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RESUMEN






Resumen

Algunos de los métodos alternativos a los tratamientos hormonales clasicos
utilizando progestdgenos y eCG, para la inducciéon y sincronizacion del celo y la
ovulacion, unido a la inseminacion artificial (IA) a tiempo fijo en ganado caprino, estan
basados como el IMA.PRO2® en el estimulo por la presencia de los machos (efecto
macho) y la sincronizacion de la ovulacién inducida mediante prostaglandina F,o. o sus

anélogos.

En estos métodos, la administracion de una dosis baja de progesterona o
progestagenos durante un breve periodo de tiempo en el momento de la introduccién de
los machos, es un método efectivo para evitar la presencia de cuerpos IGteos de mala
calidad que generan ciclos cortos, consiguiendo un primer ciclo inducido de adecuada

funcién luteal.

En el método IMA-PRO2® en el momento de la introduccién de los machos se
administran 25 mg de progesterona por via intramuscular en vehiculo oleoso, con
buenos resultados de fertilidad después de la administracion de cloprostenol y la 1A
sistematica, sin embargo las directivas europeas han marcado nuevas restricciones a la
administracion de esteroides en animales de produccion, que en el caso de la

progesterona o progestagenos solo son permitidas por via intravaginal.

Se disefiaron cuatro experimentos con el fin de desarrollar una administracion
de progesterona por via intravaginal, utilizable en la préctica a nivel de campo y con

una eficacia similar en términos de fertilidad, en el conjunto del método IMA-PRO2®,

En el primer experimento, el objetivo era determinar el tiempo minimo necesario
del tratamiento progestativo en el momento de la introduccion de los machos, que
permitiera conseguir cuerpos luteos de calidad después de la ovulacién inducida. Para
ello se aplicaron esponjas intravaginales de 20 mg de FGA durante 24, 48 y 72 horas, y
los resultados demostraban que no habian deferencias significativas en el intervalo hasta
la descarga preovulatoria de LH después de la retirada de las esponjas (34 + 2,7, 35 £
2,2 y 30 £+ 1,4 horas respectivamente para los tres grupos) (p > 0,05), asi como en la
formacion del cuerpo lateo inducido sin presencia de ciclos cortos en ninguno de los
tres grupos. Sin embargo, 24 de horas de duracion del tratamiento progestativo,
generaba un cuerpo lUteo de menor secrecidn de progesterona, reflejandose en el retraso

de 1 dia aproximadamente el periodo en que las concentraciones plasmaéticas alcanzan



Resumen

los 0,5 ng/ml en este grupo y en las diferencias significativas (p < 0,05) del nivel de

progesterona a partir del dia 4 de la introduccion de los machos.

Con el experimento 2 se disefio una cépsula intravaginal de gelatina que
contenia 120 mg de progesterona en un vehiculo con aceite de palma, lecitina de soja 'y
ciclodextrina. Las concentraciones plasmaticas de progesterona, asi como su cinética y
permanencia de niveles plasmaticos, valorados en cabras ovariectomizadas durante 42
horas después de la insercion, demostraron que con esta capsula se conseguian
resultados muy similares a la inyeccion intramuscular de 25 mg de progesterona,
aunque las concentraciones minimas consideradas eficaces de 0,5 ng/ml de progesterona
en plasma, se alcanzaban alrededor de 8 horas antes que con la inyeccion intramuscular
(28h vs 36h).

Con el tercer experimento se demostrd la efectividad de la capsula intravaginal
disefiada, en téerminos de descarga preovulatoria de LH, sincronizacion de la ovulacion y
calidad del cuerpo lGteo inducido después de la introduccion de los machos, con
resultados similares a los de la inyeccién intramuscular de 25 mg de progesterona y a
los de un tratamiento control con esponjas intravaginales de FGA durante 30 horas. Tal
como era previsible segun los resultados del experimento 2, con la capsula intravaginal
la descarga preovulatoria de LH aparece alrededor de 12 horas antes que con la esponja
durante 30 horas o con la inyeccion intramuscular (53,3 + 2,45h vs 65,3 + 1,68h y

67,3 + 4,67 h para el grupo capsula, esponja e inyeccién respectivamente).

Finalmente con el experimento 4 se llevd a nivel de campo la utilizacion del
nuevo método, comparando en dos explotaciones la aplicacion del método IMA-PRO2®
con inyeccién intramuscular o con capsula intravaginal, los resultados de fertilidad en
228 cabras inseminadas no mostraron diferencias significativas con ambos métodos
(57,25% vs 48,8% para intramuscular y cépsula respectivamente). Tampoco se
encontraron diferencias de fertilidad cuando se compara el nuevo método con efecto
macho y cépsulas intravaginales, respecto del tratamiento hormonal con progestagenos
y eCG, en este ultimo experimento los resultados en 144 cabras inseminadas a tiempo
fijo, fueron de 54,1% para el nuevo método con cépsula y 64,2% para el protocolo

clésico.
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Summary

Classical hormonal treatments for the induction and synchronization of oestrus
and ovulation joined the fixed-time artificial insemination in goats use progestogens and
eCG. Some alternatives methods are based on the stimulus by the presence of males
(buck/male effect) and the use of prostaglandin F2 o or its analogues like the
IMA.PRO2® method.

In these methods, the administration of a low dose of progesterone or progestin,
at the time of the introduction of males, is an effective way to avoid the presence of
poor quality corpora lutea that generates short cycles, reaching a first induced cycle with

an appropiate luteal function.

With IMA- PRO2®, females are subjected to the male effect plus a single
intramuscular dose of 25 mg of progesterone in olive oil at the time of male
introduction, achieving good pregnancy rates after a single dose of cloprostenol and
systematic timed Al. However European directives have set new restrictions, the use of
steroids in food-producing animals is banned and progesterone or progestogens are

limited only in an intravaginal use.

Four experiments were designed in order to develop an intravaginal way of
progesterone administration that could be used under field conditions with similar
fertility rates to the IMA- PRO2® method.

Experiment 1 was conducted to determine the minimum duration of progestogen
treatment at the time of male introduction, which reached good quality corpus luteum
after induced ovulation. Does were treated with intravaginal sponges containing 20 mg
of FGA for 24, 48 and 72 hours. There were no significant differences between groups
after devices removal in intervals to preovulatory LH peak (34 + 2,7 ,35+ 2,2 and 30 +
1,4 hours for the three groups respectively ) ( P > 0,05 ) and in the induced corpus
luteum formation, without short cycles in any group. Nevertheless, the progestational
treatment of 24 hours generated a corpus luteum with lower progesterone secretion.
Plasma P4 concentration reached 0,5 ng/ml one day later than in the other groups and

there were significant differences ( P < 0,05) from the 4™ day after males introduction.



Summary

In experiment 2, an intravaginal gelatin capsule was designed containing 120 mg
of progesterone in palm oil with soy lecithin and cyclodextrin. Plasma progesterone
concentration was measured as well as a pharmacokinetic study was evaluated in 14
ovariectomized goats for 42 hours after capsule insertion. Our data showed similar
results for “capsule group” and 25 mg i.m “injection group”. However, effective plasma
progesterone concentration (0,5 ng / ml) was reached about 8 hours before with the
gelatine capsule than with an intramuscular injection ( 28h vs 36h ).

In experiment 3, our group assessed the effectiveness of the intravaginal capsule
method at inducing and synchronizing ovulation. Preovulatory LH surge intervals and
quality of the induced corpus luteum after males introduction were similar to those
obtained with an i.m. injection of 25 mg of progesterone and a control group based on
30 hours progestogen treatment with intravaginal sponges. According to the results of
the experiment 2, preovulatory LH surge in “capsule group” was observed about 12
hours before the other two groups (53,3 = 2,45h vs 65,3 = 1,68h and 67,3 + 4,67 h

capsule group, sponge group and i.m. injection group respectively).

Finally, in experiment 4, we put into practice under filed conditions the new
method, comparing IMA- PRO2® protocol in two farms, using an intramuscular
injection or intravaginal capsule. 228 goats were inseminated and there were no
differences between treatment groups in fertility rates (57,25 % vs 48,8 % for
intramuscular and capsule respectively). In the same way, no significant differences
were found when the new method based on male effect plus intravaginal capsule was
compared with progestogen treatment with eCG. In this last experiment, 144 goats were
artificially inseminated at a fixed time and pregnancy rates were 54,1 % and 64,2 % for

the new method and conventional protocol, respectively.
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Introduccién

La importancia de una actividad tan caracteristica en los paises mediterraneos
como es la explotacion del ganado caprino de leche, se justifica por ser una opcion que
permite el mantenimiento de la poblacion en el medio rural y la produccion de
alimentos no excedentarios, de alta calidad, y un alto valor gastronémico de los

productos elaborados como es el queso de cabra.

El sector caprino es uno de los sectores de la produccién primaria que mas han
evolucionado en los ultimos afios, tanto en el &mbito de la produccién como en el de la
comercializacion y de acercamiento del producto al consumidor. Esta industria se
establece fundamentalmente y cada dia mas, sobre sistemas de produccion intensiva o
semi-intensiva, basados en un alto nivel genético, alimentacion equilibrada, y rigurosos

controles sanitarios y de calidad de los productos.

La organizacién del sector en torno a criterios de rentabilidad y calidad de los
productos, ha supuesto el desarrollo de los programas de seleccion, que han permitido a
su vez un rapido progreso genético, basandose esta mejora genética en los registros del
control lechero (produccion y composicion del total de la leche ordefiada) y en la
difusion rapida de este mérito genéticos conseguido a través del uso de la inseminacién

artificial.

A finales de la década de los 60 se establecié una metodologia eficaz para el
desarrollo de la inseminacion artificial caprina, metodologia que se ha mantenido hasta
la actualidad. Esta tecnologia consiste en la aplicacion del semen refrigerado (5°C) o
congelado (-196°C), en cabras que han sido previamente sometidas a un tratamiento
hormonal de induccion y sincronizacion de la ovulacion, permitiendo de esta manera

una inseminacion sistematica a tiempo fijo en todas las hembras tratadas.

El método de induccion y sincronizacion mas habitual en la Europa mediterranea
consiste en la aplicacion de esponjas intravaginales impregnadas con progestagenos
(FGA 6 MAP) durante 11 dias y la administracion intramuscular de eCG (300-400Ul) y
un analogo de la Prostaglandina F,a (Cloprostenol 75 pg) 48 horas antes de la retirada
de las esponjas. Con este método la inseminacion artificial se lleva a cabo a las 43-46
horas después de la retirada del tratamiento progestativo.

Estos protocolos de IA a tiempo fijo, cuando se realizan en condiciones

adecuadas tanto técnicas como de manejo, alcanzan porcentajes de fertilidad cercanos
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Introduccién

al 60%, pero han tenido una escasa implantacion en el mundo y Francia siendo el pais
que mas ha desarrollado la 1A no alcanza a realizar inseminaciones anuales por encima

del 15% de las hembras reproductoras.

En Esparia, los porcentajes de hembras inseminadas se han mantenido constantes
en los ultimos afios sin que alcancen al 2% de las hembras reproductoras. Se puede
considerar que las mayores limitaciones relacionadas con el uso de esta metodologia
estan relacionadas con factores como el coste de los tratamientos, la necesidad de

asistencia técnica o personal capacitado, incremento de la mano de obra, etc.

En la Gltima década, los cambios en la sociedad respecto al consumo de
alimentos de origen animal, han generado el replanteamiento de esta industria hacia los
sistemas de produccion animal limpios, (control de sustancias administradas), verdes

(control de impacto medioambiental) y éticos (control del bienestar animal).

En este sentido las directivas europeas son cada vez mas restrictivas y en el caso
de la administracion de progestagenos, los contenidos liberados en la leche de las cabras
mientras estan sometidas a estos tratamientos , superan los MRL (limites maximos de

residuos) marcados en estas directivas (96/22/CE).

Aparte de las limitaciones legales de la administracion a animales de
determinadas sustancias por sus MRL, en el caso de los tratamientos antes sefialados se
une la problematica del uso de la eCG (gonadotropina coridnica equina) ya que siendo
una proteina de origen animal, puede generar problemas sanitarios en cuanto a
transmision de enfermedades emergentes. Desde un punto de vista de la eficacia del
tratamiento, la mayor limitacion se debe a la presencia de anticuerpos anti-eCG, una
vez que se hacen tratamientos sucesivos, lo que implica un descenso de la fertilidad y la

posibilidad real de utilizar s6lo dos tratamientos por animal.

En este contexto se buscan alternativas con otro tipo de tratamientos libres de
hormonas, con capacidad de inducir y sincronizar la ovulacion que permitan la 1A a
tiempo fijo, pero que a su vez deben reunir caracteristicas como seguridad, facilidad de

aplicacion y viabilidad econémica.

