo 0 en todos los tratamientos con Kp y se mantuvo alta durante las 6 h

de la comparacion (p<0.001). La concentracién de LH fue en el periodo 2 en RMS fue
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menor que RMKp (p<0.001) e igual a AKp, RKp y AMKp (p>0.05); mientras que AMS
fue igual a AKp e inferior a RKp, AMKp y RMKp (p<0.01). Por ultimo, AS y RS fueron
inferiores a todos los tratamientos con Kp (p<0.01), excepto RS que fue similar a AKp
(p>0.05).

—+—AS — ——AMS —+— Akp — — —AMKp
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Figura 9. Concentracion de LH de ovejas en anestro postparto tratadas con
kisspeptina (Kp), efecto macho (M) y amamantamiento controlado (R).
A=amamantamiento continuo; S= solucion salina. La flecha indica el inicio del M o
Kp. | muestra los tratamientos con S; Il presenta los tratamientos con Kp. Tiempos

de muestreo con el simbolo * son diferentes (p<0.001).

3.4.2. Caracterizacion del pico preovulatorio

Todos los tratamientos con Kp tuvieron ovejas con pico preovulatorio de LH (Cuadro 4;
Figura 11). Hubo interaccion entre el factor Kp y efecto macho (p<0.002; Figura 10).
Las ovejas con efecto macho y sin Kp no mostraron pico preovulatorio; en aquellas con
solo Kp hubo 38 % de incidencia, mientras que la Kp con efecto macho causé el pico
preovulatorio en 83 % de las ovejas. También hubo efecto simple de Kp en el pico
preovulatorio de LH (con Kp: 65 %; sin Kp: 0 %; p<0.0005).
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Figura 10. Kisspeptina (Kp) x efecto macho (M) en la incidencia de pico preovulatorio en

ovejas anéstricas postparto. a, b son estadisticamente diferentes (p<0.0018).

No hubo efecto simple del tipo de amamantamiento (p>0.05) o efecto macho (p>0.05)
en la incidencia de pico preovulatorio de LH. Tampoco existié interaccion del tipo de

amamantamiento y la Kp (p>0.05), ni la triple interaccion entre tipo de
amamantamiento, el efecto macho y la Kp (p>0.05).

El tiempo de inicio del pico preovulatorio fue similar entre los grupos (Cuadro 4; Figura
11; p>0.05). El pico maximo de LH del pico preovulatorio varié por oveja de 13.6 a 53.6

ng mL*%, con una media de 31.1+3.8 ng mL™, pero no fue diferente entre tratamientos
(Cuadro 4; Figura 11; p>0.05).
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Cuadro 4. Caracterizacion del pico preovulatorio de ovejas en anestro postparto

tratadas con kisspeptina (Kp), efecto macho (M) o amamantamiento controlado (R).

Tratamiento?! Incidencia? Tiempo de Inicio (h) Pico méaximo (ng mL™?)
AKp 1/4 26.020.0 36.2+0.0
RKp 214 27.0£3.0 44.1+7.4
AMKp 4/6 28.5+4.3 22.6+5.0
RMKp 6/6 25.7£3.2 31.616.3
AS 0/4 - 0.2+0.1
RS 0/4 - 0.71£0.1
AMS 0/6 - 0.3+0.1
RMS 0/6 - 0.71£0.1

IA: amamantamiento continuo; S: solucién salina. 2NUmero de ovejas con pico preovulatorio
entre nimero de ovejas en tratamiento.

La Figura 11 muestra los perfiles de LH y la incidencia de pico preovulatorio de ovejas
que solo recibieron Kp, amamantamiento controlado y efecto macho. El grupo de
ovejas con el tratamiento RMKp mostr6 100 % de incidencia de pico preovulatorio
(p>0.05).
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Figura 11. Pico preovulatorio de LH en ovejas en anestro postparto tratadas con
kisspeptina (Kp), efecto macho (M), amamantamiento controlado (R). A:
amamantamiento continuo. Las flechas indican el inicio y el final de la aplicacién de la

Kp. ~indica la ocurrencia de un pico preovulatorio de LH.

