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RESUMEN

Los caprinos y los ovinos son especies con reproduccion estacional, por lo que durante la estacion
no reproductiva disminuye la concentracion de testosterona, la calidad seminal y el comportamiento
sexual. El objetivo de ésta Tesis de Doctorado fue determinar si la administracion de gonadotrofina
coridnica equina (eCG) durante la estaciobn no reproductiva repercute positivamente en el
desempefio reproductivo de los chivos y carneros. En base a esto se realizaron tres experimentos. El
objetivo del Experimento | fue comparar la concentracion sérica de testosterona, algunas
caracteristicas testiculares, y la calidad del semen fresco y descongelado de chivos tratados o no
con eCG. Ademas, determinar si la administracion de eCG a chivos durante la estacion no
reproductiva genera una reaccion inmune anti-eCG, y en el caso de generarla, si esta tiene efectos
negativos en la concentracion de testosterona, en las caracteristicas testiculares y seminales durante
la estacion reproductiva siguiente. Un grupo de chivos fue tratado con eCG [grupo GeCG; una
dosis de 800 Ul de eCG (Dia 0) + cuatro dosis de 500 Ul, administradas cada 5 dias] y un grupo
control, no tratado (grupo GCon). Las evaluaciones se realizaron una semana antes de la
administracion de eCG hasta el dia 60 y luego durante la estacion reproductiva siguiente desde el
Dia 91 al 121. La concentracion de testosterona (desde el Dia 3 al 21: P <0,0001), los anticuerpos
anti-eCG (desde Dia 12 al 44: P <0,01), el porcentaje de espermatozoides motiles (Dia 6: P = 0,006
y 14: P = 0,001), de espermatozoides con motilidad progresiva (Dia 6: P = 0,01 y 14: P = 0,002) y
de espermatozoides con membrana funcional (Dia 6: P = 0,02 y 22: P = 0,008) fueron mayores en
el GeCG que en los chivos del GCon. A su vez, el porcentaje de espermatozoides métiles luego de
la descongelacion tendid a ser mayor en el GeCG que en el de GCon (P = 0,07). Ademas, el
tratamiento disminuyo el ancho, area y perimetro de la cabeza de los espermatozoides, (P = 0,02, P
= 0,01, P = 0,03, respectivamente). El largo de la cabeza de los espermatozoides fue mayor en el
GCon que en los chivos del GeCG los Dias 41 y 47 (P = 0,001 y P = 0,05; respectivamente). Si bien
durante la siguiente estacion reproductiva los chivos todavia presentaban altas concentraciones de
anticuerpos anti-eCG (P = 0,04), no hubo efectos negativos de haber sido tratados con eCG varios
meses antes en la concentracion de testosterona, en las caracteristicas testiculares ni en la calidad
del semen fresco y la crioresistencia espermatica. EI Experimento Il tuvo como objetivo comparar

la efectividad de administrar diferentes dosis de eCG (400 o 700 Ul) durante la estacion no
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reproductiva en la concentracion sérica de testosterona, en algunas caracteristicas testiculares y en
la calidad del semen fresco de carneros. Se utilizaron tres grupos de carneros Merilin: a) tratados
con 400 Ul de eCG (grupo eCG400); b) tratado con 700 Ul de eCG (grupo eCG700); y ¢) grupo
control no tratado (grupo CON). Los dos grupos tratados recibieron tres dosis de eCG
administradas cada 6 dias. Las evaluaciones se realizaron desde una semana antes de la
administracion de eCG (Dia 0) hasta 24 dias de la primer evaluacion. El tratamiento modifico la
concentracion sérica de testosterona (P < 0,0001), que fue mayor en el grupo eCG700 que en los
grupos eCG400 (P < 0,001) y control (P < 0.0001). Ademas, eCG400 tuvo mayor concentracion de
testosterona que el grupo CON (P = 0,0002). Sin embargo, el tratamiento no produjo cambios en las
caracteristicas testiculares y seminales evaluadas. El objetivo del Experimento 11l fue comparar la
respuesta a la administracién de eCG en la calidad del semen fresco y descongelado, en el tamafio
testicular, asi como en el despliegue del comportamiento sexual en carneros de dos razas originadas
en latitudes diferentes y por tanto con un patron estacional diferente. Se utilizaron carneros
Highlander (HL) y Texel (TEX), tratados con dos dosis de 1000 Ul de eCG (Dias 0 y 5) o0 no
tratados. Las evaluaciones se realizaron siete y cinco dias antes de la administracion de eCG, y
luego en forma semanal durante tres semanas. El tratamiento no produjo cambios en las
caracteristicas testiculares y seminales evaluadas. Sin embargo, el tiempo en alcanzar la segunda y
tercera eyaculacién fue menor en los animales tratados con eCG que en los controles (P = 0,001y P
= 0,02; respectivamente). En conclusion, la administracion de eCG durante la estacion no
reproductiva estimul6 la secrecion de testosterona y mejor6 la calidad del semen fresco y del semen
descongelado de los chivos. Sin embargo, en los carneros sélo acorto el tiempo a la segunda y

tercera eyaculacion.



SUMMARY

Goats and sheep are species with seasonal reproduction, so during the non-breeding season
testosterone concentration, seminal quality, and sexual behavior decrease. The objective of this
Thesis was to determine if the administration of equine chorionic gonadotropin (eCG) can stimulate
the reproductive performance of bucks and rams during the non-breeding season. Based on this,
three experiments were carried designed. The objective of Experiment | was to compare the serum
testosterone concentration, some testicular traits, and the quality of fresh and thawed semen of
bucks treated or not with eCG. A complementary aim was to determine if eCG administration to
bucks during the non-reproductive season induces the production of anti-eCG antibodies, and if
those antibodies have negative effects on the concentration of serum testosterone and testicular and
seminal traits during the following breeding season. A group of bucks was treated with eCG [group
GeCG; one dose of 800 IU of eCG (Day 0) + four doses of 500 1U, administered every 5 days] and
an untreated control group (group GCon), and the different responses were recorded since one week
before eCG administration until Day 60 and during the subsequent breeding season (Day 91 to Day
121). Treated bucks had greater testosterone concentration (from Day 3 to 21: P < 0.0001), anti-
eCG titers (from Day 12 to 44: P <0.01), percentages of motile spermatozoa (Day 6: P = 0.006 and
14: P = 0.001), of spermatozoa with progressive motility (Day 6: P = 0,01 and 14: P = 0.002) and of
spermatozoa with functional membrane (Day 6: P = 0.02 and 22: P = 0.008). Also in frozen-thawed
samples, the percentage of motile spermatozoa tended to be greater in GeCG than in GCon bucks
(P = 0.07). In addition, the treatment decreased the width, area and perimeter of the sperm head (P
=0.02, P =0.01, P = 0.03, respectively). Sperm head length was greater in sperm collected from
GCon than GeCG bucks on Days 41 and 47 (P = 0.001 and P = 0.05, respectively). Although during
the subsequent breeding season the GeCG bucks still had greater titers of anti-eCG antibodies (P =
0.04), their reproductive pattern was unaffected. Experiment Il aimed to compare the effectiveness
of administering different doses of eCG to rams (400 or 700 1U) during the non-breeding season on
serum testosterone concentration, on some testicular traits, and on fresh semen quality. Three
groups of Merilin rams were used: a) treated with 400 1U of eCG (group eCG400), b) treated with
700 IU eCG (group eCG700); and c) untreated control group (group CON). The two treated groups
received three doses of eCG administered, one every 6 days, and the different responses were
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recorded since one week before the first eCG administration (Day 0) until Day 24. Testosterone
concentration was greater in eCG700 than in eCG400 (P < 0.001) and CON rams (P < 0.0001).
Furthermore, eCG400 had a greater testosterone concentration than the CON rams (P = 0.0002).
However, the treatment did not modify any testicular trait or seminal quality. The objective of
Experiment 111 was to compare the effects of administering eCG to rams from two breeds originated
in different latitudes, and thus, with different seasonal patterns, on the quality of fresh and thawed
semen, in testicular size, and in their sexual behaviour. The study was performed with Highlander
(HL) and Texel (TEX) rams, that were treated with eCG (two doses of 1000 1U on Days 0 and 5),
or not treated. The responses were recorded 7 and 5 days before eCG administration, and then
weekly for three weeks. The treatment did not modify the testicular traits or the fresh sperm quality.
However, treated rams achieved their second and third ejaculations earlier than control rams (P =
0.001 and P = 0.02, respectively). In conclusion, the administration of eCG during the non-breeding
season stimulated the secretion of testosterone and improved fresh and frozen-thawed semen
quality in bucks. However, in rams, this treatment only reduced the time to reach the second and

third ejaculation.
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1. Introducciony antecedentes

1.1. Estacionalidad reproductiva de pequefios rumiantes

En regiones templadas, como la de Uruguay, la estacionalidad reproductiva de pequefios
rumiantes esta determinada principalmente por el fotoperiodo. Esto permite que los
nacimientos de las crias ocurran en condiciones ambientales mas favorables, aumentando la
probabilidad de supervivencia de las mismas (ver revisiones: Lincoln & Short, 1980; Malpaux
et al., 1996). En este sentido, la variacion del periodo luminico diario proporciona la sefial de
mayor importancia para determinar el patron estacional de cada raza (Yeates, 1949; Goldman,
1999; Malpaux, 2006). La informacion fotoperiodica se percibe por la retina y se transmite a
través de una via multisinaptica que involucra el nacleo supraquiasmaético y el ganglio cervical
superior, hasta la glandula pineal, donde se modula la secreciéon de melatonina (Karsch et al.,
1984; Malpaux et al., 2001). La melatonina se libera por la noche y, por lo tanto, la duracion de
la secrecion difiere entre dias largos y cortos. Esta duracion de la secrecion de melatonina se
procesa y sirve como un mensajero enddcrino para sincronizar el estado neuroendécrino de los
animales con los cambios estacionales y de esta forma regular la actividad del eje hipotalamo-
hipofiso-gonadal (Karsch et al., 1988; ver revision: Badness et al., 1993). Esto ocurre porque la
melatonina regula la sensibilidad del area premamilar hipotaldmica al feed-back negativo de
los esteroides gonadales (Malpaux et al., 2002), modulando asi la secrecion pulsétil de la
hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) por parte de las neuronas hipotaldmicas
(Misztal et al., 2002) y estimulando a la adenohipéfisis a liberar de forma continua la hormona
foliculo estimulante (FSH) y de forma pulsatil la hormona luteinizante (LH), las cuales
repercuten a nivel gonadal (Hafez, 1989; ver revision: Tilbrook & Clarke, 2001).

En latitudes como la de Uruguay (30-35 °S), la estacién reproductiva de los ovinos y
caprinos se produce cuando las horas de luz disminuyen, es decir, durante parte del verano, y
todo el otofio. Al disminuir la cantidad de horas de luz, aumenta el tiempo de liberacién de
melatonina induciendo un cambio en la sensibilidad del hipotdlamo y la hipofisis, lo que
repercute en un aumento en la actividad sexual (Misztal et al., 2002). Las hembras durante la
estacién no reproductiva se encuentran en anestro estacional (ausencia de comportamiento

estral), limitando que las mismas queden prefiadas. Por el contrario, durante la estacion no



reproductiva, los machos disminuyen su actividad reproductiva, pero esta no cesa por

completo.