La respuesta al efecto de la presencia de los machos (efecto macho) es un

método natural (bioestimulacion) capaz de inducir la ovulacion en hembras en anestro,

16
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y Cuyos mecanismos en pequefios rumiantes han sido extensamente estudiados y

detalladamente descritos desde los afios 60.

A pesar de los avances en el uso del efecto macho como método limpio y
efectivo en la induccion de la ovulacion en hembras, dos son las mayores limitaciones a
su uso. En primer lugar la falta de respuesta en las razas y latitudes mas septentrionales,
donde los animales, manifiestan periodos profundos de anestro estacional, en los que el
estimulo de los machos no es suficiente para romper el estatus endocrino caracteristico
de este periodo, y en segundo lugar la falta de sincronizacién de las primeras

ovulaciones inducidas que impide el uso inmediato de la IA.

En el primer caso, las soluciones han apuntado hacia la aplicacion de
tratamientos fotoperiddicos previos a la introduccion de los machos, haciendo uso de la
manipulacion de la luz artificial para generar una cierta desestacionalizacion de machos

y hembras.

En el caso de la sincronizacion de las ovulaciones inducidas, las
aproximaciones més efectivas han sido las relacionadas con la administracion de bajas
dosis de progesterona (no genera residuos) y el uso de tratamientos luteoliticos (PGFa,

0 sus analogos) que tampoco presentan limitaciones debido a su rapida eliminacion.

En este contexto se desarrolld el método IMA-PRO2® (Lépez Sebastian et al.,
2007) para la induccién y sincronizacion de la ovulacién en ganado caprino. Este
protocolo combina el efecto macho con una inyeccion intramuscular de una reducida
dosis de progesterona en el momento de la introduccion (lo cual evita la presencia de un
ciclo corto después de la primera ovulacién inducida), y el tratamiento 9 dias después,
con cloprostenol para provocar la lisis temprana del cuerpo luteo inducido y de esta
manera sincronizar la siguiente ovulacion que permite la inseminacion artificial

sistémica a tiempo fijo.

Con este método se obtienen buenos resultados de fertilidad comparables a los
tratamientos convencionales, pero la directiva europea (2008/97/EC) que ha prohibido
la administracion de hormonas esteroides por via intramuscular, permitiendo
exclusivamente la via intravaginal, ha supuesto que se planteen alternativas al protocolo

anteriormente descrito.
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Introduccién

El objetivo general de este trabajo es desarrollar una metodologia alternativa,
sustituyendo la administracion de progesterona por via intramuscular por la via
intravaginal, manteniendo las caracteristicas de la aplicacion practica del protocolo, asi

como su eficacia en términos de fertilidad, con el uso de la IA a tiempo fijo.
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5.1.- INTRODUCCION Y CONTEXTO DE LA PRODUCCION CAPRINA

La cabra (Capra hircus) fue una de las primeras especies domesticadas por el
hombre (Fig.1), y aunque se acepta la corriente de un origen polifilético, puede
considerarse a la cabra salvaje (Capra aegagrus) como ancestro de la cabra doméstica
(Takada et al., 1997). Sus origenes se remontan hacia el 8.500 a.C., asi lo evidencian los
restos encontrados en las mas antiguas civilizaciones del Creciente Fértil de Oriente
Proximo (Zeder y Hesse, 2000). Los datos arqueoldgicos sugieren dos zonas
geograficas distintas donde se inici0 la domesticacion de la cabra: el valle del rio
Eufrates en el 9.000 a.C. y los Montes Zagros en Iran en el 8.000 a.C. (Zeder, 2006). En
Espafia los primeros indicios de cabras domesticadas se remontan al Neolitico Antiguo
Cardial (Perez Ripoll, 1980), datado por carbono-14 en Andalucia entre el 4.300 vy el
3.980 a.C.

El ganado caprino se ha explotado desde sus origenes hasta nuestros dias para la

produccion de leche, carne, piel, pelo y estiércol (Boyazoglu et al., 2005).

Fig.1. Origen y dispersion de las especies domésticas en el Creciente Fértil. Las zonas sombreadas
muestran las regiones y las fechas aproximadas donde se piensa que se inicid la domesticacién. Las
fechas fuera de las zonas sombreadas muestran la fecha aproximada donde la domesticacién aparecio en
esa regién. Naranja, cabras (Capra hircus); azul, oveja (Ovis aries); verde, vaca (Bos taurus); rosa, cerdos
(Sus scrofa). Adaptado de Melinda A. Zeder, 2008
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La explotacion caprina ha permitido el desarrollo ganadero desde el inicio de las
sociedades hasta nuestros dias, en donde el manejo tradicional de rebafios de cabras
asegura la presencia humana en las zonas rurales menos favorecidas frenando el riesgo
de despoblacion y contribuyendo a mantener en buenas condiciones agroambientales

dehesas, montes, prados y rastrojeras (Castel et al., 2010).

El reducido formato corporal de este animal, su agilidad y habilidad para el
pastoreo y su reconocida rusticidad determina que la especie caprina sea idonea para el
aprovechamiento de areas aridas y semidridas caracterizadas por la baja pluviosidad,
escasas disponibilidades forrajeras, topografia accidentada para la utilizacion de
rastrojos y subproductos derivados de cultivos agricolas, logrando productividades
aceptables en medios ecolégicos dificiles (Ministerio de Agricultura, Alimentacion y
Medio Ambiente, 2015). Al mismo tiempo, este animal es capaz de adaptarse a la
intensificacion, debido a su alta capacidad de transformacion de alimentos. Su gran
potencial productivo y reproductivo ofrece enormes perspectivas de desarrollo,
principalmente por su gran aptitud lechera y por las caracteristicas organolépticas de su
carne (Aréchiga et al., 2008).

El ganado caprino no tiene una gran importancia cuantitativa como proveedor de
alimentos para el hombre (Tabla 1.) (Fig.2), pero es una especie que por sus particulares
condiciones tiene una especial importancia en las areas econémicamente fragiles, siendo

en estas regiones donde se concentra la gran mayoria de su censo (FAOSTAT, 2013).

Tabla 1. Contribucion del ganado caprino a la produccion mundial de leche y de carne (FAOSTAT, 2013)

Produccion (tn) 2% sobre el total

Total leche 746.707.663 100
Leche de cabra 17.957.371 2.4
Total came 310.379.920 100
Carne de cabra 5.372.407 1,7
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Leche Carne
W Leche Total 97,6% Leche cabra 2,4% ® Carne total 98,3% Carne cabra 1,7%

Fig.2. Contribucion del ganado caprino a la produccién mundial de leche y de carne (FAOSTAT, 2013)

Los paises pobres y en vias de desarrollo, presentan un censo de méas del 90%
del total de las cabezas de caprino y este tipo de ganaderia juega un papel
socioecondmico muy destacado, sustentando a las poblaciones mas pobres y
marginales, ya que significa en muchos casos el Gnico recurso para el consumo de
proteinas de origen animal. En el otro extremo estan los paises desarrollados donde el
ganado caprino es muy escaso, su poblacion es aproximadamente el 7% de la cabafa
mundial, pero presenta una interesante labor como productor de alimentos de muy alta
calidad y precio, siendo una industria de gran importancia regional en algunos paises
europeos y mas concretamente los del area Mediterranea (Sanchez-Rodriguez et al.,
2007). (Fig.3).

Oceania
Europa |
22% Africa
327 %
Asia
BD.3 % \\'“ Américas
4.4%

Fig.3. Promedio de cabezas de caprino por region (FAOSTAT, 2013)
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El censo mundial de cabras ascendié en el 2013, segun la FAOSTAT, a
975.803.262 cabezas; el principal productor de leche de cabra fue India, seguido de
Bangladesh, Pakistan y Francia. Respecto a la produccion de carne de cabra, el primer

lugar lo ocupa China, seguido de India, Pakistan y Nigeria.

En la Unién Europea el caprino se concentra en la Cuenca Mediterrdnea. En
2013 el censo fue de 12.376.508 de cabezas, siendo los paises con mayor nimero de
animales Grecia, Espafa, Francia, Rumania, Italia y Portugal. Entre los seis poseen casi
el 90% del ganado caprino de la U.E. (FAOSTAT, 2013).

Dentro de estos paises mediterrdneos, Francia es el que mas ha desarrollado su
ganaderia caprina merced a una tradicional y potente industria quesera, siendo muy
competitivos en produccion de quesos frescos y madurados. Su ganado caprino esta
muy seleccionado, y sus sistemas de explotacion bastante intensificados y muy
optimizados, ya que contando con poco mas de un millon de cabras (1.291.028), son el
mayor productor de leche en Europa, la cual es transformada en su totalidad en una
variada gama de quesos puros de cabra, la gran mayoria bajo denominaciones de origen

protegidas.

Grecia cuenta con el censo mas alto de caprinos de toda la U. E. cerca de cinco
millones de cabezas (4.250.000), pero sus sistemas de produccion siguen siendo
mayoritariamente tradicionales, produciendo menos cantidad de leche que Francia con
cinco veces mas de animales. Esta situacion de escaso desarrollo del sector tiene como
contrapartida el enorme valor que esos sistemas tradicionales siguen jugando en Grecia,
tanto en el mantenimiento de las poblaciones en las areas rurales mas desfavorecidas,
como en la conservacion de sus razas autoctonas y su cultura tradicional (Sanchez-
Rodriguez, 2007)

En una situacién intermedia se encuentra Espafia, con cerca de tres millones de
cabras (2.704.229) y aproximadamente 500 millones de litros de leche anuales. Se
conserva un excelente patrimonio genético, con razas autdéctonas muy rasticas y otras
bastante seleccionadas y productivas, conservando sistemas tradicionales de produccion
junto con otros mas modernos y optimizados. Asimismo, los productos de las cabras
estan dejando de ser productos tradicionales locales y estdn desarrollando un mercado
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de alimentos de calidad con alta demanda y precio, siendo una industria creciente dentro

de la Union Europea (Sanchez-Rodriguez, 2007).

En los paises de cultura anglosajona (Centro y norte de Europa, Norteamérica y
Australia), el ganado caprino es muy escaso, ya que no existe la tradicion quesera
mediterranea, pero se han desarrollo algunas ganaderias de alto nivel en base a las
excelentes caracteristicas nutricionales de la leche de cabra.

En enero de 2014 en Espafia habia un total de 2.704.229 de cabras, repartidas en
77.472 explotaciones. Los sistemas de produccion caprina en Espafia tienen como
objetivo preferente la produccion de leche, siendo, en general, la carne un producto
secundario. Esta actividad es particularmente importante en regiones de Andalucia,
Castilla la Mancha, Murcia, Extremadura y Canarias, donde se concentran el 75% de las
cabras lecheras (Fig.4). En 2014, segin datos del MAGRAMA (Panel de Consumo
Alimentario y Encuesta de Sacrificio de Ganado), se consumieron un total de 5.136.040
kg de leche de cabra; y 1.213.751 de animales fueron sacrificados para la produccion
de carne. Asi como el consumo de leche de cabra per capita en Espafia se ha mantenido
estable desde el 2008, la produccion de carne va descendiendo con algin pico de
recuperacion, pero en ningin momento vuelve a situar la produccion en los niveles de

antafo.

% de cabezas

Fig.4. Distribucion del censo caprino en Espafia (MAGRAMA, 2014)
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Los sistemas de produccion caprina, estan sufriendo cambios importantes,
debido en parte a la adaptacion que requieren hacia las nuevas prioridades en la calidad
de los productos, asi como rentabilidad por los cambios necesarios en la estructura y
sistema de explotacion, muy relacionados con las bruscas variaciones en precios de
materias primas y productos, y con un control cada vez mas exhaustivo del bienestar

animal.

El proceso evolutivo que ha llevado a esta especie a adaptarse a los ambientes
mas desfavorables ha pasado por una estrategia reproductiva de minimos, donde a una
duracién prolongada de la gestacion, se une una escasa prolificidad (muy limitada
genéticamente y muy condicionada por factores externos) y una marcada estacionalidad
reproductiva regulada por el ritmo enddgeno circanual sincronizado por el fotoperiodo
(Lépez-Sebastian et al., 2009). Esta estacionalidad reproductiva de la especie es el
limitante principal de la productividad de las explotaciones, y se manifiesta tanto en las
hembras como en los machos. En el ganado caprino, el inicio y la duracién de la
estacion reproductiva pueden estar afectados por la interaccion del fotoperiodo con
otros factores tales como la raza, latitud, clima, lactacion y estado nutricional, época de

parto y sistema de explotacion.

Recientemente, se ha demostrado en las razas caprinas espafiolas mediterraneas,
cudl es el papel y la influencia del fotoperiodo sobre la estacionalidad reproductiva,
demostrandose que éste es el principal factor que controla la actividad sexual a lo largo

del afio (Santiago-Moreno et al., 2003; Gomez-Brunet et al., 2010).