3.4.3. Peso de las ovejas

El peso de las ovejas disminuyd significativamente en todos los tiempos de pesaje,
desde el dia del parto hasta el 24, cuando finaliz6 el experimento (Figura 12; p<0.001).
Contrario a ello, no hubo diferencia en el peso en el tiempo entre ninguno de los

tratamientos evaluados (p>0.05) y tampoco interacciones significativas (p>0.05).
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Figura 12. Cambio de peso de ovejas en anestro postparto. Cada tiempo con asterisco

difiere significativamente (p<0.001).
3.5. Discusion

La hipétesis de este estudio fue que la Kp induciria el pico preovulatorio, y ademas el
amamantamiento controlado y el efecto macho incrementarian la incidencia del mismo
en ovejas en anestro postparto. Previo al pico preovulatorio se esperaba el efecto de
los factores estudiados en el aumento de la concentracion de LH. Los resultados
indican que la aplicacién de Kp induce el pico preovulatorio de LH en ovejas en anestro
postparto y que el efecto macho incrementd la incidencia, pero no el amamantamiento
controlado. La concentracion aumentd debido a la Kp e incrementé mas por efecto del

amamantamiento controlado y el efecto macho.

La Kp induce el pico preovulatorio en ovejas en anestro postparto, en las cuales el
amamantamiento suprime la secrecion pulsétil de GnRH/LH y, por ende, la maduracién
folicular y el pico preovulatorio. La incidencia del pico preovulatorio en los tratamientos
con Kp vari6 de 25 % a 100 % (Cuadro 4). En contraste, ninguna oveja sin Kp exhibio
pico preovulatorio (p<0.0005). No se encontraron reportes similares en la literatura. En
ovejas lle de France en anestro estacional y sin crias, una dosis de Kp similar (12.6
nmol/h) a la de este estudio indujo el pico preovulatorio en 4 de 5 ovejas tratadas (80
%,; Caraty et al., 2007). En otro trabajo, también en anestro estacional, se obtuvieron
resultados equivalentes (75 % de pico preovulatorio; Sébert, el al., 2010). En nuestro

experimento, 13 de 20 ovejas con Kp (65 %) mostraron pico preovulatorio. Esta
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respuesta indica que la Kp es capaz de reducir los efectos negativos del
amamantamiento sobre la secrecion de GnRH/LH e inducir el pico preovulatorio. La
razon podria ser la capacidad de Kp exdgena para estimular la secrecion de GnRH/LH
de manera directa en las terminaciones neuronales GnRH (Caraty et al., 2007; Hameed
et al.,, 2011; Yamada et al., 2007) y esquivar el bloqueo superior del amamantamiento
sobre la misma Kp y GnRH. Como sustento se tiene que hasta el 90 % de las neuronas
GnRH del POA en las ovejas expresan GPR54 (Jeremy T. Smith et al., 2011), pero,
aparentemente, el estimulo de la secrecion de GnRH podria ser a nivel de las
terminaciones de las neuronas GnRH en la eminencia media (Franceschini et al., 2006;
Tassigny et al., 2008). En ratas, el amamantamiento inhibe la expresion de ARNm de
Kissl en el ARC y la aplicacion de Kp incrementa la secrecién de LH (Yamada et al.,
2007). Debido a que la Kp no supera la barrera hematoencefalica, el estimulo sobre las
neuronas GnRH podria ocurrir en proyecciones de dendritas fuera de la barrera
(Thomson et al., 2004), y también se ha descubierto un subgrupo de neuronas GnRH
en la parte rostral del POA que poseen ramificaciones dendriticas complejas y llenan el

OVLT, y ademas son susceptibles de ser estimuladas por Kp (Herde et al., 2011).