1.2. Espermatogénesis y regulacion endocrina de la actividad reproductiva en el macho

La espermatogénesis ocurre a través de una serie de procesos que estan cuidadosamente
regulados por el eje hipotalamo-hipofiso-gonadal. La misma implica la diferenciacion de las
celulas germinales masculinas, las espermatogonias, en espermatozoides haploides funcionales
(ver revision: O’Donnell et al., 2001). La espermatogénesis se produce en los tubulos
seminiferos de los testiculos, en estrecha relacion con las células somaticas del epitelio
seminifero, las células de Sertoli. Esta comprende 3 fases principales, que incluyen la mitosis
de las espermatogonias, la meiosis de los espermatocitos y la espermiogénesis, mediante la cual
las espermatidas redondas se convierten en espermaétidas alargadas. Cuando se completa el
desarrollo de las células germinales, se produce la espermiacion, que es cuando las
espermatidas maduras se liberan de las células de Sertoli al lumen del tabulo seminifero (ver
revision: O’Donnell et al., 2001). En el caso de carneros y chivos la espermatogénesis dura
alrededor de 48 dias (Cardoso & Queiroz, 1988; Franca et al., 1999).

Como se menciond previamente la GnRH es una hormona hipotalamica que desempefia un
rol clave en el desarrollo y el mantenimiento de la reproduccion (ver revision: Schneider et al.,
2006). Esta hormona controla la secrecion de la FSH y la LH por parte de la adenohip6fisis, las
cuales son responsables de estimular los testiculos (ver revisidn: Schneider et al., 2006). Las
células de Sertoli, son el blanco de accion de la FSH. Estas células son las responsables del
intercambio metabdlico con las células germinales, brindandole un ambiente adecuado para la
supervivencia de las espermatogonias (Meachem et al., 2001). La LH actta sobre las células de
Leydig, ubicadas en el intersticio testicular, estimulando la produccion de andrégenos,
mayormente testosterona.

La testosterona llega mediante difusion a los tlbulos seminiferos donde estimula la
espermatogénesis (Weinbauer et al., 2010). Se ha demostrado que la testosterona es necesaria
no sélo para que ocurra correctamente la espermatogénesis, sino también para la diferenciacion
de las células de Sertoli (Haywood et al., 2003), se vincula con la produccion y calidad

espermatica, y es necesaria para que se despliegue el comportamiento sexual (Walker, 2009).



Con respecto a ésta ultima funcidn, la testosterona acta a nivel del area predptica del
hipotdlamo donde a través de la aromatasa se metaboliza a estrogenos para desencadenar el
comportamiento sexual (ver revisién: Dominguez & Hull, 2005). Sumado a esto,
modificaciones en la concentracion de testosterona pueden inducir cambios en la composicion
del plasma seminal (Palacin et al., 2008; Hedia et al., 2019), beneficiosos para la calidad
espermatica (Matsuoka et al., 2006), y la metabolizacion de testosterona a estrogenos (Simpson
et al., 1994) puede repercutir en la regulacion de la motilidad espermética (Carreau et al., 2007;
Casao et al., 2010a). Cabe destacar que la LH y la FSH no solo ejercen sus efectos sobre la
espermatogénesis, sino que también existen receptores de FSH y LH en el epididimo (Zhang, et
al., 1997; Dahia & Rao, 2006), en las vesiculas seminales (Tao et al., 1998) y en la prostata
(Reiter et al., 1995), por lo que estas hormonas pueden repercutir en parte en la composicion
final de plasma seminal y por ende en la calidad del eyaculado.

1.3. Efecto de la estacionalidad reproductiva en la reproduccion de los machos

Como se menciond anteriormente, los ovinos y los caprinos presentan estacionalidad
reproductiva lo que repercute en variaciones de las caracteristicas reproductivas a lo largo del
afio. Sin embargo, hay que tener en cuenta que el patron estacional reproductivo varia entre
razas de acuerdo con la latitud en la que evolucion6 cada una de ellas (Hafez, 1952, ver
revision: Gerlach & Aurich, 2000). En general, las razas de ovinos desarrolladas en la region
del Mediterraneo inician su estacion reproductiva antes que aquellos ovinos cuyos genotipos
evolucionaron en latitudes superiores, y esto se mantiene incluso cuando ambas razas son
expuestas al mismo tratamiento fotoperiddico (Martin et al., 1999). En este sentido, en
términos generales, en los machos la concentracion de testosterona es maxima durante el otofio
y minima durante fines de invierno (Gastel et al., 1995; Sarl6s et al., 2013), coincidiendo con
las variaciones en las caracteristicas reproductivas. La calidad seminal, el tamafio testicular, asi
como la frecuencia de comportamientos sexuales presentan sus maximos valores entre finales
de la primavera y otofio (Pérez et al., 1997; Pérez et al., 1998; Ungerfeld, 2012; Giriboni et al.,
2017). Las variaciones del tamafio testicular a lo largo del afio estan correlacionadas con la
actividad espermatogénica y la produccion espermatica (Courot & Ortavant, 1981; Gastel et al.,
1995; Bielli et al., 1997). Ademés, la motilidad espermatica, la cantidad total de
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espermatozoides en el eyaculado, asi como el porcentaje de espermatozoides normales
aumentan durante el verano y otofio (Ungerfeld, 2012; Giriboni et al., 2017). A lo largo del afio
también existen modificaciones en la composicién y concentracion de las proteinas y de las
hormonas presentes en el plasma seminal (Dominguez et al., 2008; Casao et al., 2010a; 2013).
La conjuncion de las variaciones previamente mencionadas se traduce en fluctuaciones anuales
en el despliegue del comportamiento sexual y en la produccion espermatica, y por ende en el
desempefio reproductivo de los machos, lo que limita los manejos reproductivos que se pueden

implementar a lo largo del afio.

1.4. Implicancias de la estacionalidad reproductiva para el productor agropecuario

El anestro estacional de las hembras y la disminucion de la actividad sexual de los machos
determina la cria estacional de ovejas y cabras, lo que restringe los nacimientos a épocas
especificas del afio. Esto conduce a marcadas variaciones estacionales en la disponibilidad de
algunos productos en el mercado (por ejemplo, corderos disponibles para su venta durante todo
el afio), lo que muchas veces implica cambios en el precio de las ventas a lo largo del afio para
los productores. En este sentido, para algunos sistemas productivos seria ventajoso sincronizar
los nacimientos en un periodo corto de tiempo que permita mejorar la organizacion del cuidado
de los animales; reducir los periodos improductivos (pubertad, anestro estacional, anestro
posparto) y tener la capacidad para programar los nacimientos en épocas especificas del afio
(por ejemplo, en funcion de la demanda comercial) (ver revision: Dardente et al., 2016). Para
lograr esas modificaciones la mayoria de los estudios se han centrado en la reproduccién de las
hembras. Sin embargo, es necesario acompasar esta informacion con estudios sobre la
reproduccion del macho. En este sentido, como se menciond previamente si bien la produccion
espermaética de los machos se mantiene durante todo el afio, durante la estacion no reproductiva
se produce semen de baja calidad, y disminuye la frecuencia de comportamientos de cortejo y
cépula frente a una hembra en celo, lo que reduce la probabilidad de que ocurra una copula
efectiva. Sumado a esto, la congelacion seminal también se ve afectada durante la estacion no
reproductiva, ya que, al producir semen de menor calidad, en muchos casos el mismo no
califica con los estandares minimos necesarios para que sea apto para su congelacion, lo que

impide producir semen para comercializarlo congelado en dicho periodo. Lo anteriormente



mencionado abre la posibilidad de implementar estrategias para mejorar el desempefio
reproductivo de los machos que pueda repercutir en la cantidad de hembras que quedan
prefiadas y en la cantidad de pajuelas por animal/afio que se pueden criopreservar y

comercializar.

1.5. Metodologias utilizadas para mejorar el desempefio reproductivo de los machos durante
la estacion no reproductiva

Actualmente se han desarrollado métodos para reducir los efectos negativos de la
estacionalidad (ver revision: Dardente et al., 2016). En este sentido, la manipulacion artificial
del fotoperiodo, el uso de implantes de melatonina, o la administracion de agonistas de GnRH,
son algunas de las opciones que existen para estimular la actividad reproductiva durante la
estacion no reproductiva. Los tratamientos fotoperiodicos de los carneros se basan en la
exposicion a periodos de dias cortos y largos, e induce aumentos del volumen testicular, el total
de espermatozoides en el eyaculado y disminucién del porcentaje de espermatozoides
anormales, los que son similares a lo observado durante la estacién reproductiva (Chemineau et
al., 1988). Ademas, los chivos intensifican el comportamiento sexual (Delgadillo et al., 2002;
Chasles et al., 2016). Sin embargo, para que éste método sea efectivo se necesita realizar un
tratamiento durante 45 dias para observar modificaciones transitorias luego de
aproximadamente 60 dias pos-tratamiento (Chasles et al., 2016).

Los implantes liberadores de melatonina proporcionan informacién fotoperiodica de dias
cortos, por lo que, al aplicarlos durante la estacién no reproductiva, en dias largos, estimula la
actividad de los carneros (Fitzgerald & Stellflug, 1991; ver revisién: Rosa & Bryant, 2003).
Dicho tratamiento produce un aumento en el tamafio testicular (Palacin et al., 2008), en la
concentracion de testosterona (Kokolis et al., 2000), en el porcentaje de espermatozoides con
motilidad progresiva (Casao et al.,, 2010b), en el porcentaje de espermatozoides
morfolégicamente normales (Kaya et al., 2000) y en la actividad secretora de las vesiculas
seminales (Mokhtar et al., 2016). Ademas, el tratamiento induce un aumento del porcentaje de
espermatozoides motiles y con el ADN integro en muestras criopreservadas (Pool et al., 2020).
Sin embargo, dichos cambios comienzan a visualizarse recién a partir de los 45 dias de

colocados los implantes (Kokolis et al., 2000, Casao et al., 2010b), y su eficacia difiere



considerando la raza y el tiempo de tratamiento (Abecia et al., 2007). La administracion de un
agonista de GnRH durante la estacion no reproductiva permite aumentar la concentracion de
testosterona y mejorar las caracteristicas seminales de los chivos (Giriboni et al., 2019), pero

los efectos son transitorios, de corta duracion.

1.6. Gonadotrofina corionica equina

Una alternativa para estimular la actividad reproductiva durante la estacion no reproductiva
es la administracion de gonadotrofina coridnica equina (eCG). La eCG es una hormona
glucoproteica secretada por las células epiteliales trofoblasticas de origen fetal que forman las
copas endometriales (ver revision: Murphy & Martinuk, 1991; Hoppen, 1994). Estas células
trofoblasticas invaden el endometrio entre el dia 36 y el 38 de gestacion, y comienzan a
producir eCG aproximadamente dos dias después, con una produccién méaxima entre los dias
55 y 70 de gestacion. La produccion de eCG es continGa hasta aproximadamente el dia 110
(con un rango de 100 a 140 dias) de gestacion, momento en el que las células son eliminadas a
consecuencia de una respuesta inmune celular materna (Hoppen, 1994).

La eCG pertenece a la misma familia de hormonas glucoproteicas, igual que la LH, la FSH
y la hormona estimulante de la tiroides (TSH). La eCG esta formada por dos subunidades,
llamadas a y B que se mantienen unidas mediante enlaces no covalentes (Hartree & Renwick,
1992). La estructura proteica primaria de la subunidad B es idéntica a la de la LH equina (eLH)
(Guillon & Combarnous 1983; Bousfield et al., 2001). Ambas moléculas presentan una
extension del carboxilo terminal de 30 aminoécidos, con la cola muy glucosilada (Sugino et al.,
1987). Ademaés, ambas estan codificadas por un solo gen (Sherman et al., 1992). En
consecuencia, las diferencias en la actividad de unién entre LH y eCG son probablemente
atribuibles a diferencias en el tamafio y la estructura de las cadenas de N- y O-glicanos unidas a
las cadenas a y B del polipéptido.