Estas variaciones estacionales en la eficacia reproductiva, se traducen en
variaciones en la oferta de leche y carne a lo largo del afo, viéndose afectados los
rendimientos econdémicos de los productores y los precios al consumidor (Goémez-
Brunet et al., 2012). Bajo estas condiciones se hace evidente la necesidad de aplicar
sistemas de control del ciclo reproductivo, que permitan manipular los mecanismos
endocrinos responsables de esta estacionalidad reproductiva, para poder asegurar el
mantenimiento de la oferta de estos productos a lo largo de todo el afio.
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5.2.- CICLO REPRODUCTIVO DE LA CABRA

El ciclo estral comprende todos aquellos cambios morfoldgicos y fisiologicos
que se producen en el ovario y en el tracto genital de la hembra no gestante y que
desencadenan la expresion del celo, la ovulacién, la posible fecundacion y posterior
implantacion del embrion (Fatet et al., 2010). Estos cambios se suceden de forma
regular durante los periodos de actividad sexual ciclica correspondientes a la estacion

reproductiva (Chemineau y Delgadillo, 1994).

En el curso de la estacion reproductiva, la cabra presenta ciclos estrales con una
duracion variable, alrededor de 21 dias, que se asocia generalmente con una ovulacion
que se produce de 30-36 horas después del inicio del estro (Gonzalez-Stagnaro et al.,
1993). Se entiende por ciclo sexual el intervalo de tiempo entre la sucesion de dos celos
o dos ovulaciones. Una caracteristica que se observa en esta especie es la aparicion de

ciclos cortos (de 3 a 9 dias) (Chemineau et al., 1992a).

El ciclo estral se divide en dos fases: la fase folicular que se corresponde con las
fases de proestro y estro, y la fase luteal que se corresponde con el metaestro y el diestro
(Fig.5). El proceso ovulatorio sucede a los cambios morfoldgicos (crecimiento y
reclutamiento folicular), bioquimicos (maduracion folicular) y funcionales (regulacion

endocrina) que se desencadenan en el ovario (Evans, 2003).

El crecimiento folicular terminal durante el ciclo sigue un patron de ondas
foliculares (Ginther y Kot, 1994) (Fig.5). Cada una de estas ondas se caracteriza por la
secuencia de tres eventos dependientes de las gonadotropinas que son: reclutamiento,
seleccién y dominancia (Driancourt, 2001). Las posibilidades de observacion continua
del crecimiento individual de cada foliculo mediante ultrasonografia, ha permitido la
comprension de este sistema de ondas, sugiriendo la existencia de entre dos a seis ondas
de crecimiento folicular durante el ciclo estral (Evans, 2003; Simdes et al., 2006).
Ginther y Kot (1994) sefialan la existencia de cuatro ondas foliculares para esta especie
apoyandose en la coincidencia del nimero de ondas foliculares con el nimero de picos
en las concentraciones de FSH, ademas de la existencia de intervalos entre ondas
altamente correlacionados con los intervalos entre picos de FSH. La ultima onda del

ciclo seria la que aportaria el foliculo ovulatorio. En aquellas ocasiones en las que se
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produce una doble ovulacion, suelen ser foliculos que proceden de una misma onda
folicular, aunque a veces derivan de dos ondas foliculares consecutivas (Ginther y Kot,
1994). El numero de ovulaciones durante el ciclo sexual, inmediatamente después de la
luteolisis, esta relacionada con el niumero de foliculos que se desarrollan hasta alcanzar
el estadio preovulatorio. A su vez, la dinamica de crecimiento de estos foliculos esta
condicionada por un equilibrio entre mecanismos de estimulaciéon y de inhibicién del
crecimiento folicular, que pueden actuar tanto a nivel sistémico como intraovérico. Los
factores sistémicos son aquellos pertenecientes al eje hipotalamo-hipdéfisis-ovario;
destacan las gonadotropinas hipofisarias (FSH y LH), con accion estimulante, y el
estradiol y la inhibina, con accion inhibidora. Los factores intraovaricos se originan y
acttan a nivel del ovario; igualmente pueden ser estimulantes (activina y factores de
crecimiento) o inhibidores (estradiol e inhibina) (Gonzélez-Bulnes et al., 2002). La
emergencia de una onda folicular es consecuencia de un incremento transitorio de la
secrecion de FSH, la cual esta regulada por el estradiol y la inhibina (Campbell et al.,
1995a). Esto, que es muy evidente para la primera y Gltima ondas- cuando la
pulsatilidad de la LH es muy alta-, se refleja en la secrecidn de estradiol; pero después,
en plena fase luteal, cuando disminuye la secrecion de LH como consecuencia de los
elevados niveles de progesterona, parece que es la inhibina el mayor regulador de la
FSH (L6pez-Sebastian et al., 2002).

La fase folicular tiene una duracién de unos 5-6 dias, que se corresponden con
los dias 18-21 de un ciclo y 1-2 del siguiente (Fig.5). En el proestro se lleva a cabo el
reclutamiento, la seleccion y la dominancia folicular, durante este periodo se va
incrementando la secrecion de estradiol producida por los foliculos ovaricos en
desarrollo, lo que induce el inicio del celo o estro de la hembra. El inicio del estro se
corresponde con el dia 0 del ciclo y, durante el mismo, la concentracion de estradiol en
sangre, procedente de los foliculos dominantes, es maxima, finalizando con la ovulacion
(Chemineau et al. 1991).

Durante esta fase la FSH hipofisaria es responsable junto con la LH de la
seleccion y crecimiento folicular terminal. De la Gltima onda de crecimiento folicular de
la cohorte de foliculos antrales reclutados y dependientes de gonadotropinas de 2-3mm
de diametro, seran seleccionados 1 ¢ 2 para entrar en su fase de crecimiento final. Bajo
la influencia de la LH, alcanzaran el estadio de foliculo pre-ovulatorio (6-9mm), el resto
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de los foliculos entraran en atresia y degeneraran. Se producira un incremento de las
concentraciones plasmaticas de estradiol 178, secretado por los foliculos de mayor
tamafio, que inducird al comportamiento tipico de celo, a la vez que actia como un
mecanismo de retroalimentacion positiva en el eje hipotalamo-gonadotropico
(Chemineau et al. 1982). El inicio de esta fase, antes de que aparezcan los sintomas de
celo, se denomina proestro. La fase de estro comprenderia desde que aparece el

comportamiento de celo hasta la ovulacion (Fig.5).

*
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Fig.5. Representacion esquematica de los diferentes sucesos durante el ciclo estral en la cabra: patron de
desarrollo folicular, ciclo ovérico y regulacion endocrina. *Foliculo ovulatorio. P: proestro; E: estro; M:
metaestro; D: diestro. Adaptado de A. Fatet et al.(2011)

El celo se manifiesta en la cabra por un incremento en su actividad fisica, asi
como pequefias descargas de mucus por la vagina, agitaciones constantes de la cola,
aumento en la frecuencia de miccién y enrojecimiento de la vulva (BonDurant, 1981).
El comportamiento de celo se divide en dos fases: atraccion del sexo opuesto o
proceptividad y receptividad (Beach F.A., 1976). La primera consiste en la busqueda y

estimulacion del macho por parte de la hembra, y en la segunda se produce el reflejo de

29



Revision bibliografica

inmovilizacion de la cabra como respuesta al estimulo por parte del macho, lo que
induce a la monta y a la copula (Fabre-Nys, 2000) (Fig.6).
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Fig.6. Comportamiento sexual en caprino. La actividad del macho se indica con caracteres en negrita, y
los de la hembra en cursiva. Adaptado de Hart y Jones (1975)

La duracion del comportamiento del celo es de aproximadamente 36 horas, pero
puede variar entre 24 y 48 horas dependiendo de la edad, de los individuos, de las razas,
de la estacién y de la presencia del macho. Asi, en las razas Angora y Mossi es
conocido que tienen un comportamiento de celo relativamente corto, de 22 y 20 horas,
respectivamente (Shelton, 1978; Tamboura et al., 1998). En caprinos Criollo de México
la duracion del comportamiento de estro esta en torno a 27 horas y en la raza Alpina
francesa se describen duraciones de 31 horas (Baril et al., 1993). En la raza Boer la
duracion promedio es de 37 horas (Greyling, 2000) y en la raza Matou de China central
es de 58 horas (Moaeen-ud-Din et al., 2008).

El efecto de la edad se manifiesta en una duracion mas corta del celo en hembras
jovenes. Igualmente, la continua presencia del macho durante el estro puede reducir la
duracion del mismo, pero no afecta a la tasa de ovulacion, como ha sido descrito en la

raza Nubiana (Romano y Fernandez Abella, 1997). El intervalo entre el inicio del celo y
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la descarga preovulatoria de LH también es muy variable, puede oscilar dependiendo de
la raza desde 8 horas en la raza Boer (Greyling, 2000) hasta 14 horas en la raza Alpina
(Gonzalez-Stagnaro et al., 1993).

La descarga preovulatoria de LH tiene una duracion de 8 a 10 horas con un nivel
que supera los 50 ng/ml en plasma (Chemineau et al., 1982; Mori et al., 1987), y el pico
maximo se produce de 10 a 15 horas después del inicio del estro (Chemineau et al.,
1982; Mori et al., 1987, Gonzélez-Stagnaro et al., 1993).

En el periodo preovulatorio sobre la tinica albuginea del ovario actian enzimas
colagenasas, activando el proceso de colagenolisis, vasoconstriccion y también
apoptosis en las células de la teca externa en la superficie del foliculo preovulatorio.
Estos mecanismos de transformacion de las células foliculares, conducen a la ovulacion
que se produce alrededor de 20 horas después del pico preovulatorio de LH (Pelletier et
al., 1982). Las células foliculares de la teca interna y granulosa se trasforman entonces
en las nuevas células del cuerpo lGteo que comienzan a ser activas en la sintesis y
secrecion de progesterona, al menos parcialmente, bajo la influencia de la LH que tiene
una actividad pulsatil elevada (4-7 pulsos en 8 horas) hasta el dia 7 del ciclo cuando la
frecuencia se estabiliza alrededor de 1,5 pulsos en 8 horas (Sutherland, 1987a).

La fase luteal se inicia a partir de la ovulacion y su duracion es de unos 16-18
dias. Se corresponde con el metaestro y el diestro. En el metaestro, las concentraciones
de progesterona empiezan a aumentar, y en el diestro estas concentraciones se
mantienen altas hasta que se produce la luteolisis. Durante la fase luteal del ciclo, la LH
es liberada bajo la forma de descargas pulsatiles y su frecuencia de liberacién esta
relacionada inversamente con el nivel de progesterona plasmatica de origen luteal
(Cheminea et al., 1993). La amplitud de estos pulsos es limitada (no méas de 1ng/ml). La
progesterona desempefia un papel esencial de retroalimentacién negativa en la
regulacién de la LH durante el ciclo, ademas de preparar al endometrio para la
implantacion del embrion y ayudar a mantener la gestacion, siendo indispensable su
presencia durante toda la gestacion en el ganado caprino (Hunzicker-Dunn y Mayo,
2006)
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Alrededor de los dias 16-17 del ciclo, si no ha habido fecundacion o el ciclo no
ha sido fértil, las prostaglandinas uterinas (PGF,, provocaran la luteolisis (Horton et al.,
1976). Inmediatamente después, la brusca disminucion de la progesterona provoca un
fuerte incremento de la frecuencia de descarga de los pulsos de LH y de su amplitud
(Chemineau et al, 1999; Baril et al., 1993). Este aumento de la actividad gonadotropica
provoca una estimulacion del crecimiento de los foliculos de didmetro superior a Immy
de la actividad esteroidea de estos (Kanai et al., 1988). Los foliculos secretaran estradiol
171 en cantidades crecientes (Mori et al., 1984), el nivel plasmatico se eleva de 10 a 30
pg/ml en los dias que preceden al estro (Bono et al., 1983; Chemineau et al., 1982), y
sera este nivel elevado el responsable del comportamiento sexual en la cabra durante
este periodo (Sutherland, 1987D).

Durante el ciclo estral se producen también cambios en el tracto genital para
facilitar el transporte espermatico y la fecundacion, asi como para la preparacion de la
implantacion del embrion. Debido a los altos niveles de estrdgenos durante el estro, la
mucosa vaginal, cervical y uterina se congestiona y se vuelve edematosa (Hamilton y
Harrison, 1951). Ademas, las glandulas de estas mucosas van secretando segin avanza
el estro un moco cada vez mas viscoso. El papel que juega la secrecion mucosa de las
glandulas cervicales es muy importante en el control del transporte espermatico. Los
estrégenos estimulan la secrecion de sialomucinas y sulfomucinas por parte de las
células mucosas de los pliegues del cérvix, que permitiran el avance de los
espermatozoides hacia el Gtero (Heydon y Adams, 1979). Esta secrecion se vera

inhibida cuando las concentraciones de progesterona aumenten durante la fase luteal.