Se desconoce como el amamantamiento inhibe la secrecion de GnRH/LH, pero podria
ocurrir a nivel del ARC. Existe un grupo de neuronas en ese nucleo hipotalamico que
coexpresan Kp, NKB y Dyn, y ademas, estan interconectadas y se regulan mutuamente
(neuronas KNDy; Lehman et al., 2010a). Hay una teoria que propone a NKB como la
iniciadora del estimulo que activa la secrecion de Kp y como consecuencia la liberacién
de GnRH; al mismo tiempo se activa la Dyn para inhibir a la NKB y en consecuencia a
Kp hasta que la inhibicién se rompe e inicia un nuevo estimulo (Goodman et al., 2013).
En funcién a ello se podria especular que el amamantamiento inhibe la secrecion de
GnRH al estimular a la Dyn y en consecuencia bloquea la secrecién de NKB y Kp.
Primero, hay sintesis de C-Fos durante el amamantamiento en el ARC y evidencia
actividad de este centro que regula la secrecion de GnRH (Smith y Grove, 2002).
Segundo, la administracion de Naloxone (antagonista de opioides) en ovejas en anestro
postparto, incrementa la secrecion pulsatil de LH (Ahmadzadeh et al., 1998; Newton et
al., 1988), y en este grupo de opioides esta la Dyn; ademas, la aplicaciéon de Dyn en

cabras bloquea la ocurrencia de MUA en el ARC, mientras que la administracion del
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antagonista norbinaltorphimine la estimula (Wakabayashi et al., 2010). Debido a que la
Kp exdgena no utiliza esa via es que puede estimular la secrecion de GnRH. Los
niveles bajo de E2 parecen suprimir, en ratas amamantando, la expresion de Kp en el
ARC (Yamada et al., 2012). La aplicacién de Kp causa la inmediata secrecion de Ez y el
crecimiento folicular (Sébert et al.,, 2010), mismo que es requisito para que ocurra el
pico preovulatorio. La falla en el aumento del E2 debido a variaciones individuales en la
respuesta a la Kp podria explicar la ausencia de pico preovulatorio en animales
tratados (Caraty et al., 2007).

El efecto macho incrementd la incidencia de pico preovulatorio en combinacion con la
Kp en ovejas anéstricas postparto (Figura 2). En esta interaccién, la respuesta con la
Kp y efecto macho fue 45 % superior respecto a la Kp sin efecto macho. El grupo de
ovejas con sOlo efecto macho no mostré pico preovulatorio en el periodo de muestreo
(AM). El pico preovulatorio de LH en ovejas en anestro estacional con el efecto macho,
puede empezar a ocurrir alrededor de las 30 h después del primer contacto con el
macho (Martin y Scaramuzzi, 1983); sin embargo, la presencia frecuente del semental
es necesaria hasta lograr el pico preovulatorio en la mayoria de las ovejas, ya que el
retiro del carnero antes de tiempo provoca que las ovejas reduzcan la secrecion de LH
(Martin et al., 1986). Por otra parte, en ovejas en anestro postparto no se encontraron
estudios donde se haya evaluado la incidencia de pico preovulatorio, pero si de
ovulacién y ello permite relacionar los eventos. El efecto macho actia méas lentamente
en el postparto (Geytenbeek et al.,, 1984). Ellos encontraron que el porcentaje de
ovulacion fue 0, 35, 52 y 73 para ovejas expuestas a efecto macho con 14, 28, 35y 45
d postparto, respectivamente. El efecto macho duré 10 d (del 10 al 20 postparto) y
podemos esperar que parte de las ovejas ovularan antes de la infusion. Segun nuestros
resultados, en al menos 17 % de las ovejas pudo haber ocurrido la ovulacién, ya que no
respondieron con pico preovulatorio a la aplicacion de Kp, pero si con aumento en la

concentraciéon de LH.