La molécula de eCG contiene muchos mas carbohidratos y es mas voluminosos que la eLH
(Bousfield et al., 1996, 2001). Ademas, la eCG contiene 4cido sialico, especialmente unido a la
subunidad B, lo que le confiere una vida media prolongada, de 26 h en equinos (Cole et al.,
1967), lo que es bastante mas largo que la vida media de la FSH y la LH (Vliegenthart et al.,
1990; Martinuk et al., 1991). En efecto, la eCG tiene la vida media mas larga en la circulacion
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entre las gonadotrofinas (Menzer & Shams, 1979) porque su molécula contiene oligosacaridos
altamente sializados (Damm et al., 1990) que reducen el metabolismo en el higado e impiden la
filtracion de la eCG en los rifiones (Martinuk et al., 1991). De hecho, la eLH se elimina de la
circulacion seis veces mas rapido que la eCG (Smith et al., 1993).

Los receptores de la LH, FSH, TSH y de las gonadotrofinas coridnicas pertenecen a una
subfamilia de receptores de hormonas glucoproteicas que incluyen siete receptores de dominio
transmembrana asociados a proteina G (Dufau, 1998; ver revision: Ascoli et al., 2002). Por
consiguiente, debido a la alta afinidad por los receptores de FSH y LH (Christakos & Bahl,
1979), la eCG puede tener efectos similares a los de la LH y FSH en especies diferentes al
equino (Cole et al., 1967; Baker, 1973; Stewart & Allen, 1981). Por ello, se utiliza la eCG en
medicina veterinaria para inducir la pubertad, revertir el anestro, en protocolos de
superovulacién y para aumentar la fertilidad (ver revisiones: Murphy, 2012; De Rensis &
Lopez-Gatius, 2014). Sumado a esto, su larga vida media le confiere importantes ventajas
practicas, ya que evita el manejo reiterado de animales que no son féciles de manipular. En este
sentido, se ha demostrado que existe un modelo de dos compartimentos para determinar la
desaparicion de la hormona (ver revision: Murphy & Martinuk, 1991). El primer componente
de la curva de desaparicion se vincula con la fase de distribucion y se caracteriza por la rapida
eliminacion de la hormona de la circulacion. EIl segundo componente se vincula con la fase de
eliminacién, es decir el retorno de la hormona de los compartimentos extravasculares y su
posterior metabolismo y excrecion. La vida media para la fase de distribucion es de 0,3 h en
ratas, de 3-4 h en la oveja y de 45,6 h en la vaca (ver revision: Murphy & Martinuk, 1991;
Murphy, 2012). La vida media para la fase de eliminacién varia de 6 h en ratas a 61 h en la
ovejay 121 hen la vaca.

A pesar de que la eCG es frecuentemente utilizada para estimular la actividad ovérica de las
hembras (Rahman et al., 2008; ver revision: De Rensis & Lopez-Gatius, 2014), existen escasos
trabajos sobre las posibles aplicaciones para promover la actividad reproductiva de los machos.
Dado que la LH y la FSH son hormonas que estimulan la actividad de las gonadas también en
los machos, y que la eCG puede unirse a los receptores de dichas hormonas, la administracion
de la eCG también podria repercutir positivamente en el desempefio reproductivo de los

machos. De hecho, su administracion promueve un aumento de la concentracion de



testosterona (Hochereau-de-Reviers et al., 1990; Price et al., 1991; Ungerfeld et al., 2014;
2019). Se ha demostrado que la administracion de 5 Ul de eCG a ratas con la actividad gonadal
suprimida estimula un aumento del peso testicular, el didmetro de los testiculos, de los tdbulos
seminiferos, y de la actividad espermatogénica (Patil et al., 1998). A su vez existen algunos
trabajos sobre su posible uso terapéutico para tratar problemas reproductivos. La
administracion de tres dosis de 50 mg de testosterona combinados con 250 Ul de eCG
(administradas en intervalos de dos semanas) indujo la secrecién de testosterona, la actividad
de las células de Sertoli, y por ende una mejoria en la calidad seminal en perros con
astenozoospermia (baja motilidad espermatica) (Kawakami et al., 2000). A su vez, se observo
que la administracion de una dosis de 5000 Ul de eCG permitié producir espermatozoides en
forma transitoria en un venado de campo (Ozotoceros bezoarticus) azoospérmico (Ungerfeld,
2013).

La administracién de 200 Ul de eCG dos veces por semana durante el desarrollo de los
corderos determind un aumento de la cantidad de células intersticiales en el testiculo. Ademas,
a las 12 semanas de vida se observaron signos de espermatogénesis temprana, indicados por la
presencia de mas de una capa celular en el perimetro de los tlbulos y la presencia de células
mitoticas dentro de los tibulos (Morton et al., 2004). Sin embargo, Ungerfeld & Bielli (2008)
no encontraron ninguna mejoria en la produccion seminal ni en el desarrollo del
comportamiento sexual de los corderos que recibieron 100 Ul 0 400 Ul de eCG/semana. Por el
contrario, la administracién de eCG (2 dosis diarias de 300 Ul durante 20 dias) a carneros
hipofisectomizados permitid secretar concentraciones de testosterona normales en los tubulos
seminiferos, observandose actividad espermatogénica (Courot et al., 1979). Sumado a esto,
otros trabajos demostraron que la administracion de eCG a carneros (300 Ul: Hochereau-de-
Reviers et al., 1990; una o dos dosis de 1000 Ul: Price et al., 1991; Ungerfeld et al., 2014;
2019; 3000 UlI: Price et al., 1991) también estimul6 la secrecidn de testosterona. A su vez, la
administracion de eCG aumento la efectividad de los carneros para estimular la ovulacion,
celos y prefieces en ovejas en anestro (efecto macho) (Ungerfeld et al., 2014).

En funcion de lo anteriormente mencionado, en la presente Tesis de Doctorado se planteo
determinar si la administracion de eCG durante la estacion no reproductiva, ademas de

aumentar la concentracién de testosterona, puede mejorar la calidad seminal, la resistencia de



los espermatozoides a la criopreservacion, y el comportamiento sexual de los machos. Al
mismo tiempo es necesario considerar que en las hembras la efectividad de la administracion
de la eCG puede disminuir con la repeticion de los tratamientos por la formacién de
anticuerpos anti-eCG (Bodin et al., 1997; Roy et al., 1999) y/o influyendo en la expresion
génica del ovario, alterando su funcion y eventualmente reduciendo su fertilidad (Sun et al.,
2019). Roy et al. (1999) demostraron que una sola inyeccion de 500 Ul de eCG produce
aumento inmediato de la concentracion de anticuerpos con respuestas inmunes humorales
primarias o secundarias. La respuesta inmunitaria secundaria fue mas rapida en cabras (Roy et
al., 1999) que en gatos inyectados con una dosis 3 veces superior (en relacion con su peso)
(Swanson et al., 1996). No sélo se ha observado una respuesta inmunitaria diferencial entre
especies, sino también entre hembras de la misma raza (Roy et al., 1999). Dichas variaciones se
atribuyen a una gran variabilidad en la secrecion de inmunoglobulinas después de administrar
la eCG, y ésta estaria siendo explicada por el complejo mayor de histocompatibilidad (CMH).
Los genes del CMH de clase Il codifican glucoproteinas diméricas implicadas en la
presentacion de antigenos a las células T, que ayudan a las células B a producir
inmunoglobulinas adecuadas (Klein et al., 1983). Los genes de clase Il se encuentran entre los
genes mas polimdrficos (Cameron et al., 1990), lo que les confiere a las moléculas del CMH la
capacidad de formar complejos con una gran variedad de diferentes péptidos derivados de
antigenos. A su vez, los resultados obtenidos después de sucesivos tratamientos con eCG
indican que la concentracion alta o baja de anticuerpos en plasma es una caracteristica
inherente y repetible de cada individuo y demuestran la ocurrencia de diferentes poblaciones de
cabras, clasificadas como de respuesta baja, media y alta (Roy et al., 1999). Ademas, segun
Clément et al. (2008) la respuesta inmune va a depender de la dosis de eCG y de la cantidad de
inyecciones administradas. En el trabajo de Roy et al. (1999) observaron que las hembras que
mostraban altas concentraciones de anticuerpos residuales (anticuerpos presentes al momento
de inyectar una nueva dosis de eCG) tenian un aumento de LH retrasado o ausente. Por ello,
éstos autores sugieren que las inmunoglobulinas anti-eCG deben interferir con los eventos
endocrinos y la estimulacion ovérica y para ello plantean dos hipoétesis. La primera que los
anticuerpos anti-eCG secretados podrian exhibir afinidades débiles y podrian interferir solo

parcialmente con la hormona. En consecuencia, solo la fraccion libre de eCG se uniria a los



receptores ovaricos de LH y FSH, lo que disminuiria el efecto de la estimulacion y retrasaria la
esteroidogénesis folicular. En segundo lugar, los anticuerpos anti-eCG pueden interferir con la
LH y/o FSH enddgenas, lo que implica bloquear las hormonas propias del animal pese a que no
se administre eCG. Por consiguiente, es necesario determinar si la administracion de dosis
repetidas de eCG también generan anticuerpos anti-eCG en los machos, y de ser asi, si €stos
influyen negativamente en el desempefio reproductivo posterior de esos machos. Ademas, se
debe considerar que las razas que evolucionaron en latitudes mas bajas, presentan menores
variaciones en su actividad reproductiva que las originadas en latitudes mas septentrionales y al
igual que sucede con los implantes de melatonina, su eficacia puede diferir considerando la
raza en estudio (Abecia et al., 2007). En este sentido, también es importante comparar la
eficacia de la eCG de razas originadas en diferentes latitudes y, por tanto, con diferente patrén

estacional reproductivo.
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2. Hipotesis

2.1. Hipotesis general

La administracion de eCG a chivos y carneros durante la estacién no reproductiva

repercute positivamente en el desempefio reproductivo de los machos.

2.2. Hipotesis especificas

1) La eCG induce un incremento en la concentracion de testosterona, modifica las
caracteristicas testiculares, y mejora las caracteristicas seminales del semen fresco y
descongelado en chivos durante la estacion no reproductiva. Ademas, dicho
tratamiento induce la produccion de anticuerpos anti-eCG cuya concentracion
permanece alta durante la siguiente estacion reproductiva, lo que repercute

negativamente en el desempefio reproductivo.

2) La eCG induce un aumento en la concentracion de testosterona, modifica las
caracteristicas testiculares, y mejora la calidad del semen fresco en carneros durante
la estacion no reproductiva, y la respuesta es mayor cuando se administran dosis

mayores de eCG.

3) LaeCG genera una respuesta mayor en carneros de razas menos estacionales.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo general

Determinar si la administracion eCG estimula el desempefio reproductivo de los chivos y

carneros durante la estacion no reproductiva.

3.2. Objetivos especificos

1)

2)

3)

Comparar la concentracion sérica de testosterona, algunas caracteristicas testiculares, y
la calidad del semen fresco y descongelado de chivos tratados o no tratados con eCG.
Ademas, determinar si la administracion de eCG a chivos durante la estacion no
reproductiva genera una reaccion inmune anti-eCG, y en el caso de generarla, si esta
tiene efectos negativos en la concentracion de testosterona, en las caracteristicas

testiculares y seminales durante la estacion reproductiva siguiente.

Comparar la efectividad de administrar diferentes dosis de eCG (400 o 700 Ul) durante
la estacién no reproductiva en la concentracion sérica de testosterona, en algunas

caracteristicas testiculares y en la calidad del semen fresco de carneros.