Respecto a los cambios citoldgicos a lo largo del ciclo estral en cabras, existe
una relacion entre las células vaginales que se descaman y la secrecion de hormonas
esteroides secretadas en cada momento. Las células superficiales aparecen durante el
proestro, estro y metaestro temprano (Hulet y Shelton, 1980). Las células parabasales e
intermedias se observan durante la fase luteal, cuando es mayor la secrecion de
progesterona. Las células de exfoliacién que se pueden apreciar en la luz vaginal son el
resultado del incremento plasmatico de estrégenos que causan un adelgazamiento
paulatino de la pared vaginal (Pérez-Martinez et al., 1999). La distribucion de los
mastocitos en las distintas zonas del tracto genital y tejido ovérico también varia
dependiendo de los cambios fisioldgicos que se producen durante el ciclo estral. El
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numero de estas células es maximo en proestro y minimo en metaestro (Karaca et al.,
2008). Los mastocitos derivan de precursores hematopoyéticos y participan en la
respuesta alérgica liberando histamina, pero ademas intervienen como células centinelas

para la defensa del tejido uterino durante la implantacion embrionaria.

5.2.1.- CONTROL HIPOTALAMICO

La influencia del hipotadlamo sobre el control de la reproduccion se realiza
mediante su conexion con la hipoéfisis a través del sistema porta-hipofisario, por el que
se va a transportar la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) (Karsch et al.,
1984), hormona fundamental en el control de la reproduccion.

La GnRH sintetizada en el hipotalamo, se libera hacia el sistema porta
hipofisario y llega a sus receptores a nivel hipofisario. Una vez en la adenohipdfisis
estimulard la sintesis y liberacion de la hormona foliculo estimulante (FSH) y la
hormona luteinizante (LH) (Clarke 1J, 2002). La FSH estimula el crecimiento folicular y
la produccién de estradiol. EIl estradiol a su vez controla la frecuencia de pulsos de
GnRH y finalmente es responsable de la descarga preovulatoria de LH. Con la descarga
de LH se produce la ovulacién en un intervalo aproximado de 24 horas. Estos procesos
son los que determinan los acontecimientos que se suceden durante el ciclo estral a lo
largo del periodo de la estacién reproductiva (Evans et al., 2003). La liberacion de
GnRH esté controlada también por factores metabdlicos, endocrinos (sensibilidad a los
esteroides gonadales, melatonina), nutricionales, ambientales (fotoperiodo), etc.
(Zarazaga et al., 2005). Estos factores causan una reduccion en la secrecion de
gonadotropinas durante el anestro estacional, lo que podria reflejarse en cambios en la

accion del estradiol sobre la liberacion de GnRH (Chemineau et al., 2010).

La secrecion de GnRH es de tipo pulsétil, y de forma similar la LH. La
frecuencia de estos pulsos se reduce considerablemente durante el periodo de anestro
estacional debido a un incremento de la sensibilidad del hipotdlamo (feed-back
negativo) frente a los esteroides gonadales y la escasa secrecion de estradiol de los
foliculos ovéricos es suficiente para bloguear el grado de secrecion pulsatil de GnRH.
(Chemineau et al., 2010).
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5.2.2.- CONTROL HIPOFISARIO

La FSH estimula el crecimiento y la maduracién de nuevas ondas foliculares,
que constituyen cohortes de foliculos. Su liberacion no se produce en forma de pulsos.
Y durante la fase folicular del ciclo se describen dos descargas de FSH, la primera
coincide con la descarga preovulatorio de LH y la segunda es simultanea con el proceso
ovulatorio, aproximadamente 24 horas después (Chemineau et al., 1982). Esta segunda
descarga esta relacionada con el reclutamiento de foliculos que constituyen la primera
onda de crecimiento folicular que maduraran en el proximo ciclo (Mohamed et al.,
2003). Con la regresion de los foliculos de la primera onda se inicia una incremento de
la secrecion de FSH inicidndose una nueva onda de desarrollo folicular terminal
(Mohamed et al., 2005).

La LH durante el ciclo se secreta en forma de pulsos como respuesta a la
liberacion de GnRH. Su funcidn es estimular el desarrollo folicular de los foliculos
seleccionados hasta la fase terminal de formacion del foliculo preovulatorio (Fatet et al.,
2010). Al final de la fase folicular y coincidiendo con el principio del celo se produce la
descarga fasica preovulatoria de LH con una duracién en la cabra de aproximadamente
10-14 horas, consecuencia del feed-back positivo del incremento de la secrecion de
estradiol por parte del foliculo preovulatorio. Durante la fase luteal del ciclo, la LH se
secreta en pulsos de baja frecuencia (1 pulso cada 3-12 horas) debido al efecto
inhibitorio de la progesterona secretada por el cuerpo lGteo. Cuando el cuerpo luteo
regresa, la frecuencia de los pulsos de LH se va incrementando hasta llegar a 1 pulso
cada 1-2 horas, lo que provoca un proceso rapido del desarrollo y maduracién de los
foliculos, un incremento de la secrecion de estradiol, la aparicion del celo y un nuevo

pico preovulatorio de LH (Goodman et al., 1981).

Durante el anestro estacional, las concentraciones plasmaticas de progesterona
se encuentran en niveles basales debido a la ausencia de cuerpos liteos. Durante este
periodo la frecuencia de pulsos de LH es muy baja debido a la alta sensibilidad del
hipotdlamo frente a la secrecion de estradiol, muy diferente a la situacion que aparece
durante el periodo de estacion sexual (Chemineau et al., 1982).

34



Revision bibliogréafica

La prolactina sigue un patron de secrecion estacional alcanzandose las maximas
concentraciones plasmaticas durante los periodos de dias mas largos (solsticio de
verano), siendo las mas reducidas las correspondientes al periodo de final de otofio y
comienzo del invierno (Prandi et al., 1988). No se ha puesto en evidencia ningun
efecto inhibitorio de los niveles de prolactina sobre la actividad ovulatoria ciclica en el

periodo de anestro estacional.

5.3.- LIMITACIONES DE LA EFICACIA REPRODUCTIVA

5.3.1.- ANESTRO ESTACIONAL

El fotoperiodo se puede definir como la variacion estacional de la duracién del
numero diario de horas de luz (Malpaux, 2006; Chemineau et al., 2010). La importancia
del fotoperiodo en el control de la estacionalidad reproductiva de las especies animales
se debe a que es una variable medioambiental muy estable, siendo la sefial que todas las
especies utilizan para establecer su periodo de actividad reproductiva en funcion de la
estacion mas favorables para los partos y la duracién de la gestacion (Gomez-Brunet et
al., 2012) (Fig.7).
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Fig.7. Porcentaje de hembras ciclicas en cada mes del afio de cabras de raza Murciano-Granadina
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La magnitud de la estacionalidad reproductiva depende de la latitud geografica,
en zonas templadas por encima de los 35° la actividad sexual de las cabras se
caracteriza por unos periodos con aparicion espontanea de actividad ovulatoria ciclica y
comportamiento de celo seguidos de otro periodo de anestro profundo (Shelton, 1978).
En los periodos de transicion entre ambos, se pueden observar ovulaciones silenciosas
junto con la presencia de ciclos cortos de baja secrecion de progesterona. En latitudes
bajas, regiones ecuatoriales, tropicales y subtropicales, los cambios en la duracion de los
dias no es tan pronunciado, por lo que la estacionalidad reproductiva estd menos
marcada, y la mayoria de las razas de cabras de estas regiones geograficas tienen
periodos de anestro estacional méas reducidos o incluso actividad ciclica todo el afio en
las zonas mas proximas al ecuador, ademas de presentar un anestro post-parto
relativamente corto (Chemineau, 1986). En estos animales, sin embargo, factores
medioambientales como la condicion corporal (disponibilidad de alimento) y cambios
de temperatura suponen una gran influencia en sus ciclos reproductivos, impidiendo en

muchos casos poder expresar en su totalidad este potencial (Chemineau, 1986).

Los caprinos son llamados especies de dias cortos, debido a que el periodo de
actividad reproductiva ocurre en otofio-invierno, cuando el fotoperiodo es decreciente,
esta informaciéon de los dias cortos (8 horas de luz diarias) se traduce en sefiales
estimulatorias, una vez que los dias largos han cumplido los efectos inhibitorios y

generado la sensibilidad al cambio hacia los dias cortos (Chemineau et al, 1992b).

Las variaciones en la duracion del dia inducen cambios en la secrecion de
melatonina, que es el transductor que transforma la sefial fotoperiddica en una sefial
endocrina, provocando cambios en la secrecién de gonadotropinas. La informacion
fotoperiddica es traducida por la glandula pineal estableciendo un ritmo circadiano de
su secrecion, exclusivamente nocturna, lo que implica una mayor amplitud de su
periodo de secrecion en los dias mas cortos del afio. (Malpaux, 2006). La melatonina no
solo se sintetiza en la glandula pineal, sino que también lo hace en otras estructuras
donde se encuentra el complejo enzimatico suficiente para su sintesis, como en la retina,
tracto gastrointestinal, glandula lacrimal y en los leucocitos (Pang et al., 1993), sin
embargo, la sintesis a nivel de la glandula pineal es la mas importante (Gatica., 2012).

36



Revision bibliogréafica

La informacion fotoperiodica es captada por las células ganglionares de la retina,
conducida a través del tracto retinohipotalamico (TRH) y transmitida a los ndcleos
supraquiasmaticos (NSQ) del hipotdlamo, principal reloj circadiano de los mamiferos,
desde donde llega hasta los ganglios cervicales superiores pasando por los nucleos
paraventriculares, y por ultimo, a la glandula pineal (Tamarkin et al., 1985). Esta
glandula tiene como mision la sintesis de melatonina, que se sintetiza Unicamente
durante las horas de oscuridad, ya que la informacion luminica captada por la retina
durante el dia inhibe la sintesis de la hormona. De esta manera, hay una mayor duracién
de la secrecion de melatonina durante los dias cortos y respecto de los dias largos
(Delgadillo et al., 2001). La percepcion de esta duracion permite a los animales, entre

otras muchas funciones, regular su actividad reproductiva.
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Fig.8. Representacion esquematica de los mecanismos fisiologicos de la accion del fotoperiodo.
Adaptado de Karsch et al., 1984; Chemineau, 1992 y Arendt, 2011.
TRH: tracto retino-hipotalamico; NSC: nucleo supraquiasmatico; VIP: péptido intestinal vasoactivo; VP:
vasopresina; NPV: nicleo paraventricular; Ach: acetilcolina; GCS: ganglio cervical superior; NA:
noradrenalina; GP: glandula pineal; TPOH: ftriptéfano-hidroxilasa; AAAD: 5-hidroxitriptdfano-
descarboxilasa; AANAT: arilalkilamina N-acetil-transferasa; HIOMT: hidroxiindol-O-metil-transferasa;
GnRH: hormona liberadora de gonadotropinas; LH: hormona luteinizante; FSH: hormona
foliculoestimulante
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El comienzo de la oscuridad provoca un incremento en la sintesis de melatonina
por parte de los pinealocitos de la epifisis, que son estimulados por la secrecion de
noradrenalina, proveniente del ganglio cervical superior (GCS), que se une a los
receptores a; Y B de la membrana del pinealocito. La activacion de estos receptores
desencadena una reaccion intracelular que culmina con la estimulacion de la expresion
del ARNm para la sintesis de la enzima arilalkilamina N-acetil-transferasa (AANAT)
encargada de la trasformacién de la serotonina en N-acetil-serotonina (NAS). Una vez
sintetizada, ésta se transforma en melatonina por la accion de la enzima hidroxiindol-O-
metil-transferasa (HIOMT). La serotonina deriva del triptofano con el 5-
hidroxitriptéfano como intermediario. La conversion de triptéfano a 5-hidroxitriptéfano
es catalizada por la enzima triptéfano-hidroxilasa (TPOH). Posteriormente se
transformard en serotonina por medio de la 5-hidroxitriptéfano-descarboxilasa.
(Malpaux et al., 2001).

La melatonina ejerce su accion a través de receptores acoplados a proteinas G
(MTr), que han sido identificados y caracterizados en una gran variedad de tejidos en
distintas especies por autorradiografia y ensayos con iodomelatonina (Poon et al.,
1997). En caprinos, estas técnicas demostraron la presencia de sitios de union para 2-
iodoMT en la pars tuberalis de la adenohipofisis, el nlcleo supraquiasmatico, al area
pre-Optica, el septum lateromedial, el fornix, el hipocampo y la corteza cerebral
(Devenson et al., 1992). Existen importantes neurotransmisores implicados en la
regulacion de la accion de la melatonina, entre ellos la dopamina, la serotonina y el

aspartato.