El aumento de la incidencia del pico preovulatorio derivado de la combinacion del
efecto macho y la aplicacion de Kp parece deberse a que actla estimulando la
secrecion de la misma Kp. Hay neuronas de la amigdala que expresan Kiss1 en funcion

del estimulo de estrégenos (Kim et al., 2011). Se ha encontrado que ovejas sometidas
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a efecto macho incrementan la expresion de ARNm de Kissl, mientras la
administracion de un antagonista (P-271) de Kp bloquea completamente la respuesta al
efecto macho (Bond et al., 2013). Por ello se ha propuesto que el efecto macho actlua
via feromonas a nivel neuronas KNDy en el ARC, para estimular la secrecién de Kp y
luego de GnRH/LH (Hawken y Martin, 2012; Smith et al.,, 2014). En nuestro
experimento, el estimulo directo de la Kp sobre GnRH aunado al del efecto macho
sobre las neuronas KNDy pudo ser la causa de la mayor incidencia de pico

preovulatorio.

La incidencia mayor de pico preovulatorio del estudio se obtuvo cuando se combin6 la
Kp con el amamantamiento controlado y el efecto macho, pero esta interaccién se
aproximo a la significativa (p<0.062). La unién de los 3 factores (RMKp) causé6 que 100
% de las ovejas tuviera pico preovulatorio, sin embargo, la sola inclusion del efecto

macho y la Kp indujo apenas 17 % menos picos.

En la Figura 11 se puede notar que el inicio del pico preovulatorio a las 20.5+1.9 h
después del inicio de la aplicacion de Kp, y varié desde 8 a 30 h; sin embargo, estas
diferencias no fueron significativas entre los tratamientos (p>0.05). Sébert et al. (2010)
reportaron que de manera similar, el inicio del pico preovulatorio en el anestro
estacional de ovejas tratadas con Kp fue a las 21.3£2.67 h. También, en otro estudio en

ovejas prepuberes con Kp el inicio del pico fue a 21+2.3 h (Redmond et al., 2011).

Los tratamientos no afectaron el pico maximo de LH del pico preovulatorio (p>0.05). Sin
embargo, fue baja (31.1+3.8 ng mL) respecto al pico preovulatorio medio de la etapa
reproductiva (>50 ng mL?; Martin et al., 1987). La concentracién maxima también fue
baja respecto de aquella en ovejas con Kp en anestro estacional (60.4+10.0 ng mL™;
Sébert et al., 2010). En contraste, esta fue superior de 22+13 ng mL™* reportados en

ovejas prepuberes tratadas con Kp (Redmond et al., 2011).

La aplicacion de Kp incremento6 la concentracion de LH en sangre en ovejas en anestro
postparto. Este incremento fue mayor cuando se combiné Kp con amamantamiento
controlado y efecto macho (RMKp; Figura 1.1I). La diferencia era esperada, ya que se
combinaron 3 estimulos positivos. También se esperaba que la concentracion de LH

fuera menor en AKp respecto al resto de los tratamientos con Kp, debido a que el unico
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efecto positivo era la Kp, sin embargo fue solo diferente a RMKp. La similitud entre
AKp, RKp y AMKp muestra que tanto el amamantamiento controlado como el efecto
macho no mejoraron la concentracion de LH, y fue la Kp quien la aument6 en este
periodo. El efecto del amamantamiento en la concentracion de LH se ha evaluado en
ratas (Yamada et al., 2007). Estos autores encontraron que el gen Kissl1 es suprimido a
nivel ARC por el amamantamiento y la aplicacion de Kp incrementa la concentracion de
LH. La concentracion de LH en sangre es reflejo de la secrecién pulséatil. En este
sentido, en un estudio realizado en laboratorio donde se llevd a cabo el presente
trabajo se encontré que el amamantamiento controlado incrementa la secrecion pulsatil

de LH en ovejas en anestro postparto (p<0.04; datos no publicados).

La introduccion del efecto macho, en los tratamientos sin Kp, incrementé la
concentracion de LH tanto en ovejas con amamantamiento continuo como controlado
(Figura 9.1). El aumento fue significativo las primeras 4 h del muestreo (p<0.001).
Contrario a lo esperado, el AM no fue diferente al RM (p>0.05), por lo que el aumento
de concentracion de LH se puedo deber sélo al efecto macho y no al amamantamiento
controlado. La concentracién de LH aumenta debido a que el efecto macho estimula la
secrecion pulsatil de GnRH/LH (Fabre-Nys et al., 2015; Hawken et al., 2007). La Kp
parece ser la via por la cual el efecto macho actda (Smith et al.,, 2014). En nuestro
estudio la Kp aumenté la concentracion de LH y cuando se introdujo el efecto macho
esta aumenté aun mas. La vida media de la Kp-10 es de aproximadamente 4 min y
esto influye en el tiempo del estimulo (Jayasena et al., 2011). Se han estado
desarrollando analogos de Kp que aumentan la duracion del estimulo y practicidad de

la aplicacion de la misma (Decourt et al., 2016).