Comparar la respuesta a la administracion de eCG en la calidad del semen fresco y
descongelado, en el tamafio testicular, asi como en el despliegue del comportamiento
sexual en carneros de dos razas originadas en latitudes diferentes y por tanto con un

patrén estacional diferente.
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4. Estrategia de investigacion

En la mayoria de los mamiferos de expectativa de vida larga la estacionalidad reproductiva
limita el uso de los machos como reproductores durante una parte importante del afio. En este
sentido, si bien los caprinos y ovinos producen espermatozoides durante todo el afio, durante la
estacion no reproductiva se produce un semen de baja calidad y disminuye el despliegue de
comportamientos sexuales, lo que reduce la probabilidad de que ocurra una copula efectiva.
Sumado a esto, la congelacidon seminal también se ve afectada durante dicho periodo, ya que, al
producir semen de menor calidad, el mismo no califica con los estandares minimos necesarios
para que sea apto para su congelacion. Es por ello, que la administracion de eCG es una posible
herramienta para reducir los efectos de la estacionalidad en los machos. En este contexto, la
presente Tesis incluyd un primer experimento (Experimento 1) en el que se estudio si la
administracion de eCG a chivos durante la estacion no reproductiva produce un aumento en la
concentracion de testosterona y mejora algunas caracteristicas testiculares, y la calidad del
semen fresco y descongelado. Para este experimento se utilizaron chivos machos de la raza
Gabon que, si bien no tienen un patron reproductivo tan marcado como otras razas, presentan
un aumento de la actividad reproductiva (mayor concentracion sérica de testosterona y mejor
calidad seminal) desde finales de la primavera hasta mediados del otofio (Giriboni et al., 2017).
En efecto, dado el conocimiento reproductivo previo, y que se contaba con los animales para
realizar el trabajo en Facultad de Veterinaria (Montevideo, Uruguay), se optd por trabajar con
esta raza para realizar el Experimento |. Ademas, se considerd que éstos animales son un buen
modelo biol6gico de una especie estacional que puede ser utilizada en protocolos de
investigacién de nuevas metodologias reproductivas, y de esta forma ser extrapolados a otras
especies. Es importante considerar que las dosis de eCG utilizadas en los trabajos previos
realizados en machos fueron definidas en forma arbitraria, en funcion de las dosis utilizadas en
hembras, lo que limitd la decisién de cual dosis seria la mas adecuada para este trabajo.
Basandose en la informacion previa, se optdé por administrar una dosis inicial de 800 Ul de
eCG, la cual probablemente fuera alta, por lo que podria repercutir en un aumento de la
concentracion de testosterona. A su vez, para mantener el efecto en el tiempo se opt6 por dosis
mas bajas: 4 dosis mas de 500 Ul administradas cada una cada 5 dias. Ademas, dado que no

existia informacion previa sobre la repercusion de la administracion de eCG sobre la calidad
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seminal y por ende si la misma podia repercutir a nivel espermatogénico (formacion de los
espermatozoides) o posteriormente sobre los espermatozoides formados, es decir aquellos que
se encuentran a nivel del epididimo o sobre la composicion del plasma seminal, es que se opto
por realizar el experimento durante 60 dias. Dicha duracion fue determinada en base a que es
necesario al menos 48 dias para que ocurra un ciclo espermatogénico completo en los chivos
(Franca et al., 1999).

Como la eCG se une a los receptores de LH y FSH, estimularia simultdneamente la
secrecion de testosterona y la espermatogénesis. En base a esto, en este experimento se opto
por determinar la concentracion de testosterona, algunas caracteristicas testiculares
(circunferencia y ecogenicidad testicular) y la calidad del semen fresco y descongelado. La
ecogenicidad testicular se evalto para determinar la intensidad de pixeles, ya que en carneros
tratados con GnRH se observé una disminucion aguda en la intensidad de pixeles del testiculo,
lo que fue interpretado como un incremento en la proporcion de fluido testicular probablemente
estimulado por la LH (Ungerfeld & Fila, 2011). En forma similar carneros expuestos a hembras
en celo disminuyeron su ecogenicidad testicular, al tiempo que aumentaban la concentracion
sérica de testosterona (Ungerfeld & Fila, 2012).

La administracion de la eCG induce la formacion de anticuerpos anti-eCG, lo que repercute
negativamente en el desempefio reproductivo en cabras y ovejas (Bodin et al., 1997; Roy et al.,
1999). Por ello se determiné si el tratamiento realizado a los machos induce la formacién de
anticuerpos. En el caso que se produjeran anticuerpos tampoco se sabia si los mismos iban a
repercutir negativamente en el desempefio reproductivo de los machos y de ser asi durante
cuanto tiempo. Por ello, se decidi6 evaluar a los machos luego de tres meses de terminado el
tratamiento (durante la siguiente estacién reproductiva), para determinar si persistian los
anticuerpos anti-eCG, y si esto repercutia negativamente en la concentracion de testosterona y
en las caracteristicas testiculares y seminales.

Los resultados positivos que arrojé el primer experimento, impulsaron a realizar dos
experimentos mas, pero esta vez utilizando como modelo a los carneros, especie con un
impacto productivo mayor en nuestro pais. Considerando que en el Experimento | los
resultados positivos se observaron solamente durante el periodo en el que se administré la

hormona, los animales fueron evaluados durante 4 semanas en el Experimento Il y durante 3
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semanas en el Experimento Ill. En el segundo experimento (Experimento II) se compararon
dos dosis diferentes de eCG en carneros durante la estacion no reproductiva. Aunque como se
menciono, la falta de informacion previa también limito la decision de la dosis a utilizar,
considerando los resultados obtenidos, se optd por comparar dos dosis diferentes: 400 Ul vs
700 Ul de eCG. Para este estudio se utilizaron carneros Merilin, una raza originada en Uruguay
en 1943 con el fin de obtener animales que se adaptaran mejor a las condiciones de nuestro
medio ambiente (Sociedad uruguaya de criadores de Merilin). El trabajo se realizd en un
establecimiento particular, de forma que se trabajo en condiciones productivas estandares en el
pais. En este caso se determind la concentracion sérica de testosterona y se agrego el registro
de otras caracteristicas testiculares ademas de las evaluadas en el Experimento | (consistencia,
circunferencia y ecogenicidad testicular, asi como la hiperemia inguinal y abdominal), ademés
del semen fresco. Las condiciones de trabajo limitaron algunos aspectos, ya que no se contaba
con luz eléctrica (se debia utilizar generador eléctrico), con un laboratorio montado en un
galpdn, y limitacion de personal, se opt6 por no congelar el semen.

El tercer experimento (Experimento I11) se disefid considerando que no existe informacion
sobre la relacion del patron estacional de la raza con la respuesta a la eCG. En este experimento
se compar0 la efectividad de la eCG sobre el semen fresco y descongelado, asi como en el
comportamiento sexual de los carneros en dos razas originadas en diferentes latitudes y, por
tanto, con un patrén estacional diferente. La dosis de eCG utilizada en este experimento (1000
Ul) se defini6 considerando los resultados del experimento Il y en base al estudio previo de
Ungerfeld et al. (2019). El estudio incluy6 dos razas originarias de diferentes latitudes, Texel
(TEX) y Highlander (HL) y se realiz6 en INTA (Balcarce, Argentina). Brevemente, la raza
TEX se origin6 en Holanda (52°7' N) y se introdujo en Argentina en 1977 (Ceballos & Villa,
2017). Esta raza tiene una marcada estacionalidad reproductiva, con una estacion reproductiva
corta (Colas et al., 1986). Por otro lado, la raza HL se origin6 en Nueva Zelanda (40°54' S) a
partir del cruce de Landrace finlandesa (50%), Romney Marsh (25%) y Texel (25%), y se
introdujo en la Estacion Experimental donde se realizo el estudio (INTA-Balcarce, Argentina)
en 2011. Aunque no existen estudios publicados sobre su patron estacional en este ambiente,
considerando las razas que lo originaron, y la informacién inédita generada en INTA hasta ese

momento, se asumid que esta raza tiene una estacion reproductiva de mayor duracion que la
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raza TEX. En este sentido, considerando que el tratamiento se aplicaria mas cerca del inicio de
la estacion reproductiva de los HL en comparaciéon con los TEX que se encontrarian en un
periodo de inactividad reproductiva més profundo, se esperaria una mejor respuesta al
tratamiento en los carneros HL. En este trabajo ademéas de la medicion de circunferencia
escrotal y de evaluar la calidad del semen fresco y descongelado, se evalio el comportamiento

sexual de los machos frente a una hembra en celo.
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5. Experimentos

5.1. Experimento | (Publicacion 1y 1I)

Administracion de eCG a chivos durante la estacion no reproductiva y el impacto de dicho

tratamiento durante la siguiente estacion reproductiva

Obijetivo especifico

Comparar la concentracion sérica de testosterona, las caracteristicas testiculares, y la
calidad del semen fresco y descongelado de chivos tratados o no tratados con eCG. Ademas,
determinar si la administracion de eCG a chivos durante la estacion no reproductiva genera una
reaccion inmune anti-eCG, y en el caso de generarla, si esta tiene efectos negativos en la
concentracion de testosterona, en las caracteristicas testiculares y seminales durante la estacién

reproductiva siguiente.

Materiales y métodos

Animales y su manejo

El Experimento | fue realizado en la Facultad de Veterinaria, Montevideo, Uruguay (34°54'
S), entre los meses de octubre y marzo. EI manejo de los animales y el protocolo experimental
fue aprobado por la Comision de Etica en el Uso de Animales de la Facultad de Veterinaria
(Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay). Se utilizaron 19 chivos adultos de la raza
Gabon, que fueron adjudicados a 2 grupos experimentales: un grupo control (GCon; n = 9), que
no recibi¢ tratamiento alguno, y un grupo que fue tratado con eCG (GeCG; n = 10). Los
chivos GeCG recibieron una dosis inicial de 800 Ul (Novormon, Syntex, Argentina) (Dia 0)
seguida de 4 dosis de 500 Ul administradas cada 5 dias. El trabajo experimental tuvo lugar
durante la estacion no reproductiva (octubre-diciembre; Giriboni et al., 2017), desde el Dia -14
al Dia 60 y durante la siguiente estacion reproductiva (febrero-marzo), desde el Dia 91

(comenzando a contabilizar después de la Gltima administracion de eCG) al Dia 121.
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Evaluaciones realizadas durante la estacion no reproductiva

Se colectaron muestras sanguineas diariamente desde el Dia -6 al Dia 60. La concentracion
sérica de testosterona y de anticuerpos anti-eCG se midi6 a partir de muestras colectadas cada 3
y 4 dias respectivamente. Desde el Dia -3 hasta el Dia 60, se midio6 el tamafio testicular cada 3
dias y se realizaron ecografias longitudinales de los testiculos cada 3-5 dias para determinar la
intensidad de pixeles de las imagenes obtenidas de acuerdo a Ungerfeld & Fila (2011) y con
ello determinar la ecogenicidad testicular. EI aumento de ecogenicidad testicular se vincula con
una mayor relacion de parénquima testicular/liquido, y una menor ecogenicidad se relaciona
con una mayor proporcion de liquido en el testiculo. Se colectd semen semanalmente desde el
Dia -14 al Dia 56 mediante electroeyaculacion. Se evaluaron los siguientes parametros
seminales: volumen del eyaculado, concentracion espermatica, total de espermatozoides en el
eyaculado, motilidad de masa (escala O - 5), porcentaje de espermatozoides métiles y con
motilidad progresiva, asi como el porcentaje de espermatozoides morfoldégicamente normales,
con su acrosoma integro y con membrana funcional. Las muestras seminales colectadas los
dias -7, 6, 22, 32 y 47 fueron criopreservadas utilizando un diluyente comercial (AndroMed,
Minitibe, Tiefenbach, Alemania). Luego de la descongelacion, se evaludé el porcentaje de
espermatozoides motiles y con motilidad progresiva, el porcentaje de espermatozoides
morfol6gicamente normales y el porcentaje de espermatozoides con acrosoma integro y con

membrana funcional.