La melatonina no actla directamente sobre las neuronas GnRH hipotalamicas, su
accion tiene lugar de forma indirecta a través de rutas de interneuronas que terminan por
conectar con las neuronas secretoras de GnRH y que retardan la respuesta al cambio de
duracion de los dias (Malpaux et al., 1999). Dichos autores en 1997 comprobaron en
ovejas el incremento en la secrecion de GnRH, a los 40-60 dias después de haberse
iniciado los dias cortos. En el caso de la cabra, la estimulacién de la secrecion de LH se
produce aproximadamente a los 45 dias de haber comenzado los dias cortos, y la
inhibicion a los 30 dias de haber comenzado los dias largos (Zarazaga et al., 2011a,
2011b).
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El control que ejerce la melatonina sobre la actividad reproductiva se debe a que
estimula la liberacion de LH al actuar sobre receptores especificos en el hipotdlamo
medio basal (receptores MT1) (Mailliet et al., 2004) dado que, ademas de ser vertida a
circulacion sanguinea (glandula pineal-yugular-carotida-6rgano diana), la melatonina es
vertida al liquido cerebroespinal del Il ventriculo (glandula pineal-Illventriculo-érgano
diana) (Tricore et al., 2002) desde donde es difundida al hipotdlamo. Su accién sobre la
liberacion de GnRH es realizada de forma indirecta, interviniendo diferentes
neuromediadores, como son el sistema dopaminérgico y serotoninérgico (Zarazaga et
al., 2009; Malpaux et al., 2001). En caprinos mediterraneos se ha observado como estos
dos sistemas estdn implicados en la inhibicién de la secrecion de LH al inicio del
periodo de anestro estacionario (Zarazaga et al., 2011c) (Fig.8).

5.3.2.- ANESTRO POST-PARTO

El intervalo entre el parto y la primera ovulacion después del parto esta
condicionado por diferentes factores como son la raza, la edad, la alimentacion (Maia,
1998), el estado corporal en el momento del parto, la época del afio en que se produce el
parto (Andrioli et al., 1992), la duracién de la lactacion (Acosta, 1996), la involucion
uterina (Tielgy et al., 1982; Fasany et al., 1987), o la presencia de machos (Chemineau
et al., 1988; Delgadillo et al., 1996).

Por ejemplo, el anestro post-parto se prolonga en animales desnutridos respecto
de los bien alimentados (Thimonier et al., 1986), asi como en hembras lactantes

respecto de aquellas destetadas precozmente (Peters et al., 1990).

De entre todos estos factores, la época de parto es uno de los que mayor
influencia tiene en la aparicion del siguiente ciclo estral. La influencia del momento del
parto esta determinada por un efecto estacional a través del fotoperiodo. De este modo,
cuando el parto ocurre al final del periodo reproductivo, el anestro postparto se continta
con el anestro estacional, no recuperando la ciclicidad hasta la siguiente época
reproductiva, pero cuando el parto se produce dentro de la estacion reproductiva, el

anestro postparto puede tener una duracién media de 40 dias (Delgadillo et al., 1998).
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Durante este tiempo, se produce una fase de inactividad ovulatoria intensa de
unos 21 dias de duracidn que se corresponde con el post-parto temprano, y una segunda
fase de duracion variable determinada sobre todo por la lactacion. Los efectos
depresores de la lactacion sobre la eficacia reproductiva vienen determinados en parte
por el reflejo de succion, que estimula la liberacion de oxitocina y prolactina, y esto da
lugar a un retraso de las primeras ovulaciones en comparacion con hembras paridas en

la misma época y mantenidas secas (Schirar et al.,1989).

La actividad ciclica tras el parto es precedida por uno o mas ciclos cortos con
baja secrecion de progesterona y ovulaciones silenciosas (sin sintomatologia de celo)
(Pelletier et al., 1975). Estos ciclos previos son necesarios para la manifestacion de los
sintomas de celo, determindndose asi el intervalo minimo necesario de 40 dias entre el

parto y el primer celo (Devendra et al., 1982).

En base a la influencia que estos factores ejercen sobre el intervalo entre el parto
y el restablecimiento de la actividad ciclica, podemos evitar situaciones de anestro
profundo con sencillas practicas de manejo como una alimentacion adecuada en el
ultimo mes de gestacion, el destete precoz, el evitar parideras al final de la estacidn

sexual o la utilizacion del efecto macho (Gonzalez-Stagnaro, 1991).

En un estudio realizado por Delgadillo et al., (1998) se demostré que cabras que
habian parido en enero no reiniciaban la actividad ovérica hasta el comienzo de la
siguiente estacion reproductiva (después de unos 200 dias). Hembras que habian parido
en mayo, tampoco reiniciaron su actividad hasta la siguiente época de actividad
(despues de unos 100 dias). Sin embargo, hembras que parieron en octubre, dentro de la
estacion reproductiva, iniciaron su actividad tan s6lo 50 dias después. En el mismo
estudio también se demostro la influencia que ejerce la lactacion de las crias, pues el
intervalo entre el parto y la primera ovulacion fue més largo en las hembras lactantes
hasta los 90 dias, que en aquellas en las que las crias fueron retiradas a los 30 y a los 2
dias (Delgadillo et al., 1998). Todas las hembras fueron ordefiadas después del destete
hasta la misma fecha, por lo que la mayor duracion del anestro es mas una consecuencia

del amamantamiento que de la produccion de leche.
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Se observé una interaccion entre el mes de parto y la duracion de la lactacion, en
concreto, ausencia del efecto de la duracion de la lactacion en las hembras paridas en
enero y junio, en contraste con la fuerte influencia en las paridas en octubre (Delgadillo
et al., 1998). Esto viene a reforzar el hecho de que la estacionalidad es el factor méas

influyente en el anestro postparto.

54.- CONTROL HORMONAL DE LA ACTIVIDAD REPRODUCTIVA.
INDUCCION Y SINCRONIZACION DEL CICLO REPRODUCTIVO EN
CAPRINQOS

El patron reproductivo de la especie caprina es el reflejo de la expresion de un
ritmo enddgeno que es sincronizado y orientado por el fotoperiodo a través de su
intermediario, la melatonina (BonDurant., 1981). Sin embargo, existen otros factores
medioambientales, como la disponibilidad de alimento (Mani et al., 1996; Walkden-
Brown et al., 1994a) o las interacciones sociales (Restall et al., 1995; Walkden-Brown
et al., 1994b), que también tienen un papel importante en la regulacion de la

estacionalidad reproductiva.

Reducir el anestro estacional, provocando que las hembras presenten actividad
sexual durante todo este periodo de reposo reproductivo ha sido un objetivo prioritario
en el control de la reproduccion del ganado caprino. Este manejo de la reproduccion
presenta varias ventajas, ya que permite elegir con anticipacién los periodos de
reproduccion, reducir la mortalidad perinatal, disminuir los periodos de anestro,
optimizar la prolificidad, realizar una mejora genética, adaptarse a las demandas del
mercado, etc. (Chemineau et al., 1993).

El concepto de control de la reproduccion en las hembras se basa en las
posibilidades de actuacion sobre el ciclo reproductivo, tanto para determinar el
momento de aparicion del celo y de la ovulacion durante la estacion sexual, y por tanto
en periodos de actividad ciclica ovulatoria; como la induccion del ciclo reproductivo en
los periodos de anestro estacional (Corteel., 1971). Dentro de estas posibilidades la de
mayor interés desde el punto de vista de incrementos de los rendimientos reproductivos
seria la induccion de la ovulacion durante los periodos de anestro estacional. La
aplicacion de los métodos de induccién, introdujo el concepto de sincronizacion de

celos y owvulaciones, utilizada para cualquier otro tipo de practica zootécnica,
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principalmente el uso de la inseminacion artificial (1A) a tiempo fijo sin deteccion

previa de celos (LOpez-Sebastian et al., 2009).

Una vez que se caracterizd el perfil endocrino del ciclo sexual en la especie
caprina, las primeras estrategias en el manejo reproductivo se enfocaron hacia el
desarrollo de tecnologias que utilizaban la simulacion de las secreciones hormonales,

administrando hormonas exogenas (Corteel et al., 1967).

5.4.1.- PROGESTERONA Y ANALOGOS (PROGESTAGENOS)

La administracion de progesterona o progestdgenos simula los niveles
circulantes de progesterona plasmatica caracteristicos de la fase luteal del ciclo. La
progesterona es un potente inhibidor de la secrecion pulsatil de GnRH hipotalamica, lo
que implica la disminucion de la secrecion de LH y por tanto la ausencia de formacion
de foliculos preovulatorios y ovulacion. En hembras ciclicas, prolonga artificialmente el
efecto bloqueante de la progesterona del cuerpo luteo, después de la regresion de éste y
asi impedir la ovulacion (Corteel et al., 1982). En hembras en anestro, este tratamiento
hormonal sensibiliza al sistema nervioso central para responder de forma fisioldgica al
estimulo por una gonadotropina, sin esta asociacion de tratamientos no se obtiene con

éxito el desencadenamiento del celo y de la ovulacion (Corteel et al., 1985).

Fue en 1953 cuando los investigadores Dauzier et al. sefialaron el papel
inhibidor que sobre la ovulacion ejercia la progesterona producida por el cuerpo luteo
en la cabra ciclica. Estos autores observaron gque se podia bloquear la ovulacién durante
19 dias mediante la inyeccidn diaria de una dosis minima de 5 mg de progesterona. Los
mismos autores en otra publicacion en el mismo afio (Dauzier et al., 1953b),
combinaron la accién de la progesterona con un tratamiento de gonadotropinas para

mejorar los resultados de fertilidad en cabras.

En el ganado caprino, las inyecciones de progesterona daban lugar a una buena
sincronizacion, pero aparte del inconveniente de aplicacion diaria del tratamiento,
proporcionaba unos malos indices de fertilidad (Corteel et al., 1967a; Corteel, 1971). En
los afios 50 como consecuencia del desarrollo de anticonceptivos orales para la especie

humana se dispuso de numerosos compuestos de accidén progestativa. La incorporacion
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de sustancias de accion progestativa por via oral en los piensos de los animales
simplificaba el tratamiento, pero no permitia obtener un bloqueo perfecto del ciclo, ni
resolver el problema de la baja fertilidad (Corteel et al., 1971).

El éxito que supuso el desarrollo en ganado ovino de un método basado en el
empleo de un progestageno (FGA, acetato de fluorogestona) aplicado via vaginal en un
soporte de esponja de poliuretano (Robinson, 1967); llevé a la realizacion de las
primeras pruebas en ganado caprino con excelentes resultados (Barker, 1966; Corteel et
al., 1967a).

Dependiendo de factores de disponibilidad en cada mercado, estos dispositivos
pueden tener la forma de esponjas intravaginales impregnadas con progestagenos (FGA,
acetato de fluorogestona y MAP, acetato de medroxiprogesterona); dispositivos
intravaginales de liberacion controlada “CIDR” impregnados en progesterona; o incluso
implantes subcutaneos de silicona impregnados en el progestdgeno norgestomet (Evans
y Maxwell, 1987; Freitas et al.,1997; Chemineau et al.,1999)

Desde principio de los afios sesenta los dispositivos intravaginales impregnados
con progestadgenos han sido los tratamientos de eleccion para la induccién de celos y
ovulaciones en cabras (Corteel et al., 1967), tanto en épocas de actividad sexual, como
en épocas de anestro estacionario. La aplicacion intravaginal de progesterona o sus
analogos facilita la retirada brusca del tratamiento hormonal. Las formas comerciales
mas utilizadas de progestagenos son el acetato de fluorogestona (FGA; 45 mg/esponja)
y el acetato de medroxyprogesterona (MAP; 60 mg/esponja) (Evans et al, 1990). Estos

progestagenos presentan mas efectividad que la progesterona natural a dosis mas bajas.

Una vez introducidas las esponjas se mantienen durante periodos de 9 a 19 dias.
Se han realizado experimentos en ganado caprino con el objetivo de reducir los dias del
tratamiento progestativo. Corteel et al. (1988) demostraron que reduciendo los dias de
tratamientos de esponjas vaginales de FGA de 18 a 11 mejoraba la fertilidad de las
cabras. Las Ultimas experiencias ponen de manifiesto que incluso con protocolos de 6
dias la induccion de celo también se alcanza con éxito (Fonseca et al., 2005). Cuando
estos tratamientos se combinan con prostaglandinas (luteoliticos), se consigue reducir

notablemente la duracion de los mismos (Menchaca et al., 2007).