La Kp, el efecto macho o el amamantamiento controlado no influyeron en el peso de las
ovejas. Este disminuyd 9 % en el tiempo, desde el parto hasta el fin del experimento el
dia 24 postparto (Figura 4). Sin embargo, esta disminucién fue similar entre los distintos
tratamientos (p>0.05); el peso no afecto las diferencias encontradas por efecto de los
tratamientos sobre el pico preovulatorio y la concentracion de LH en ovejas en anestro

postparto.
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3.6. Conclusiones

Se concluye que la Kp puede inducir el pico preovulatorio en ovejas anéstricas
postparto, mientras el efecto macho incrementa la incidencia del mismo, y el
amamantamiento controlado no tuvo efecto. La concentracién de LH incrementa con la
adicion de Kp y mejora con la combinacion del efecto macho y el amamantamiento

controlado.
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DISCUSION GENERAL

El primer objetivo del estudio fue determinar si el amamantamiento controlado y el
efecto macho, como efectos simples o en interaccion, mejoran el comportamiento
reproductivo de ovejas en anestro postparto. Los resultados mostraron que el efecto
macho redujo el tiempo al primer estro en 8 d respecto a ovejas sin este (48 d). En un
estudio parecido, se encontré que el primer estro ocurrié alrededor del dia 35 postparto
(Cruz Espinoza, 2011). En otro estudio encontraron que el tiempo al primer celo fue al
dia 40 postparto (Lassoued et al., 2004). El efecto macho duplicé el porcentaje de
ovejas gestantes (90 %). Este valor es superior al de otros estudios que reportan de 63
% a 68 % de gestacion (Cruz Espinoza, 2011; Morales-Teran et al., 2011). La
fecundidad que mejor6 en 100 % con el efecto macho. La fecundidad en este estudio
fue mayor a la reportada por Cruz-Espinoza (2011) con 1.10. Sin embargo, la incidencia
de estros y la prolificidad no se afectaron por el efecto macho. Por su parte, el
amamantamiento controlado influyd menos en el comportamiento reproductivo. Un
efecto positivo fue que redujo el tiempo al primer estro en 5 d respecto al
amamantamiento continuo (p<0.05), y también tendi6 a incrementar la fecundidad
(p=0.076; 0.4 crias mas). Otros investigadores tampoco encontraron diferencias en este
indicador (Castillo-Maldonado et al., 2013).

Aungue el amamantamiento controlado y el efecto macho mejoraron el comportamiento
reproductivo de ovejas en anestro postparto, 10 % de ovejas con efecto macho y 27 %
con amamantamiento controlado no se gestaron antes de 63 d postparto, mientras que
7 % y 20 %, respectivamente, no entraron en celo. Esto muestra que el
amamantamiento inhibe el retorno a la actividad reproductiva a nivel tal que el efecto
macho y el amamantamiento controlado no son suficientes para iniciar la reproduccion

en la totalidad de las ovejas.