Evaluaciones realizadas durante la estacion reproductiva

Se midi6 el tamafio testicular semanalmente desde el Dia 91 al 119. Las ecografias
longitudinales testiculares se realizaron semanalmente desde el Dia 94 al 120. Se colectaron
muestras sanguineas cada 3 dias desde el Dia 91 al 121 para determinar la concentracion de
testosterona. La concentracion de anticuerpos anti-eCG fue determinada en muestras colectadas
los Dias 91 y 97. Se colectaron muestras seminales semanalmente desde el Dia 91 al Dia 119
mediante electroeyaculacion, y las muestras del Dia 97 y 112 fueron criopreservadas utilizando
el mismo diluyente utilizado durante la estacion no reproductiva. Se evaluaron las mismas

caracteristicas del semen fresco y descongelado evaluadas durante la estacién no reproductiva.
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Ademas, se calculd el ratio de crioresistencia espermatica (CR) como el valor después de la

descongelacion X 100/valor antes de la congelacion.

Evaluacion morfométrica de la cabeza de los espermatozoides

Se determinaron las variables morfométricos de la cabeza de los espermatozoides de todas
las muestras seminales colectadas durante la estacion no reproductiva y durante la estacion
reproductiva. Para ello, se realizaron frotis con 10 puL de semen, se los dejo secar, se los
sumergio en alcohol metilico (Metanol para el analisis ACS, Dorwil Quimica Analitica,
Buenos Aires, Argentina) durante 5 s y fueron almacenados hasta su determinacion. La
evaluacion morfométrica de la cabeza de los espermatozoides se realizo en el Departamento de
Reproduccion Animal del Instituto de Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA,
Madrid, Espafia), donde los frotis fueron tefiidos con Hemacolor (Merck) y analizados con un
sistema asistido por computadora denominado ASMA. Para ello, se utilizd6 el mddulo de
morfometria de un sistema comercial (Sperm-Class Analyser, SCA, Microptic, Barcelona,
Espafia). El dispositivo estaba equipado con un microscopio Nikon (Labophot-2, Tokio,
Japén), y una cadmara de video Sony (CCD AVC-D7CE; Sony Corporation, Tokio, Jap6n)
conectada a un procesador Pentium 950 MHz. Se midieron cuatro dimensiones de la cabeza de
cada espermatozoide (total, 100 espermatozoides por muestra): longitud (L), ancho (An), area
(A) y perimetro (P). Se calcularon cinco valores de forma a partir de esas dimensiones: eliptica
(L/An), rugosidad (41 A/P?), elongacion [(L - An)/(L + An)], y regularidad (m LAN/4A).

Analisis estadistico

La concentracion de testosterona y de anticuerpos anti-eCG, las caracteristicas testiculares
y del semen fresco y las morfométricas fueron comparadas con un modelo mixto, considerando
el tratamiento (GeCG vs GCon), el tiempo (fechas de cada muestreo), asi como su interaccién
como efectos principales. EI animal fue considerado como un factor aleatorio dentro de cada
grupo. Las caracteristicas del semen registradas durante la criopreservacion también fueron
comparadas con un modelo mixto, considerando el tratamiento (GeCG vs GCon), la etapa de
evaluacion (semen fresco, después de agregar el diluyente, luego de la descongelacién), tiempo

(fecha de cada muestreo), la interaccion entre tratamiento y etapa y entre tratamiento y tiempo.
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El animal también fue considerado como un factor aleatorio dentro de cada grupo. Cuando se
colectdo més de un dato de la misma variable antes del Dia 0, se utilizé la media de esos datos
para los andlisis, lo que se presenta como AeCG. Para el andlisis de la circunferencia escrotal,
la intensidad de pixeles, el porcentaje de espermatozoides con morfologia normal, con
membrana funcional, y con acrosoma integro en semen fresco, asi como el porcentaje de
espermatozoides matiles y con morfologia normal del semen descongelado, el valor AeCG se
incluy6 como covariable. Los datos se presentan como media de minimos cuadrados *+ EE. Se

considero diferencia significativa cuando P < 0,05 y tendencia cuando 0,05 > P < 0,1.

Resultados

A continuacion, se presentan los resultados mas relevantes del Experimento |.

Estacion no reproductiva (Publicacién I)

La concentracion de testosterona fue mayor en el GeCG que en el GCon (P < 0,0001;
Figura 1a). EXisti6 una interaccion entre el tratamiento y el tiempo (P < 0,0001): desde el Dia 3
al Dia 21 la concentracién de testosterona fue mayor en el GeCG que en el GCon (P < 0,0001;
Figura 1a). Sin embargo, en el Dia 39 y 45 el GCon tendié a tener mayor concentracion de
testosterona que el GeCG (P = 0,09 y P = 0,08; respectivamente) y presentdé mayor
concentracion de la hormona en el Dia 60 (P = 0,04) (Figura 1a). La concentracion de
anticuerpos anti-eCG fue mayor en el GeCG que en el GCon (P < 0,0001; Figura 1b). Existio
una interaccion entre el tratamiento y el tiempo (P < 0,0001; Figura 1b): desde el Dia 12 al 44
la concentracion de anticuerpos anti-eCG fue mayor en el GeCG que en el GCon (P = 0,01;
Figura 1b). Los efectos principales del tratamiento, de la interaccion entre tratamiento y tiempo
y entre tratamiento y etapa del semen fresco y descongelado se presentan en la Tabla 1.

20



a)

Concentracion de testosterona (nmol/L)

900 H
800 -
700 A
600 -
500 1
400 -
300 1
200 1

100 1 I \
0 !,i—*—--‘- é+’a* X—M - f- (T ] K-

8 0 3 6 912151821 2427 303336394245

(=5
=

Anticuerpos anti-eCG (ng/pL)

< Tiempo (dias de coleccion)

Figura 1. (a) Concentracion sérica de testosterona, y (b) de anticuerpos anti-eCG de chivos adultos tratados (- m -)
0 no (- -A- -) con eCG durante la estacion no reproductiva. Dia 0 = primer dia de la administracion de eCG. La
barra gris representa el periodo de administracion de la eCG y las flechas punteadas indican cada administracion
de eCG (5 dosis: Dia 0 = 800 Ul, Dia 5, 10, 15 y 20 = 500 Ul cada dia). AeCG: antes de administrar la eCG. * P <
0,05; **P <0,01; *** P < 0,001y t:0,05>P<0,1.
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Tabla 1. Efecto del tratamiento (grupo tratado con eCG vs grupo no tratado), interaccién entre el tratamiento y el tiempo (dia de coleccion) y entre el tratamiento
y la etapa durante el proceso de criopreservacion (semen fresco, luego de adicional el diluyente y luego de la descongelacion), de muestras seminales colectadas
de chivos tratados (5 dosis: Dia 0 = 800 Ul, Dia 5, 10, 15 y 20 = 500 Ul cada dia) o no con eCG durante la estacion no reproductiva.

Semen fresco Semen congelado-descongelado
Tratamiento Interaccion entre Tratamiento Interaccion entre Interaccion entre

Caracteristicas seminales tratamiento y tiempo tratamiento y etapa tratamiento y tiempo
Concentracion seminal ns 0,04 - - -

Total espermatozoides/eyaculado ns ns - - -
Motilidad de masa ns 0,01 - - -
Espermatozoides motiles ns 0,003 0,07 ns ns
Espermatozoides con motilidad progresiva ns 0,007 ns ns ns
Espermatozoides con membrana funcional ns 0,0003 ns ns 0,09
Espermatozoides con morfologia normal ns ns ns ns ns
Espermatozoides con acrosoma integro ns ns ns ns 0,02

Nota: ns, no significativo.
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La concentracion espermatica fue mayor en los chivos del GeCG que en el GCon en el Dia
54 (2215,4 + 298,3 x 10° espermatozoides/mL vs 759,0 + 314,5 x 10° espermatozoides/mL; P =
0,001). El porcentaje de espermatozoides mdtiles y el de espermatozoides con motilidad
progresiva del semen fresco fue mayor en el GeCG que en el GCon en el Dia6 (P =0,006 y P =
0,01; respectivamente) (Figura 2a y 2b; respectivamente). En el Dia 14, ambas caracteristicas
fueron mayores en el GeCG que en los chivos del GCon (P = 0,001 y P = 0,002;
respectivamente) (Figura 2a y 2b; respectivamente). El porcentaje de espermatozoides motiles
luego de la descongelacion tendi6 a ser mayor en los chivos del GeCG que en los del GCon (32,0
+ 1,5% vs 27,9 + 1,6%; P = 0,07). El porcentaje de espermatozoides con acrosoma integro luego
de la descongelacion fue mayor en el GCon que en los chivos del GeCG en los Dias 22 y 47
(749 + 19% vs 69,2 + 1,7%; P = 0,03 y 784 + 18% vs 732 = 1,7%; P = 0,04;

respectivamente).
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Figura 2. (a) Porcentaje de espermatozoides motiles y (b) porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva
de muestras seminales colectadas de chivos adultos tratados (- m -) 0 no tratados (--A--) con eCG durante la estacion
no reproductiva. Dia 0 = primer dia de administracién de eCG. La barra gris indica el periodo de la administracién
de eCG, las flechas punteadas indican el momento de cada administracion de eCG (5 dosis: Dia 0 = 800 Ul, Dias 5,
10, 15 and 20 = 500 Ul cada dia). * P < 0,05; **P < 0,01; P*** < 0,001 y 7: 0,05 > P <0,1.

Resultados estacion reproductiva (Publicacion I1)

La concentracidn de anticuerpos anti-eCG fue mayor en los chivos del GeCG que en el GCon
(181,7 £ 61,3 ng/uL vs 31,2 £ 10,7 ng/uL; respectivamente, P = 0,04). Sin embargo, el
tratamiento no modificé la concentracion de testosterona, el tamafio y el fluido testicular, las

caracteristicas de semen fresco o descongelado, ni la CR.
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Resultados de morfometria espermatica (datos no publicados)

Durante la estacion no reproductiva, la longitud de la cabeza de los espermatozoides tendié a
ser mayor en el GCon que en el GeCG (Tabla 2). Hubo interaccion entre el tratamiento y el
tiempo (P = 0,04): la longitud de la cabeza de los espermatozoides fue mayor en el GCon que en
el GeCG los Dias 41y 47 (7,78 + 0,11 pm vs 7,29 £ 0,10 um; P = 0,001 y 7,96 + 0,11 pm vs
7,66 + 0,10 um; P = 0,05; respectivamente). El tratamiento modifico el ancho, area y perimetro
de la cabeza de los espermatozoides, siendo mayor en el GCon que en el GeCG (Tabla 2), pero
no hubo interaccion entre el tratamiento y el tiempo. El tratamiento no modifico la forma
eliptica, la rugosidad, la elongacién ni la regularidad. Hubo interaccion entre el tratamiento y el
tiempo en la forma eliptica y en la elongacion (P = 0,01 para ambas variables): siendo mayor en
el GCon que en el GeCG el Dia 41 (2,00 + 0,02 vs 1,92 + 0,02; P = 0,02; 0,33 £ 0,005 vs 0,31 £
0,005; P = 0,02; respectivamente). Ademas, existio interaccion entre tratamiento y tiempo en la
rugosidad (P = 0,008): siendo mas rugosa la cabeza de los espermatozoides del GeCG que la del
GCon en el Dia 41 (0,79 + 0,004 vs 0,78 £ 0,004; P = 0,01). La regularidad de la cabeza de los
espermatozoides tendid a presentar una interaccion entre el tratamiento y el tiempo (P = 0,07).
Durante la siguiente estacion reproductiva, el tratamiento anterior no modificd ninguna
caracteristica de tamafio o forma de los espermatozoides (Tabla 2). Tampoco hubo interaccion

entre tratamiento y tiempo.
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Tabla 2. Caracteristicas morfométricas (tamafio y forma) de la cabeza de los espermatozoides durante la estacion no

reproductiva y durante la estacion reproductiva de chivos tratados (GeCG, 5 dosis: Dia 0 = 800 UI, Dia 5, 10, 15y

20 =500 Ul cada dia) 0 no (GCon) con eCG durante la estacion no reproductiva.