44



Revision bibliogréafica

En épocas de anestro estacional, este tratamiento progestativo se acompafia con
Gonadotropina Corionica Equina (eCG) inyectada en el momento de la retirada de la
esponja 0 48 horas antes. Las hembras normalmente salen en celo en las 24-48 horas

después de la retirada del dispositivo (Cérdova-lzquierdo et al., 2008).

De igual manera, el CIDR (controlled internal drug release) otro de los
dispositivos de silicona de administracion intravaginal impregnado con progesterona,
ha sido utilizado para el control de la reproduccién en ganado caprino. Este dispositivo
fue disefiado para ganado ovino en Nueva Zelanda a principio de los afios ochenta
(Welch et al., 1984) y contenia 0.30 g de progesterona. Las concentraciones plasmaticas
de progesterona se van incrementando rapidamente una vez se ha insertado el
dispositivo, alcanzan su maximo nivel a los tres dias y después comienzan a disminuir
gradualmente (Wheaton et al., 1993). Se han seguido distintos protocolos con este tipo
de método, con duraciones que varian entre 5 y 11 dias de mantenimiento del

dispositivo.

Otro tipo de progestageno es el norgestomet (NOR), también utilizado con éxito
en el control de la reproduccién en cabras (Wildeus, 1999; Mellado et al., 1998). Este
dispositivo es de administracion subcutanea, mediante un implante en la base de la
oreja. El periodo de implantacion usualmente se extiende entre 9 a 14 dias vy
frecuentemente es combinado con eCG y/o PGF,,. EI método es efectivo, pero causa
estrés al animal tanto en el momento de la insercion del implante como en el de su

retirada debido a la incision que se realiza en la piel (Evans et al., 1990).

Kusina et al. (2000), realizaron un estudio comparativo, entre los implantes y las
esponjas vaginales impregnadas con progesterona, y los resultados de efectividad fueron

muy similares para los dos tratamientos.

Aparte de los factores relacionados con el tratamiento, existen otros que vienen
definidos por el animal o por el medio ambiente, y que tienen una importancia decisiva

en los resultados obtenidos, como son:

- Profundidad del anestro: los primeros ensayos realizados por Corteel et al.
(1967a) indicaban que la fertilidad aumentaba a medida que la fecha del
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tratamiento se acercaba a la estacion sexual. La modificacion del protocolo
original permiti6 mejorar los resultados aun en el periodo de anestro méas
profundo (Corteel et al., 1985)

- Intervalo post-parto: para un periodo dado la fertilidad aumenta con el
intervalo transcurrido desde el parto hasta el inicio del tratamiento (Corteel
etal., 1975)

- Raza: dentro de una misma latitud, los resultados obtenidos son diferentes
tras la aplicacion del mismo tratamiento a distintas razas de cabra (Corteel et
al., 1985)

- Manejo de los animales en la explotacion: organizacion de las cubriciones en
monta natural o controlada, proporcion de machos y hembras, actividad
sexual de los machos, etc... (Bretzlaff y Madrid, 1989)

- Otros: edad, co-tratamientos que acompafien al dispositivo vaginal, dosis de
eCG, etc.

5.4.2.- GONADOTROPINAS

Con la administracion de gonadotropinas exdgenas se pueden simular las
descargas preovulatorias de FSH y LH, y con ello inducir la ovulaciéon (Armstrong et
al., 1983). Como se ha mencionado antes, el uso de estas hormonas se incorpora de
manera habitual en los protocolos de induccion de celos y ovulaciones, combinado con
los dispositivos intravaginales con progestagenos en hembras en anestro. El producto
comercial mas utilizado es la gonadotropina coridnica equina (eCG), anteriormente
conocida como “Pregnant Mare Serum Gonadotropin” (PMSG). Esta hormona fue
descubierta por Cole y Hart en 1930, es una glicoproteina placentaria obtenida del suero
de las yeguas gestantes, y presenta en una misma molécula simultaneamente actividad
biologica propia de la hormona foliculo estimulante (FSH) y luteinizante (LH) (Papkoff,
1974). La eCG es capaz de provocar en cabras el crecimiento folicular, el incremento de
la secrecion de estradiol, la sintomatologia del celo, el pico preovulatorio de LH y la

ovulacion (Chemineau et al., 1982; Gonzalez-Stagnaro et al., 1984).

La molécula estd compuesta por dos subunidades (a0 y B), la primera es la
responsable de las actividades FSH y LH, mientras que la segunda determina la
amplitud de su actividad. El alto contenido en &cido sialico de la molécula de eCG le
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confiere una larga vida media, que supera ampliamente a las de la FSH y la LH
(Martinuk et al., 1991). La vida media de la molécula se cifra en torno a las 40 horas,
aungue puede llegar a persistir en plasma hasta 5-6 dias. Esta presencia prolongada de la
eCG en sangre puede originar una sobreestimulacion del desarrollo folicular
(Betteridge, 1977; Elsden et al., 1978), aun después de las primeras ovulaciones
inducidas, resultando en un gran numero de foliculos persistentes anovulatorios y

elevadas concentraciones de estradiol durante la fase luteal (Murphy, 2012)

Otra de las limitaciones en el uso de la eCG tiene que ver con aspectos
sanitarios, principalmente en cuanto a transmision de enfermedades emergentes, o
incluso a la propia disponibilidad de un producto de origen animal cuya produccion esta
concentrada en determinadas zonas que en algin momento pueden ser susceptibles de
restricciones en la salida de sus productos (Lopez Sebastian et al., 2009). De cualquier
manera, desde un punto de vista funcional y especialmente en ganado caprino, la
mayor limitacién de este tratamiento se debe a la aparicion de anticuerpos anti-eCG
después de un uso repetido, con una relacion directa entre las concentraciones residuales
del anticuerpo y la tasa de fertilidad (Maurel et al., 2003). En caprinos es muy evidente
la relacion de animales tratados de forma sucesiva con eCG y la disminucion de la
fertilidad (Baril et al., 1996). Estas alteraciones se deben a un alto nivel de respuesta
inmune frente a la administracion sucesiva de eCG que afecta a la descarga
preovulatorioa de LH (Roy et al., 1999) pero también afecta de forma importante a la
bioactividad del efecto FSH de la eCG, lo cual deprime sus posibilidades de

estimulacion ovérica (Hervé et al., 2004).

Otra gonadotropina que ha sido utilizada para la induccion de la ovulacién en
ganado caprino es la hCG (Gonadotropina Corionica Humana), la cual tiene actividad
similar a la LH. Es una glucoproteina heterodimérica compuesta también por dos
subunidades. La subunidad a es idéntica a la que presentan hormonas como la LH, FSH
y TSH. La subunidad R es Unica para cada una de estas hormonas y responsable de sus
funciones especificas (Gupta y Dighe, 2000; Senger, 2005; De Rensis et al., 2010). La
subunidad 3 presenta una homologia del 80% con la subunidad B de la LH (Norman y
Litwack, 1997). Esta similitud estructural hace que la hCG pueda unirse a los receptores
de LH (Lei y Rao 1994; Birken et al., 1996). Al igual que la eCG, la hCG presenta una
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tasa de glicosilacion muy alta en su estructura, lo que la confiere una actividad mas

prolongada y un aclaramiento més lento que la LH enddgena (Cole, 2010).

Son varias las aplicaciones que ha tenido esta hormona en el ambito de la
ganaderia caprina, ha sido utilizada para la induccion de la ovulacion (Saleh et al.,
2012), contrarrestar el efecto negativo de la regresion prematura del cuerpo lGteo
después de un tratamiento de superovulacion (Saharrea et al., 1998) y mejorar la tasas

de gestacion (Rajamahendran y Sianangama, 1992; Fonseca y Torres, 2005).

5.4.3.- HORMONA LIBERADORA DE GONADOTROPINAS (GnRH)

La GnRH es un decapéptido sintetizado en el nucleo ventromedial, nucleo
arqueado y eminencia media del hipotdlamo en donde es almacenado, proporcionando
un enlace humoral entre los sistemas neural y endocrino. En respuesta a las sefiales
neurales, se liberan pulsos de GnRH hacia el sistema porta-hipofisario llegando a la
adenohipofisis donde se sintetizara y liberard LH y FSH (Hafez y Hafez, 2002; Brebion
etal., 1995).

Por su accion liberadora de gonadotropinas, esta hormona también ha sido
utilizada para el control de la reproduccion en cabras. En 1988, Knight et al.
demostraron que bajas dosis de GnRH repartidas en multiples inyecciones inducian
tasas de ovulacion normales en cabras en anestro estacional. En esta misma experiencia
observaron que asociando el tratamiento hormonal con el “efecto macho”, las tasas de
gestacion eran altas. Robin et al. (1994) valoraron el uso de la GnRH junto con esponjas
vaginales impregnadas en FGA o MAP, concluyendo que la utilizacion de esta hormona
no era tan efectiva como la eCG en la reactivacion del eje hipotdlamo-pituitario-
gonadal, ya que solo inducia ovulacion en los foliculos preovulatorios pero no

estimulaba en crecimiento folicular, retrasando el inicio del estro.

5.4.4.- PROSTAGLANDINA Fp, (PGF3,) Y ANALOGOS

En cabras, la prostaglandina F,, (PGF,,) y sus analogos actian como agentes
luteoliticos muy eficaces (Bosu et al., 1978; Ott et al., 1980). El cuerpo lGteo de las

cabras es muy sensible a estos compuestos, lo que permite la utilizacion de dosis méas
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bajas que en otros rumiantes (Bretzlaff et al., 1981; Duque et al., 2012). Su utilizacion
como métodos de sincronizacion del celo sélo es efectiva por tanto, en hembras ciclicas
(Wildeus, 2000).

La administracion exogena de PGF,, 0 sus analogos inducen la lisis del cuerpo
luteo, seguida inmediatamente de una disminucién abrupta de las concentraciones
plasméticas de progesterona (Wentzel et al., 1978), lo que induce el incremento de la
pulsatilidad de la secrecion de LH y la secrecion de estradiol 1783, conduciendo a la
aparicion del celo y la descarga preovulatoria de LH (Greyling et al., 1986; Mori y
Kano, 1984). Los dos productos de sintesis méas utilizados son prostaglandina F,, como
sal (trometamina de la PGF,, ) y el cloprostenol.

Una de las limitaciones en la utilizacion de la PGF,, como tratamiento hormonal
eficaz de sincronizacion del celo y ovulacidn, es que tiene que ser aplicada en
presencia de un cuerpo luteo activo. Las prostaglandinas no inducen la regresion luteal
antes del dia 4 del ciclo (Bosu et al., 1978; Rubianes et al., 2003), por lo tanto, aquellos
animales que se encuentren en anestro o en una fase luteal temprana o folicular tardia en

el momento de la administracion no responderan al tratamiento (Thimonier, 1981).

La imposibilidad de conocer la fase exacta del ciclo en la que se encuentra un
grupo de hembras, hace que sea necesaria la administracion de dos dosis de PGF,, con
un intervalo de 8 a 15 dias (Chemineau et al., 1993). Con este protocolo de
administracion se consigue que en la aplicacion de la segunda dosis, casi la totalidad de
las hembras se encuentren en plena fase luteal lo que les permite responder al
tratamiento. La primera inyeccion del cloprostenol induce el celo en el 77% de las
hembras 62,4 horas después de la inyeccion, mientras que en la segunda inyeccion 14
dias después de la primera, permite registrar celos en el 94% de las hembras 55,3 horas

después del tratamiento (Chemineau et al., 1993).

Estos protocolos de sincronizacion se pueden aplicar durante todo el afio en
razas tropicales que no presentan anestro estacional (Godfrey et al., 1997, 1999), pero
unicamente son aplicables en la estacion reproductiva en areas templadas (Acritopoulou

y Haresign, 1980), o en los periodos de transicién entre estaciones sexuales, donde las
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hembras responden al estimulo de los machos y la ovulacion inducida puede ser

sincronizada con el tratamiento con prostaglandinas (Walkden-Brown y Restall, 1996).

Los tratamientos de sincronizacion son efectivos con la administracion de dos
dosis con intervalo de 8-15 dias, pero estos no siempre estdn acompafiados de los
mismos resultados de fertilidad que se consiguen con los tratamientos progestativos y
eCG (Godfrey et al., 1999). El problema parece estar causado por el hecho de que ese
intervalo, asegura en la mayoria de los animales la presencia de un cuerpo luteo en la
segunda administracion de prostaglandinas, pero a la vez altera la funcionalidad y la
maduracion final de los foliculos preovulatorios, ya que la presencia de altas
concentraciones de progesterona durante la mitad de la fase luteal del ciclo, genera un
descenso de la secrecion de LH, crucial para el crecimiento final de los foliculos
preovulatorios (Gonzalez-Bulnes et al., 2004) , ademas de causar una variabilidad del
momento de la ovulacion después de inducir la luteolisis mediante PGF,, (Barret et al.,
2002).