El segundo objetivo fue probar si la aplicaciéon de Kp i.v. incrementa la secrecién pulsatil
de LH en ovejas en anestro postparto con amamantamiento continuo, y si el aumento
es mayor con amamantamiento controlado. La hipétesis fue que el amamantamiento
inhibe la secrecion de Kp y en consecuencia a la secrecion pulsatil de GnRH/LH, y la
aplicacibn de Kp incrementaria a tales hormonas, ademas, el amamantamiento

controlado mejoraria la respuesta a la Kp. Los resultados mostraron que la frecuencia
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de secrecion pulséatil de LH incrementdé 1.3 veces mas que antes de la aplicacion
(p<0.006), y 1.0 veces mas que el grupo con solucion salina (p<0.014). La mitad de las
ovejas que cambiaron la frecuencia de LH por la aplicacion de Kp tuvieron al menos
0.83 hl. No se encontraron estudios donde se haya evaluado la secreciéon pulsatil de
LH en ovejas en anestro postparto estimuladas con Kp. En ovejas prepuberes, la
aplicacion de una dosis similar de Kp cambio la frecuencia de secrecion de LH de 0.5/h
a 1/h (Redmond et al., 2011); la misma tendencia ocurrié en ratas amamantando
(Yamada et al., 2007). La amplitud de los pulsos de secrecién de LH no cambio por la
aplicacion de Kp en ovejas en anestro postparto (media=2.96 ng mL?; p>0.05). El tipo
de amamantamiento no influy6 en el estimulo de la Kp sobre la secrecién pulsétil de LH
(p>0.05). Esto significa que el cambio de la frecuencia debido a la Kp fue similar en

ovejas con amamantamiento continuo o controlado.

El tercer objetivo fue evaluar el efecto de la aplicacion de Kp con efecto macho o
amamantamiento controlado, en la induccion del pico preovulatorio y la concentracion
de LH en ovejas en anestro postparto. El resultado méas importante de este
experimento fue que la Kp es capaz de inducir el pico preovulatorio con el estimulo por
24 h. La incidencia del pico preovulatorio en los tratamientos con Kp varié de 25 % a
100 %. En contraste, ninguna oveja sin Kp exhibid pico preovulatorio (p<0.0005). En
ovejas lle de France en anestro estacional y sin crias, una dosis de Kp similar (12.6
nmol/h) a la de este estudio indujo el pico preovulatorio en 4 de 5 ovejas tratadas (80
%; Caraty et al., 2007). El efecto macho incremento la incidencia de pico preovulatorio
en combinacion con la Kp sin este efecto, en ovejas anéstricas postparto. En esta
interaccion, la respuesta con la Kp y efecto macho fue 45 % superior respecto a la Kp
sin efecto macho. El grupo de ovejas con solo efecto macho no mostré pico
preovulatorio en el periodo de muestreo (AM). El aumento de la incidencia del pico
preovulatorio derivado de la combinacién del efecto macho y la aplicacién de Kp parece
deberse a que actua estimulando la secrecion de la misma Kp. Se ha encontrado que
ovejas sometidas a efecto macho incrementan la expresibn de ARNm de Kissl,
mientras la administracion de un antagonista (P-271) de Kp bloquea completamente la
respuesta al efecto macho (Bond et al., 2013). La incidencia mayor de pico

preovulatorio se obtuvo cuando se combind la Kp con el amamantamiento controlado y
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el efecto macho, pero esta interaccion sélo tendié a significativa (p=0.062). La
combinacion de los 3 factores (RMKp) causé que 100 % de las ovejas tuviera pico
preovulatorio, sin embargo, la sola inclusion del efecto macho y la Kp indujo apenas 17

% menos picos.
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CONCLUSIONES GENERALES
Del objetivo uno se concluye que el efecto macho y el amamantamiento controlado
mejoran el comportamiento reproductivo de ovejas en anestro postparto de manera

separada, sin embargo, la combinacion de ambos no fue importante.

De la evaluacion de la Kp y el amamantamiento controlado en la secrecion pulsétil de
LH se concluye que la aplicacion de kisspeptina i.v. incrementa la secrecion pulsatil de
LH de manera similar en ovejas con amamantamiento continuo o controlado, en

anestro postparto.

En el tercer objetivo se concluye que la Kp puede inducir el pico preovulatorio en ovejas
aneéstricas postparto, mientras el efecto macho incrementa la incidencia del mismo, y el
amamantamiento controlado no tuvo efecto. La concentracién de LH incrementa con la
adicién de Kp y mejora con la combinacion del efecto macho y el amamantamiento

controlado.
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