Estacion no reproductiva

Estacion reproductiva

Caracteristicas morfométricas GCon GeCG P GCon GeCG P
Tamafio
Longitud (um) 7,92 £ 0,06 7,77 £ 0,06 0,09 8,57 £ 0,06 8,55 + 0,06 ns
Ancho (um) 4,04 £ 0,02 3,97 £ 0,02 0,02 4,52 + 0,02 4,51 + 0,02 ns
Area (um?) 26,57 £0,23 25,63 £0,23 0,01 32,08+0,30 31,88+0,28 ns
Perimetro (um) 20,56 £ 0,12 20,17 £0,11 0,03 22,52+0,12 22,44+0,11 ns
Forma
Eliptica 1,97 £ 0,02 1,96 + 0,02 ns 1,89+ 0,01 1,89+0,01 ns
Rugosidad 0,79 £ 0,003 0,79 £ 0,003 ns 0,79+0,002 0,79+0,002 ns
Elongacion 0,32 £ 0,004 0,32 £ 0,004 ns 0,31+£0,004 0,31+£0,003 ns
Regularidad 0,95+ 0,0003 0,94 +£0,0003 ns 0,95+ 0,0003 0,95+0,0003 ns

Nota: ns, no significativo.
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5.2. Experimento Il (Publicacion I11)

Administracién de diferentes dosis de eCG a carneros durante la estacion no reproductiva

Obijetivo especifico

Comparar la efectividad de administrar diferentes dosis de eCG (400 o 700 Ul) durante la
estacion no reproductiva en la concentracion sérica de testosterona, en las caracteristicas

testiculares y en la calidad del semen fresco de carneros.

Materiales y métodos

Animales y su manejo

El experimento Il se realizd en un predio particular en el Departamento de Paysandd,
Uruguay (32°21' S) durante el mes de setiembre. EI manejo de los animales y el protocolo
experimental fue aprobado por la Comision de Etica en el Uso de Animales de la Facultad de
Veterinaria (Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay). Se utilizaron 27 carneros
Merilin divididos en 3 grupos: un grupo que fue tratado con 400 Ul de eCG (eCG400, n = 10),
otro grupo con 700 Ul de eCG (eCG700; n = 8), y un tercer grupo que no recibi6 tratamiento
(CON; n=9). A los carneros tratados se les administrd en total 3 dosis de eCG, cada una con un

intervalo de 6 dias.

Evaluaciones realizadas

Las evaluaciones comenzaron 5 dias antes de la primera administracion, y continuaron
durante 1 mes (Dias -4, -1, 3, 6, 9, 12, 15, 22; considerando el Dia 0 como el dia de la primera
dosis de eCG). Se colectaron muestras sanguineas para determinar la concentracion sérica de
testosterona y muestras seminales. Se midi6 el tamafio testicular y se determind la consistencia
testicular (escala 1- 5, siendo 1 flacido y 5 muy firme) y la hiperemia inguinal (interior de las
patas traseras) y abdominal (inmediatamente por encima del escroto) (escala 1- 5, siendo 1:
palido, 2: rosado, 3: rojo, 4. muy rojo y 5: morado) segun Pérez-Clariget et al. (1998). Los
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valores medios de los datos recogidos de la hiperemia de las dos regiones (abdomen e ingle) se

calcularon y utilizaron para el anélisis estadistico.

Anélisis estadistico

Los datos fueron comparados mediante un modelo mixto considerando los tratamientos
(eCG400, eCG700 0 CON) vy la interaccion entre tratamiento y tiempo como efectos principales.
El animal fue considerado como un factor aleatorio dentro de cada grupo. Cuando se colectdé méas
de un dato de la misma variable antes del Dia 0, se utilizd la media de esos datos para los
analisis, la que se presenta como AeCG. Los datos se presentan como media de minimos
cuadrados + EE. Se consider¢ diferencia significativa cuando P < 0,05 y tendencia cuando 0,05 >
P <0,1.

Resultados

El tratamiento modifico la concentracion de testosterona (P < 0,0001), siendo mayor en el
grupo eCG700 en comparacion con los carneros del grupo eCG400 y CON (P < 0,0001; Figura
3). Ademas, eCG400 presentd mayor concentracion de testosterona que los carneros CON (P =
0,0002; Figura 3). Hubo interaccion entre el tratamiento y el tiempo (P < 0,0001): la
concentracion de testosterona fue mayor en el grupo eCG700 que en el eCG400 desde el Dia 3 al
15 (P < 0,03; Figura 3), y fue mayor que en el grupo CON en los Dias 3, 6, 9, y 15 (P < 0,04;
Figura 3). Ademas, el grupo eCG400 mostré mayor concentracion de testosterona que el grupo
CON en los Dias 3,9 y 15 (P < 0,0001; Figura 3).
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Figura 3. Concentracién sérica de testosterona de carneros adultos tratados con 700 Ul de eCG (-A-), con 400 Ul de
eCG (-e-), 0 no tratados (-m-). Dia 0: primera administracion de eCG. La barra gris indica el periodo de la
administracién de eCG, y las flechas punteadas indican los momentos en que se administré cada dosis de eCG (3
dosis: dia 0, 6 y 12). AeCG: antes de administrar la eCG. Diferencias entre grupos (P < 0,05) en el mismo dia son
presentadas con diferentes letras. En el punto que corresponde a AeCG, y en los Dias 12 y 22 no existieron

diferencias significativas en el mismo tiempo entre grupos.

El tratamiento hormonal s6lo modifico el volumen seminal (P < 0,02): siendo mayor en el
grupo eCG700 que en los carneros del grupo eCG400 (2,4 + 0,2 mL vs 1,7 £ 0,2 mL; P =0,02;
respectivamente) y CON (2,4 £ 0,2 mL vs 1,6 + 0,2 mL; P = 0,01; respectivamente).
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5.3. Experimento I11 (Publicacion 111)

Administracién de eCG durante la estacion no reproductiva a carneros de dos razas originadas
en diferentes latitudes

Obijetivo especifico

Comparar la respuesta a la administracion de eCG en la calidad del semen fresco y
descongelado, en el tamafio testicular, asi como en el despliegue del comportamiento sexual en
carneros de dos razas originadas en latitudes diferentes y por tanto con un patron estacional

diferente.

Materiales y métodos

Animales y su manejo

El tercer experimento se realizd durante el mes de noviembre en la Estacion Experimental
Agropecuaria Balcarce del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA, Balcarce,
Argentina) (37°50' S). El manejo de los animales y el protocolo experimental de este trabajo fue
aprobado por el Comité Internacional para el Cuidado y Uso de Animales de Experimentacion
(CICUAE INTA CeRBAS). Se utilizaron carneros adultos de dos razas diferentes, originadas en
dos regiones diferentes: 15 Highlander (HL; raza poco estacional) y 17 Texel (TEX; raza muy
estacional). De estos, 8 HL y 9 TEX recibieron 2 dosis de 1000 Ul de eCG (Novormon, Syntex,
Uruguay) (HLeCG y TEXeCG) en el Dia 0 y 5, el resto permanecié como grupo control (CON).

Evaluaciones realizadas

Se midié el tamafio testicular y se colectd6 semen mediante electroeyaculacion 7 y 5 dias
antes de la administracion de eCG, y luego en forma semanal durante tres semanas. Se midio el
volumen del eyaculado y se determind la concentracidén espermatica y se calculd el total de
espermatozoides en el eyaculado. También se determind el porcentaje de espermatozoides
motiles, con motilidad progresiva, con membrana funcional (test de endosmosis) e integra
(tincion de eosina-nigrosina). Las muestras seminales se diluyeron con Tris, acido citrico,
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glucosa, yema de huevo (10%) y glicerol (7%) y se congelaron a -196 °C. Se calculé la CR de la
misma forma que en el Experimento I. Se realizaron tests de comportamiento sexual frente a una
hembra con celo inducido (utilizando una esponja intravaginal conteniendo 60 mg de
medroxiprogesterona durante 6 dias, el dia previo a realizar el test se retir0 la esponja y se le
administro 0,1 mg de benzoato de estradiol i/m cada 12 h) los Dias -3, 3, 8 y 17 (se consider¢ el
dia 0 como el dia en que se administrd la primera dosis de eCG). Para ello se enfrento a cada
macho individualmente a una hembra, y durante 20 min se registro la cantidad de olfateos ano-
genitales, flehmen, acercamientos laterales, intentos de monta, montas, montas con eyaculacion,
asi como los tiempos de las montas con eyaculacién. Todos los tests fueron realizados

intercalando animales de los diferentes tratamientos.

Anélisis estadistico

Los datos fueron comparados mediante un modelo mixto en base a un arreglo factorial 2 x 2,
considerando el tratamiento (tratados o no con eCG), la raza (HL vs TEX) y la interaccion entre
tratamiento con eCG vy la raza entre el tratamiento con eCG y el tiempo como efectos principales.
Cuando se colecté mas de un dato de la misma variable antes del Dia 0, se utiliz6 la media de
esos datos para los analisis, la que se presenta como AeCG. Los datos se presentan como media
de minimos cuadrados + EE. Se consider¢ diferencia significativa cuando P < 0,05 y tendencia

cuando 0,05>P <0,1.

Resultados

Los valores de las medias de las caracteristicas del semen fresco, descongelado, y la CR,
asi como los efectos principales del tratamiento, raza, la interaccion entre tratamiento y raza y
entre tratamiento y tiempo de todas las variables se presenta en la Tabla 3. A continuacion se
presentan solo los resultados mas relevantes que dieron diferencias significativas. El volumen
seminal y el total de espermatozoides en el eyaculado fueron mayores en los carneros HL que en
los TEX (Tabla 3). La motilidad de masa tendio a ser mayor en los carneros no tratados que en
los tratados con eCG (Tabla 3). Ademas, hubo interaccion entre el tratamiento con eCG vy el
tiempo: la motilidad de masa fue mayor en los carneros no tratados que en los tratados con eCG

enel Dia7 (2,3 £0,3vs 1,5 + 0,3; respectivamente, P = 0,03). Hubo una interaccién entre el
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tratamiento y la raza en el porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva: éste tendio a
ser mayor en los carneros TEX control que en los TEXeCG (69,8 £ 2,1% vs 64,8 £ 1,9%; P =
0,09), y en los TEX control que en los HL control (69,8 + 2,1% vs 64,1 + 2,1%; P = 0,06). El
porcentaje de espermatozoides con membrana funcional fue mayor en los carneros TEX que en
los HL (Tabla 3). Hubo interaccidon entre el tratamiento y el tiempo (Tabla 3) en el porcentaje de
espermatozoides con membrana integra: ésta fue mayor en los carneros CON en comparacion
con los tratados con eCG en el Dia 2 (78,4 + 3,6% vs 66,1 + 3,4%; P = 0,01).

Luego de la descongelacion el porcentaje de espermatozoides métiles tendié a ser mayor
en los carneros TEX que en los HL (Tabla 3). Ademas, existié una interaccion entre tratamiento
y tiempo: el porcentaje de espermatozoides métiles tendié a ser mayor en los carneros tratados
con eCG que en los carneros CON en el Dia 7 (50,8 £ 3,7% vs 40,7 + 3,7%, P = 0,06). El
porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva y con membrana funcional fue mayor en
los carneros TEX que en los HL (Tabla 3). Existié una interaccion entre los tratamientos y el
tiempo en la CR del porcentaje de espermatozoides motiles (Tabla 3): éste fue mayor en carneros
tratados que en los CON en el Dia 7 (72,7 + 4,6% vs 56,4 + 4,6%, respectivamente; P = 0,01). La
CR del porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva tendié a ser mayor en los
carneros TEX que en los HL (Tabla 3). Ademas, hubo una interaccién entre los tratamientos y el
tiempo (Tabla 3): éste fue mayor en los carneros tratados que en los CON en el Dia 7 (65,1 +
4,6% vs 49,9 + 4.6%; respectivamente; P = 0,01). La CR del porcentaje de espermatozoides con
la membrana integra tendié a ser mayor en los carneros tratados con eCG que en los CON (Tabla
3).