Estos inconvenientes que comprometen la funcionalidad de los foliculos y
generan bajos porcentajes de sincronizacion de celos, se puede superar cuando se trata a
los animales durante la fase luteal temprana (Vifioles y Rubianes, 1998). Tratar a las
hembras en este periodo es una buena opcién debido a la presencia de foliculos en
crecimiento derivados de la primera onda de desarrollo folicular (Ginther et al., 1995).
En este sentido, existen numerosos estudios que indican que este tipo de protocolo
origina un gran namero de hembras con sintomatologia de celo, asi como un adelanto en
la aparicién de los mismos y mayor porcentaje de hembras que ovulan después de haber
sido tratadas en la fase luteal temprana (Acritopoulou y Haresign, 1980; Deaver et
al.,1986). Este protocolo puede utilizarse desde el dia 4 del ciclo estral, cuando el
cuerpo luteo de los pequefios rumiantes ya es sensible a la PGF,, (Rubianes et al.,
2003).

Tratar a las hembras en la fase luteal temprana favorece la maduracion de los
foliculos y la sincronizacion del pico preovulatorio de LH y la ovulacion, ademas de
adelantar la vuelta a la normalidad de los pulsos de LH, debido a la presencia de un
cuerpo lateo méas joven que secreta menos cantidades de progesterona (Deaver et al.,

1986). Reducir el periodo en que los animales muestran celos y ovulaciones, supone una
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ventaja a la hora de poner en marcha protocolos de inseminacion artificial a tiempo fijo
(Menchaca y Rubianes, 2004).

La variabilidad del momento de la ovulacion se puede reducir ain mas aplicando
el “efecto macho” en el momento de la segunda administracion de PGF,,, ya que la

presencia de los machos incrementa la secrecion de LH (Abecia et al., 2012).

Una de las ventajas desde el punto de vista sanitario del uso de prostaglandinas
es que los residuos guimicos que deja esta hormona son minimos ya que se metaboliza

rapidamente y casi en su totalidad por los pulmones (Light et al., 1994).

5.4.5.- MELATONINA

La melatonina es una indolamina segregada por la glandula pineal y fue
descubierta por Lerner et al. (1960). La glandula pineal ejerce su funcion como
transductor endocrino, transformando las sefiales luminosas del ritmo circadiano
noche/dia en una secrecién endocrina que se corresponde con la sintesis y liberacion de
melatonina exclusivamente durante la noche. Los cambios estacionales del fotoperiodo
se traducen también en variaciones de la amplitud de secrecion de melatonina, lo que
dio comienzo a su utilizacion como método de control del ciclo reproductivo, en las
especies de animales y latitudes geograficas de marcada estacionalidad reproductiva
(Arendt et al., 1983).

Su secrecion se caracteriza por actuar como un transductor de la sefial noche/dia
del ritmo circadiano, con altas concentraciones plasmaticas durante la fase oscura del
dia, estando inhibida su sintesis durante el periodo de luz (Delgadillo y Chemineau,
1992). El perfil de secrecion en el caso de la especie caprina y ovina es diferente a otros
mamiferos, ya que se inicia rapidamente después del comienzo de la oscuridad (menos
de diez minutos) y posteriormente permanecen elevados durante el resto de la noche
(Malpaux et al., 1988).

En climas templados con variaciones estacionales de la duracion del dia y noche,
la secrecién de melatonina incrementa la amplitud de su secrecion nocturna desde el

solsticio de verano hasta el solsticio de invierno, alcanzando el méximo durante los dias
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mas cortos del afo, siendo asi también el transductor de la sefial fotoperiodica del ritmo

circanual (Delgadillo et al., 1991; Zarazaga et al., 2009a).

En los reproductores de dias cortos como es el caso de los ovinos y caprinos, la
administracion de melatonina se ha empleado para estimular la actividad reproductiva
ciclica durante el periodo de anestro estacional (Arendt et al., 1983; Chemineau et al.,
1996). A partir de su sintesis (Lerner et al., 1960) la administracion de melatonina en
forma de implantes subcutaneos (Zarazaga et al., 2012) ha sido utilizada en ganado
caprino, con el objetivo de mejorar los resultados de fertilidad en las cubriciones de

primavera (Zarazaga et al., 2009).

La melatonina se sintetiza a partir del triptofano en los pinealocitos. Al contrario
de lo que sucede con otras hormonas, la melatonina no es almacenada en vesiculas antes
de su liberacién (Reiter, 1981). La melatonina actia a diferentes niveles del eje
hipotalamo-hipofisario-gonadal. El efecto mas importante es la modificacion de la
liberacion de GnRH desde el hipotalamo, lo que conlleva una modificacion en la

liberacion de LH y de la actividad de las gbnadas.

Una vez que la melatonina ha sido sintetizada, es liberada directamente a la
circulacion general y alcanza sus puntos de accion a nivel del SNC mediante dos vias:
una gran via vascular que fluye desde la glandula pineal a la vena de Galiano, venas
yugulares y mediante las arterias carétidas es transportada al cerebro, y otra directa al
liquido cefalorraquideo en los ventriculos cerebrales. La melatonina actGa en el
hipotdlamo mediobasal para modular la pulsatilidad de la secrecion de GnRH. Esto fue
demostrado en oveja, donde microimplantes de melatonina en el hipotalamo aplicados
en animales en condiciones de inhibicion de la actividad reproductiva, lograron
estimular la actividad gonadotrépica (Malpaux et al., 1993). Sin embargo, se han
localizado receptores a la melatonina en otras estructuras como las proximidades de la

pars tuberalis y distalis de la hipofisis (Bittman, 1983; Malpaux et al., 1997).

A nivel del sistema nervioso central, el punto final de la accion de la melatonina
es la modificacion de la secrecion pulsatil de GnRH. Los cuerpos celulares de estas
neuronas estan localizados en el area predptica (Caldani et al., 1995). Esta neuronas se
proyectan a la eminencia media para liberar la GnRH en el sistema porta hipofisario. La
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ausencia de receptores a la melatonina y de accion de los microimplantes de melatonina
en la regién preoptica sugiere que la accion de la melatonina sobre las neuronas que
secretan la GnRH es indirecta y pone en juego una serie de interneuronas (Malpaux et
al., 1999).

Los primeros trabajos para la utilizacion de la melatonina exdgena en el control
de la actividad reproductiva fueron realizados en la oveja e intentaban determinar la
eficacia de la via de administracion. La administracion diaria de la hormona se mostro
como un requisito imprescindible para la estimulacion de la actividad reproductiva. Asi,
se investigd la administracion por via oral o mediante dispositivos intravaginales
(Nowak y Rodway, 1985), inyecciones diarias (Kumar y Purohit, 2009) e incluso bolos
solubles intrarruminales (Poulton et al., 1987), pero la insercion de implantes
subcutaneos se mostr6 como la via mas eficaz para su aplicaciébn en caprino
(Chemineau et al., 1988), ya que garantiza una liberacién continua y requiere de muy

poca intervencion.

En conjunto, parece que la administracion diaria de melatonina o la utilizacion
de otras vias que aseguren una liberacion continua de la hormona son requisitos
esenciales para conseguir un comienzo precoz de la actividad ovulatoria. Ronayne et al.
(1989) observaron que las ovejas que recibian melatonina via oral una o tres veces por
semana reanudaron su actividad sexual a la vez que ovejas no tratadas, mientras que
aquellas con una administracién diaria o a través de un implante subcutaneo reanudaron

su actividad ovulatoria un mes antes.

Los implantes subcutaneos contienen 18 mg de melatonina y permiten mantener
unas concentraciones de esta hormona de 100-300 pg/ml durante al menos unas 10
semanas en caprino (Delgadillo et al., 2001). Estos implantes proporcionan una
liberacion continua de la hormona, elevan tanto los niveles basales de melatonina en
plasma durante el dia, como los de la secrecion enddgena caracteristica de la noche
(Lincoln y Ebling, 1985; Nowak et al., 1990).

El protocolo de aplicacion de los implantes de melatonina conlleva la colocacion
de tres implantes subcutaneos colocados en la base de la oreja a los machos cabrios y de

un solo implante de las mismas caracteristicas a las cabras, al mismo tiempo que ambos
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sexos son separados para evitar cualquier contacto visual, olfativo o auditivo. La
separacion de machos y hembras debe ser de, al menos, 45 dias, momento en el que
ambos sexos pueden permanecer juntos e iniciar las cubriciones (Gatica et al., 2012).

Otro punto clave para obtener buenos resultados en cuanto a la utilizacion de
este tratamiento es el momento éptimo para iniciarlo. Para asegurar la eficacia del
tratamiento con melatonina, los animales deben haber experimentado un nimero
suficiente de dias largos (Nowak y Rodway, 1985). Cuando se trabaja con razas
procedentes de latitudes altas (>40°), donde el anestro estacional es muy profundo v el
tratamiento solo es eficaz para adelantar la estacion sexual, se inicia el tratamiento en
torno al solsticio de verano, obteniéndose en general buenos resultados, tanto en
adelanto de la estacion sexual como en lo que a mejora de tasa de ovulacion y
prolificidad se refiere (Chemineau et al., 1986b; 1988; 1992b; 1996).

En el area mediterrdnea en latitudes préximas a subtropicales, el efecto
estacional es menos marcado y los tratamientos se pueden hacer en pleno anestro. En
algunas razas espafiolas la maxima efectividad se ha conseguido cuando los implantes
son colocados en torno al equinoccio de primavera (Zarazaga et al., 2009; Chemineau et
al., 1996). No obstante, en ovejas, se ha demostrado que la colocacion de implantes de
melatonina inmediatamente después del solsticio de invierno, puede avanzar el periodo
de actividad reproductiva en ausencia de machos y mejorar los resultados reproductivos
(Forcada et al., 2002). Igualmente, también se ha observado una elevada efectividad de
la colocacion de implantes de melatonina en cabras en el solsticio de invierno,
independientemente de que fueran sometidas o no a efecto macho (Zarazaga et al.,

resultados no publicados).
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5.5.- USO DEL EFECTO MACHO PARA LA INDUCCION DE LA
OVULACION

Las interacciones sociales entre individuos de la misma especie pueden
modificar su estado reproductivo (Bronson, 1985). En caprinos silvestres, los machos
permanecen apartados de las hembras la mayor parte del afio, para juntarse unicamente
con los grupos matriarcales en la estacion reproductiva (Santiago-Moreno et al., 2006).
Las cabras domésticas durante el periodo de anestro no desarrollan ciclos estrales
ovulatorios, pero su exposicion a los machos puede estimular inmediatamente cambios
en la secreciéon pulsatil de GnRH y a su vez de la secrecion de LH, seguida por la

ovulacion y el establecimiento de ciclos estrales.

El primer autor que describié este fendmeno en cabras de raza Angora fue
Shelton (1960), cuando observo como al introducir los machos en un grupo de hembras,
previamente aisladas de estos, adelantaban el inicio de la estacion reproductiva con la
instauracion de ciclos ovulatorios fértiles, cuando el estimulo se realizaba en el periodo
de transicion, préximo al inicio de la estacion reproductiva. Este fendémeno de
estimulacion sexual o bioestimulacion, se conoce como “efecto macho” (Walkden-
Brown et al., 1999; Chemineau et al., 2006). La respuesta de las cabras a este efecto
depende de multiples factores tantos enddgenos como exdgenos que operan en ambos
sexos (Delgadillo et al., 2009).