Los valores de las medias de los comportamientos sexuales, asi como los efectos principales
entre tratamientos y raza se presentan en la Tabla 4. A continuacion se presentan sélo los
resultados mas relevantes que dieron diferencias significativas. Hubo mayor cantidad de olfateos
anogenitales en los carneros TEX que en los HL (Tabla 4). El tiempo necesario para lograr la
primera eyaculacion fue menor en los carneros HL que en los TEX (Tabla 4). Los carneros
tratados con eCG realizaron su segunda y tercera eyaculacion antes que los carneros CON (Tabla
4). Existio una interaccion entre los tratamientos y el tiempo en el tiempo necesario para producir
la tercera eyaculacion: carneros tratados con eCG tuvieron su tercera eyaculacion antes que los
carneros CON en el Dia 16 (714,5+129,9svs 1131,7 + 160,4 s; P = 0,05).
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Tabla 3. Valores de las medias (medias + EE), y el efecto entre tratamiento (no tratado o tratados con eCG) y entre raza (Highlander o Texel) de semen fresco,

descongelado y de la crioresistencia de carneros tratados con dos dosis de 1000 Ul de eCG o no tratados durante la estacion no reproductiva.

Caracteristica No tratado Tratado P Tratamiento HL TEX P Razas
Semen fresco
Volumen (mL) 12+01 1,3+0,1 ns 14+£01 1,1+0,09 0,009
Concentracioén (mL) 1,8+0,1 1,7+0,1 ns 1,8+0,1 16+0,1 ns
Total de espermatozoides/eyaculado (x10°) 2416,9 £ 304,6 2520 £292,1 ns 2911,9 £ 307,9 2025,1 +288,5 0,04
Motilidad masal (0-5) 25+0,2 22+0,1 0,1 2,3+0,2 23+0,1 ns
Espermatozoides motiles (%) 700+15 69,3+1,4 ns 68,3+15 70,7+1,4 ns
Espermatozoides con motilidad progresiva (%) 66,9+ 15 66,3+ 1,4 ns 659+ 15 67,3+1,4 ns
Espermatozoides con membrana funcional (%) 70,0+17 66,6 £ 1,6 ns 65,6 £1,7 70,9+1,6 0,03
Espermatozoides con membrana integra (%) 799+19 79,3+18 ns 79,6+19 79,6 +2,8 ns
Semen descongelado
Espermatozoides métiles (%) 42,2+18 419+18 ns 405+1,8 441+18 0,1
Espermatozoides con motilidad progresiva (%) 352+17 345+17 ns 32,1+17 375+17 0,03
Espermatozoides con membrana funcional (%) 333+14 33,7+14 ns 304+15 36,6+1,4 0,005
Espermatozoides con membrana integra (%) 342+24 395+23 0,1 357124 379+23 ns
Crioresistencia
Espermatozoides métiles (%) 59,6 +2,2 60,0+2,2 ns 58,3+2,2 61,3+2,2 ns
Espermatozoides con motilidad progresiva (%) 51,9+23 525+22 ns 498+22 545+23 0,1
Espermatozoides con membrana funcional (%) 48,1+2,0 50,4 +2,0 ns 47,420 51,0+ 2,0 ns
Espermatozoides con membrana integra (%) 434+3,1 49,7+3,0 0,1 46,2+3,1 46,8+ 3,0 ns

Nota. P: p valor. HL: carneros highlander. TEX: carneros texe. ns: no significativo. Tratamientos*Razas: interaccion entre tratamientos y razas. Tratamientos*Tiempo: interaccion entre

tratamientos y tiempo.
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Tabla 4. Valores de las medias (medias + EE), asi como el efecto entre tratamiento (no tratado o tratados con eCG) y entre raza (Highlander o Texel)

del comportamiento sexual de carneros tratados con dos dosis de 1000 Ul de eCG o no tratados durante la estacion no reproductiva.

No tratado Tratado HL TEX Tratamientos Razas Tratamientos*Razas ~ Tratamientos*Tiempo

Cantidad de comportamientos sexuales

Olfateo anogenital 19,1+15 176 +15 141+15 227+14 ns 0,0003 ns 0,02

Montas (sin eyaculacion) 12,4+4,1 12,0+3,9 13,9+4.2 10s,4 +3,8 ns ns ns 0,0005

Acercamientos laterales 479+179 72,1+16,9 476+183 725+16,6 ns ns ns ns

Flehmen 21+09 24+09 15+09 29+09 ns ns ns ns

Montas con eyaculacion 16,5+ 8,0 26+75 38+81 153+7,4 ns ns ns ns

Intentos de monta 35+0,8 3,907 3,6+0,8 3,7+0,7 ns ns ns 0,09
Tiempo en alcanzar la eyaculacion

Primera eyaculacion 167,7 25,0 143,7+ 23,9 120,4 +25,1 191,1+23,9 ns 0,05 ns ns

Segunda eyaculacion 567,3 + 44,9 3532+41,1  448,1+452  472,4+409 0,001 ns ns ns

Tercera eyaculacion 750,1+ 54,1 590,5 + 40,7 703,8 +46,9 636,8 +48,8 0,02 ns ns 0,02

Nota. P: p valor. HL: carneros highlander. TEX: carneros texel. ns: no significativo. Tratamientos*Razas: interaccion entre tratamientos y razas. Tratamientos*Tiempo: interaccion entre
tratamientos y tiempo.
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6. Discusion general

Si bien hasta la fecha se habia demostrado que los tratamientos con eCG inducen aumentos
en la concentracion de testosterona y mejoran el comportamiento sexual de los machos de varias
especies (Hochereau-de-Reviers et al., 1990; Price et al., 1991; Ungerfeld et al., 2014; 2019),
éstos son los primeros trabajos en los que se demostrd que la administracion eCG también
mejora las caracteristicas seminales de los chivos durante la estacion no reproductiva. A partir de
los resultados de esta Tesis se demostrd que la administracion de eCG a chivos durante la
estacion no reproductiva induce un aumento en la concentracion sérica de testosterona y mejora
la calidad tanto del semen fresco como del descongelado (Experimento I). Sin embargo, la
administracion de eCG a carneros, al menos en las condiciones utilizadas en el Experimento Il 'y
Il no produjeron efectos positivos de alto impacto en su estado reproductivo. Aunque hubo
aumentos importantes en la secrecién de testosterona, en carneros (Experimento Il) no se
observaron efectos positivos en las caracteristicas testiculares ni en la calidad seminal
(Experimento 1l y 111). Sin embargo, aunque los resultados obtenidos en chivos son alentadores y
podrian abrir perspectivas interesantes sobre el uso de eCG para mejorar el desempefio
reproductivo de los machos durante la estacion no reproductiva, la falta de resultados en carneros
hace tomar estos resultados con cautela. En este sentido, se recomienda probar otros protocolos
de administracion hormonal, incluyendo posibles modificaciones en las dosis e intervalos
utilizados en estos estudios con el fin de mejorar la calidad seminal de los machos, o por el
contrario, descartar su uso si la misma no produce buenos resultados.

En concordancia con la primera hipotesis planteada en esta Tesis, la administracion de cinco
dosis de eCG a chivos durante la estacion no reproductiva aumentd la concentracién de
testosterona, y de los anticuerpos anti-eCG, ademas de mejorar ciertas caracteristicas seminales.
En base a esto, y considerando que los chivos tienen importantes cambios reproductivos
estacionales, incluyendo la calidad del semen (Chemineau & Delgadillo, 1993), el tratamiento
realizado con eCG podria utilizarse de manera efectiva para prolongar los periodos del uso de
chivos como reproductores o prolongar los periodos de coleccion seminal en el afio. En este
sentido, el tratamiento con eCG aumentd el porcentaje de espermatozoides con motilidad

progresiva, que es una de las variables mas vinculada con la fertilidad (Leboeuf et al., 2000). Por
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otro lado, hay que tener en cuenta que los resultados positivos se observaron solo en algunos
parametros y requirieron la administracion repetida de eCG, por lo que seria importante realizar
estudios con méas animales, modificaciones en las dosis e intervalos utilizados en este estudio, y
evaluar los resultados de fertilidad del semen mejorado.

Como era de esperar, la concentracion seérica de testosterona aumentd inmediatamente
después de la primera administracion de eCG y se mantuvo elevada durante todo el periodo de
administracion de la hormona en forma similar a lo que habia sido reportado durante periodos
mas cortos en carneros (Ungerfeld et al., 2014; 2019). Mas aun, la concentracion de testosterona
alcanzd valores similares, o incluso mayores que los reportados para esta raza durante la estacion
reproductiva (Giriboni et al., 2017). Ademas, como ocurre en las cabras (Roy et al., 1999), la
administracién de eCG indujo una alta concentracion de anticuerpos anti-eCG. Sin embargo, a
pesar de que la concentracion de anticuerpos aln seguia elevada luego de 3 meses de realizado el
tratamiento y que se ha demostrado que los tratamientos con eCG se asocian con una
disminucion en la fertilidad en las cabras (Drion et al., 2001), no hubo efectos negativos
relacionados con la presencia de anticuerpos anti-eCG en la concentracion de testosterona, en las
caracteristicas testiculares, o en la calidad del semen fresco o su CR durante la siguiente estacion
reproductiva. Esto es extremadamente alentador, ya que sugiere que el tratamiento con eCG
podria utilizarse para mejorar las caracteristicas reproductivas de los chivos durante la estacion
no reproductiva, sin ningun efecto negativo sobre estas caracteristicas reproductivas al menos
durante la siguiente estacion reproductiva.

Se debe resaltar que la respuesta positiva a la administracion de eCG se observé muy rapido
luego de la primera administracion, y también terminé inmediatamente después de la
administracion de la Gltima dosis. Dicha respuesta positiva no sélo se observd en el semen
fresco, sino que luego de la criopreservacion algunas variables espermaéticas tendieron a ser
mayores en los chivos tratados con la hormona. Esto ultimo puede estar relacionado con el
menor tamafo de la cabeza de los espermatozoides encontrado en los machos que fueron tratados
con eCG, ya que en otras especies, como el ciervo rojo, se demostré que los machos
caracterizados por producir un semen mas resistente a la congelacion producen espermatozoides
de menor tamafio (Esteso et al., 2006). Sin embargo, esto no solo no fue ratificado en carneros,

sino que las muestras seminales que resistieron mejor la congelacién fueron aquellas con
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mayores dimensiones de la cabeza de los espermatozoides (Martinez-Fresneda et al., 2019). A su
vez, dado que la espermatogénesis en chivos requiere aproximadamente 48 dias (Franca et al.,
1999), pero la respuesta fue inmediata, el efecto principal de la eCG parece haber ocurrido a
nivel epididimario, donde se encuentran almacenados los espermatozoides en el epididimo, o tras
el contacto con el plasma seminal durante la eyaculacion. Por tanto, es probable que el
tratamiento influyera a nivel del funcionamiento epididimario y/o de la composicion del plasma
seminal. El hecho de no sostener los resultados positivos luego de finalizado el tratamiento
implica que probablemente no hubo efectos benéficos en el proceso espermatogénico. El
aumento en las concentraciones de testosterona puede haber desencadenado cambios en la
composicién plasmatica seminal beneficiosa para la calidad espermatica (Matsuoka et al., 2006),
haciéndolos mas resistentes a un proceso de criopreservacion. También es posible que los
estrogenos producidos a partir de la testosterona secretada por los testiculos (Shayu & Rao,
2006) pueda haber mejorado la motilidad del semen (Carreau et al., 2007). Ademas, como los
espermatozoides de algunas especies tienen receptores de andrégenos y estrogenos (Jin et al.,
2005; Solakidi et al., 2005), es posible que estas hormonas promuevan directamente la motilidad
de los espermatozoides. Ademas, la eCG podria haber actuado directamente en el epididimo
(Zhang et al., 1997; Dahia & Rao, 2006), las vesiculas seminales (Tao et al., 1998), las glandulas
bulbouretrales y la prostata (Reiter et al., 1995) actuando a través de los receptores para FSH y
LH de estos 6rganos, modificando la composicion del plasma seminal, y repercutiendo en la
calidad seminal.

La disminucion del tamafio de la cabeza de los espermatozoides en el GeCG puede estar
relacionado con la concentracion de testosterona. En este sentido, se ha observado que en chivos
luego de la induccion de bajas concentraciones de testosterona, aumentan las dimensiones
morfométricas de la cabeza de los espermatozoides (Flores-Gil et al., 2020). Esto concuerda con
lo observado en este trabajo, en que luego de un aumento de testosterona, disminuyeron las
dimensiones de la cabeza de los espermatozoides. Por el contrario, en carneros al final de la
estacion reproductiva, es decir luego de un aumento de la concentracion de testosterona, aumentd
el area de la cabeza de los espermatozoides (Martinez-Fresneda et al., 2019). En los trabajos
referidos la informacion se recabd a largo plazo, luego de un ciclo espermatogénico completo,

por lo que la testosterona pudo haber influido durante todas sus etapas, incluyendo la
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espermiogénesis. En el Experimento | de esta tesis, las diferencias se observaron entre los 41 y
47 dias luego de comenzado el tratamiento, lo cual corresponde aproximadamente a la cantidad
de dias necesarios para que ocurra un ciclo espermatogénico (aproximadamente 48 dias de
acuerdo a Franca et al., 1999). Sin embargo, hay que tener presente que luego de la formacién de
los espermatozoides, los mismos deben madurar en el epididimo, lugar donde también van a ser
almacenados (Robaire et al., 2006), y donde también actuian los androgenos (Robaire et al., 2006;
revision: Robaire & Hamzeh, 2011), modificando el ambiente en el que maduran los
espermatozoides. El tiempo durante el que los espermatozoides transitan por el epididimo puede
variar en funcién de la especie y la frecuencia de las eyaculaciones, pero es siempre mayor a 10
dias (Robaire et al., 2006). En base a esto y a que la espermiogéenesis en los chivos dura
aproximadamente 15 dias (Franca et al., 1999), es de esperar que los espermatozoides colectados
los Dias 41 y 47 hallan estado influenciados por el aumento de testosterona mientras se
encontraban en esta etapa. A su vez, dada la escasa literatura encontrada sobre la tematica y los
resultados contradictorios que se desprenden de los trabajos citados en chivos y carneros se
puede también especular que la disminucion de testosterona observada luego de culminado el
tratamiento, mientras los espermatozoides se encontraban en el epididimo no serian la principal
causa que explique las diferencias observadas. Sin embargo, se debe considerar que la
concentracion de testosterona los Dias 39 y 45 tendié a ser mayor en el GeCG, lo cual también
pudo haber incidido en el tamafio espermaético. En sintesis, esta informacion sienta bases para
plantear nuevos trabajos dirigidos en forma especifica a entender mejor la relacion entre los
momentos en que varia la concentracion de testosterona y el tamafio de la cabeza de los
espermatozoides.

Los resultados del Experimento 11 no confirman la hipotesis planteada para este experimento,
ya que la administracion de 400 o 700 Ul de eCG no mejoraron el desempefio reproductivo de
los machos. Ademas, tampoco hubo diferencias de acuerdo a la dosis administrada. Si bien se
produjo un aumento de la concentracion de testosterona, no se observaron efectos positivos sobre
las caracteristicas reproductivas evaluadas. Esto podria ser parcialmente explicado por el
intervalo de administracion de las dosis de eCG. En efecto, mientras que en el Experimento | se
obtuvieron efectos positivos administrando la hormona cada 5 dias, en éste la misma se

administré cada 6 dias. Si bien la frecuencia de administracion se definié de acuerdo con el
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periodo en el cual se puede detectar en la sangre de los rumiantes (aproximadamente 10 dias,
Menzer & Schams, 1979; ver revision: Murphy & Martinuk, 1991; Murphy, 2012), es posible
que los tiempos de metabolizacién de la eCG difieran entre carneros y chivos, aunque no fue
posible encontrar bibliografia al respecto. De hecho, mientras que en los chivos la concentracion
de testosterona permanecié elevada durante todo el tratamiento, en este estudio en carneros
aumento y disminuy0 en varias ocasiones. En la misma direccion, en los estudios previos en los
que la administracion de eCG fue efectiva para mejorar el desempefio reproductivo de los
carneros, la administracion de la hormona se realiz6 cada 4 dias (Ungerfeld et al., 2014, 2019).
Aunque las disminuciones en las concentraciones de testosterona pueden tener diferentes
explicaciones, desafortunadamente, no hay estudios que comparen la farmacocinética de la eCG
en estas especies, ni especificamente en machos.

A diferencia del Experimento | en el cual hubo efectos positivos del tratamiento con eCG
sobre la motilidad espermatica de los chivos, en el Experimento Il el tratamiento con eCG no
modificd las caracteristicas seminales evaluadas, lo que estaria indicando que la estimulacion no
fue suficiente para producir efectos positivos sobre el semen de éstos carneros. Sin embargo,
antes de descartar el posible uso de eCG en carneros, seria interesante realizar estudios
administrando la hormona mas cerca del inicio de la estacién reproductiva o al final de la misma
para determinar si es posible prolongar el periodo del afio en el que se puede obtener semen de
mejor calidad.

Los resultados del Experimento I11 no confirman en forma clara la tercera hipétesis, en la que
se planteaba que la administracion de eCG generaria efectos mas claros en los carneros de razas
menos estacionales. En este sentido, aunque el estudio se realizd6 a mediados de primavera
cuando es de esperar que los machos produzcan semen de mala calidad (Colas et al., 1986;
informacion no publicada generada en INTA, Balcarce), los carneros tenian un porcentaje
Ilamativamente alto de espermatozoides métiles (la motilidad era de ~ 70%). Es posible que este
resultado inesperado limitd el impacto positivo de la eCG, ya que la mejora deberia ser muy alta
para lograr diferencias significativas. Sumado a esto, los carneros HL no presentaron mejores
resultados que los TEX, y méas aun, algunas caracteristicas evaluadas fueron mejores en los TEX
que en los HL. En este sentido, se recomienda testear la hormona en otras razas de las que se

tenga mayor informacion sobre su estacionalidad reproductiva con el fin de administrar la
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hormona previo a que las caracteristicas seminales de los machos comiencen a mejorar y de esa
forma determinar si el tratamiento funciona o no en los carneros.

Los pocos efectos positivos que generd la administracién de eCG sobre el comportamiento
sexual de los carneros van en la misma direccion que lo reportado por Ungerfeld et al. (2019).
Sin embargo, mientras que en este Ultimo se observaron efectos positivos en la fase de cortejo
(Fabre-Nys, 2010), en el presente estudio, la eCG disminuyd el tiempo en el cual se produjeron
la segunda y la tercera monta. Esta diferencia puede estar relacionada con la experiencia sexual
de los carneros, ya que en el trabajo de Ungerfeld et al. (2019) los machos utilizados no tenian
experiencia previa, y, por lo tanto, estaban aprendiendo a cortejar a las hembras, mientras que en
este estudio eran carneros experientes. Los carneros con experiencia sexual anterior pueden
saltear eventos de cortejo ya que pueden reconocer facilmente la receptividad de las ovejas,
aumentando asi su efectividad en la actividad de apareamiento (Simitzis et al., 2006), y por tanto
es esperable que los efectos sean mayores en estos comportamientos. En este sentido, aunque la
calidad del esperma no se modificd, obtener eyaculados en menor tiempo puede ser importante
en carneros utilizados para produccion de semen o en programas de inseminacién. Sin embargo,
para este uso, queda por determinar si la administracion repetida de eCG no afecta su
efectividad, como sucede en las cabras (Drion et al., 2001), ya que una fuerte respuesta inmune
podria perjudicar el desempefio reproductivo de los machos.

En sintesis, los resultados de ésta Tesis aportan informacion sobre los efectos de administrar
eCG para mejorar el potencial reproductivo de los machos durante la estacion no reproductiva. Si
bien la administracion de eCG produjo resultados alentadores en chivos, antes de llegar a una
conclusion definitiva, es importante descartar claramente que su uso reiterado pudiera generar
efectos negativos. También resta por determinar si los tratamientos repetidos con eCG, durante
varias estaciones no reproductivas, tienen algin efecto a largo plazo en los patrones
reproductivos de los chivos. Ademas, dada la falta de resultados positivos en carneros, se deberia
evaluar si la administracion de eCG genera respuestas diferentes de acuerdo a la especie o la raza
utilizada, asi como el tiempo de administracion y dosis para determinar si con esas
modificaciones genera buenos resultados en carneros, o si el tratamiento solo tiene efectos
positivos en algunas especies como los chivos. En este sentido, cabe destacar que tanto la

estacionalidad reproductiva como la respuesta a los tratamientos fotoperiddicos y/o a los

40



implantes de melatonina utilizados para mejorar las caracteristicas reproductivas parecen tener
un fuerte componente genético, lo que produce variaciones en los resultados en funcién de la
raza en estudio (D’Occhio et al., 1984; Poulton & Robinson, 1987; Gomez-Brunet et al., 2008).
Si bien, dichas variaciones se pueden explicar parcialmente en ovejas por el control genético que
de la concentracion de melatonina plasmatica (Zarazaga et al., 1998), es posible que el
tratamiento con eCG también produzca modificaciones diferentes en carneros de diferente raza.
En base a ello, y antes de descartar su potencial uso seria importante determinar si existe

variabilidad genética en la respuesta al tratamiento.
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7. Conclusiones

» La administracion de cinco dosis (una de 800 Ul + 4 de 500 Ul) de eCG a chivos de Gabon
durante la estacién no reproductiva estimulo la secrecion de testosterona y mejoro la calidad del
semen fresco y posiblemente el semen descongelado durante el periodo en que se administro la
eCG. Sin embargo, los resultados positivos solo se observaron en algunas caracteristicas

seminales y en forma transitoria durante el periodo de administracion de eCG.

» La administracion de eCG a chivos indujo la formacién de anticuerpos anti-eCG, que
permanecieron presentes incluso durante la estacion reproductiva siguiente. Sin embargo, no se
observaron efectos negativos en el estado reproductivo de los chivos tratados en la concentracion
de testosterona, en las caracteristicas testiculares ni en la calidad del semen fresco, descongelado

0 en su crioresistencia.

» La administracion de tres dosis de 400 o 700 Ul de eCG a carneros Merilin durante la
estacion no reproductiva aumentd la concentracion de testosterona, pero no modificd las

caracteristicas testiculares y seminales estudiadas.

» La administracion de dos dosis de 1000 Ul de eCG a carneros Texel y Highlander no
aumento la circunferencia testicular ni la calidad del semen fresco y descongelado. Sin embargo,
los carneros tratados con eCG alcanzaron su segunda y tercera eyaculacion en un tiempo mas

corto que los no tratados.
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