5.5.1.- RESPUESTA ENDOCRINA

El anestro estacional esta asociado con una reduccién en la pulsatilidad de la
GnRH y la LH comparada con el periodo de actividad reproductiva. Esta disminucion
en la frecuencia de pulsos de LH se debe a dos mecanismos inhibitorios: (1) un
incremento del efecto de retroalimentacion negativa (feed-back negativo) del estradiol
sobre el hipotalamo; y (2) un efecto directo del fotoperiodo sobre el sistema de control

hipotalamo-hipofisario que regula la secrecion de LH (Fig.9) (Ungerfeld, 2007).
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Fig.9. Representacion esquemdtica de la interaccion entre hormonas implicadas en los procesos
reproductivos y secretadas desde el hipotalamo, adenohipdfisis, ovarios y Utero. Adaptado de Rantala,
MH (2015)

La introduccion del macho desencadena de forma inmediata en las hembras un
conjunto de cambios endocrinos, comenzando por un rapido aumento en la frecuencia
de pulsos de LH. El tiempo trascurrido desde la introduccién de los machos hasta el
primer incremento plasmatico de LH es muy corto, cerca de 20 minutos en cabras
(Chemineau et al., 1987). Este incremento estimula el desarrollo folicular, originando
un aumento plasmatico de estradiol 178 que por feed-back positivo estimulard la
descarga fasica preovulatoria de LH y la ovulacion entre las 48 y 72 horas después de
la primera exposicion (Ungerfeld, 2007). El porcentaje de hembras que ovulan en
respuesta a este estimulo es generalmente alto durante todo el periodo de anestro en
razas mediterraneas (>85%), mientras que en razas mas estacionales estos porcentajes
solo se alcanzan durante el mes o mes y medio antes del comienzo de la estacion
reproductiva (Chemineau et al., 2006). La secrecion de LH pasa de 0,3 pulsos cada tres
horas antes de la introduccién de los machos, a una frecuencia de 2,2 pulsos cada hora,
promoviendo de esta manera el crecimiento folicular. La amplitud de los pulsos también
se ve afectada, pasando de 0,5 ng/ml antes de la entrada del macho a 1,7 ng/ml después

del primer contacto (Fig.10) (Chemineau et al., 1986b y c).
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Fig.10. Concentraciones plasmaticas de LH con relacion al momento de la introduccion de los machos
(M) en cabras domésticas. Las muestras de sangre para determinacion de LH se recogieron cada 20

minutos durante 6 horas. Adaptado de Chemineau et al., 1986b

Los cambios en la secrecion pulsatil de LH culminan con la descarga
preovulatoria y la ovulacion en practicamente la totalidad de las hembras dentro de los
primeros tres dias posteriores a la introduccién de los machos (Chemineau, 1983;
Chemineau et al., 1986b). La primera ovulacion inducida se asocia con sintomatologia
de celo sélo en aproximadamente un 20% de las hembras, dicha ovulacion, con o sin
sintomatologia de celo, es seguida de un ciclo corto de cuatro-cinco dias de duracion en
la mayoria de los animales que responden (Chemineau, 1987). El ciclo corto se
caracteriza por una secrecion baja y un incremento transitorio de progesterona por parte
del cuerpo lateo generado (Ott et al., 1980; Chemineau et al., 1984). Este cuerpo lUteo
también presenta una luteolisis temprana, apareciendo una segunda ovulacion,
alrededor de ocho dias después de la introduccion de los machos (Fig.11) (Chemineau
et al., 1984). En esta segunda ovulacion, el foliculo ovulatorio es suficientemente
maduro y su secrecion de estradiol implica la sintomatologia de celo en estas hembras,
asi como la formacion de un cuerpo lateo de buena calidad, que permite el desarrollo de

un ciclo de duracion normal de 21 dias y secrecion normal de progesterona.
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Fig.11. Niveles plasméticos de progesterona en cabras expuestas a la presencia del macho. Se puede
identificar la ocurrencia de ciclos cortos con una duracion, 4-5 dias, después de la primera ovulacion
inducida. Adaptado de Chemineau et al., 1984

5.5.2.- RESPUESTA OVARICA

Las concentraciones plasmaticas de progesterona liberada por un cuerpo lUteo
procedente de un ciclo de duracion normal, son superiores a las que alcanza el primer
cuerpo luteo de corta duracion inducido por la presencia de los machos (Chemineau et
al., 1984). Esta diferencia en la concentracion de progesterona probablemente se deba a
que el cuerpo luteo procedente de un ciclo corto sea distinto en estructura y funcién a

uno procedente de un ciclo normal (Chemineau et al., 2006).

Las grandes células luteales procedentes de la granulosa, son las responsables de
la secrecion de la mayor parte de la progesterona y oxitocina, mientras que las pequefias
células luteales procedentes de la teca interna, no aportan gran cantidad de progesterona
al plasma (Stouffer et al.,, 1976; O"Shea et al., 1984). Una respuesta pobre a la
pulsatilidad de LH durante la maduracion final de los foliculos en anestro, puede
generar una inadecuada funcion luteal y las subsiguientes diferencias en la evolucion de

las células luteales (Hunter et al., 1986).

En cabras, durante la fase luteal temprana del ciclo, entre los dias 3y 9, la LH se
libera de forma pulsatil, con una frecuencia estrechamente asociada a las
concentraciones plasmaticas de progesterona de origen luteal (Sutherland, 1987a). Estos

bajos niveles plasmaticos de progesterona pueden ser los responsables de un
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insuficiente feed-back negativo a nivel central, permitiendo se esta manera aumentar la

frecuencia de pulsos y la secrecion de LH (Chemineau et al., 2006).

Al final de un ciclo normal, la PGF,, secretada por las células endometriales
inducen la luteolisis y comienza un nuevo ciclo. Esta secrecion de PGF,, estd
controlada a su vez por el estradiol 178 procedente del ovario, liberado en la nueva onda
folicular. Los mismos mecanismos se suceden en los ciclos cortos con la excepcion de
que el inicio de la luteolisis es mucho mas temprano. La nueva onda folicular después
de la introduccion de los machos aparece en los dias 3-4, justo cuando el CL recién
formado se hace sensible a la PGF,,. Las ondas foliculares en cabras emergen cada 5-7
dias y van asociadas a la secrecion de estradiol (Medan et al., 2005). Probablemente el
primer pico de E2 sobre los dias 3-4 sea el responsable de la luteolisis temprana de los

CL de corta duracioén.

Un ciclo corto es el resultado de una luteolisis temprana del cuerpo lateo, debido
a una secrecion precoz de PGF,, por la aparicion anticipada de receptores para
oxitocina en el endometrio (Peter et al., 1989; Zarco et al., 1988). La PGF,, se secreta
en respuesta a la union de la oxitocina a sus receptores uterinos. La progesterona inhibe
la formacidn de receptores para estradiol en el endometrio, y el estradiol estimula la
sintesis de receptores para oxitocina (Beard et al., 1994). Durante un ciclo normal, la
progesterona ejerce un efecto inhibitorio sobre la secrecion de PGF,, debido a que
inhibe la formacion de receptores para estradiol en el endometrio, y por lo tanto el
estradiol no puede estimular la sintesis de receptores a oxitocina (McCracken et al.,
1984). Si el Gtero no ha sido expuesto suficientemente a la progesterona, secretara
prematuramente PGF,, Las bajas concentraciones de P4 que aparecen en los ciclos
cortos, suponen deficiencias en la accion sobre sus receptores y no puede bloquear de
forma efectiva la sintesis de receptores para estradiol (Ginther, 1971), permitiendo el
estimulo de la oxitocina, y la secrecion de PGF,, en forma de grandes pulsos, lo que

culminara en la lisis del cuerpo lGteo.

Un tratamiento con progesterona en el momento de la introduccion de los
machos actia rapidamente reduciendo la secrecion de PGF,, por parte del Utero, y
posiblemente también la concentracion plasmatica de oxitocina de origen ovarico,

reforzando de esta manera la hipétesis de un efecto local de la P4 a nivel uterino, mas
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que un efecto central para retrasar la descarga preovulatoria de LH (Chemineau et al.,
2006).

En el articulo de Chemineau et al. (2006) aparece la secuencia de los

mecanismos que generan la aparicién de cuerpos luteos de corta duracion después de la

introduccién de los machos en periodo de anestro estacional (Fig. 12):

60

(1) Los foliculos inducidos a ovular son de pobre calidad porque no han podido
permanecer bajo una actividad gonadotropica mantenida en el tiempo durante el
periodo de anestro. Estos foliculos presentan células de la granulosa de poca
calidad comparados con los foliculos que se desarrollan durante la estacion
reproductiva.

(2) Los cuerpo luteos procedentes de esos foliculos tienen un desarrollo anormal,
presentan una proporcion insuficiente de grandes células luteales procedentes de
la granulosa, esto hace que se secrete poca cantidad de progesterona. Estas bajas
concentraciones de P4 se reflejan tanto en el plasma de la vena ovarica como en
la circulacion general.

(3) Los mecanismos de contracorriente que acttan localmente, amplifican la
diferencia de concentracion de P4 en las arterias uterina y ovérica.

(4) Debido a esa concentracion insuficiente de P4 que alcanza el ovario y el Utero, la
cascada de eventos responsable de la liberacién de la PGF,, y la oxitocina es
mas sensible a los estrogenos.

(5) La concentraciéon plasmatica de P4 en la circulacion sistémica es insuficiente
para bloquear la actividad gonadotrépica entre los dias 3 y 5 después del pico de
LH.

(6) La nueva onda folicular iniciada en los dias 3-4 del primer ciclo inducido por el
macho continua creciendo y secretando estrogenos. El cuerpo lateo inicia
entonces su respuesta a las prostaglandinas.

(7) Estos estrégenos estimulan la secrecion de prostaglandinas en el Gtero y la
liberacion de oxitocina desde el cuerpo ldteo, causando finalmente la luteolisis

temprana del mismo.
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Fig.12. Hipdtesis sobre los mecanismos que controlan la vida media del cuerpo lGteo inducido por el
macho en cabras: (1) baja calidad de las células de la granulosa en los foliculos durante el anestro en el
DO, (2) baja proporcion entre grandes/pequefias células luteales en el cuerpo lGteo inducido a D5, (3)
mecanismos de contracorriente que actian localmente amplificando la diferencia de concentracién de P4
en la arteria uterina y ovarica, (4) alta sensibilidad de la cascada de eventos responsable de la liberacién
de la PGF y la oxitocina a los estrégenos, (5) la concentracion plasmatica de P4 en la circulacion
sistémica es insuficiente para bloquear a nivel central la pulsatilidad de la LH, (6) la alta pulsatilidad de la
LH estimula el crecimiento de la nueva onda folicular que empez6 el DO, (7) los estrégenos estimulan la
secrecion de prostaglandinas uterinas y la liberacion de oxitocina desde el cuerpo lGteo, causando

finalmente la luteolisis temprana del mismo. Adaptado de Chemineau et al., 2006
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5.5.3.- FUNDAMENTOS DE LA RESPUESTA

El efecto macho es un fendmeno multisensorial que involucra el olfato, la vista,
el tacto y el oido (Claus et al., 1990) y la respuesta de las hembras depende de las
sefiales emitidas por los machos. La maxima respuesta se obtiene cuando todas las
sefiales estan presentes, es decir, cuando el macho mantiene un contacto directo con las
hembras (Shelton, 1980).

Estda demostrado que el efecto macho se desencadena principalmente via
feromonas, secretadas por glandulas sebaceas en la piel, foliculos pilosos de la zona
parietal de la cabeza y en la orina del macho (Rekwot et al., 2001). Las feromonas son
mensajeros quimicos capaces de regular aspectos de la fisiologia reproductiva y el
comportamiento (Keller et al., 2012), y estas sustancias alcanzan el sistema nervioso
central de la hembra a través del sistema olfatorio. En el macho cabrio, el componente
mayoritario presente en el pelo, responsable del olor, es el &cido 4-etiloctanoico
(Sugiyama et al., 1981), pero éste no es el responsable del desencadenamiento en las
hembras de su respuesta en términos de pulsatilidad de la LH (Claus et al., 1990). Iwata
et al., en un estudio realizado en 2003, sugirieron que la sustancia con mayor actividad

como feromona en el macho cabrio era una molécula derivada del acido 4-etiloctanoico.

En la mayoria de los mamiferos, al menos existen dos sistemas olfatorios
capaces de detectar sefiales quimicas como las feromonas, el sistema olfatorio principal
y el accesorio (0 vomeronasal) (Keller et al., 2012). Estos dos sistemas llevan a cabo, al
menos parcialmente, los procesos de reconocimiento del macho, pero difieren tanto en
anatomia como en funcién, poseen sus propios receptores sensitivos y diferentes

proyecciones al sistema nervioso central (Gelez y Fabre-Nys, 2004).

El sistema olfatorio accesorio se conecta esencialmente con estructuras
hipotalamicas: los axones de los neurorreceptores del 6rgano vomeronasal se proyectan
en el bulbo olfatorio accesorio, que a su vez envia sus proyecciones hacia la amigdala
medial, la cual tiene conexiones directas con los nucleos hipotalamicos ventromediales

y el area predptica (Jansen et al., 1998).

62



Revision bibliogréafica

Al contrario que el sistema accesorio, el sistema olfatorio principal esta
conectado directamente con varias areas corticales: el bulbo olfatorio principal se
proyecta sobre la amigdala cortical y la corteza piriforme, las cuales conectan via
talamo con las cortezas orbitofrontal e insular, asi como con la corteza entorrinal y el
hipocampo (Jansen et al., 1998). De acuerdo con la disposicion anatomica de los dos
sistemas, asi como sus diferencias funcionales, normalmente se ha pensado que el
sistema olfatorio principal detectaba sustancias volatiles mientras que el vomeronasal
era sensible a las no volatiles. Estudios recientes han puesto de manifiesto que tales
diferencias no son tan claras (Leinders-Zufall et al., 2000). La informacion procedente
de ambos sistemas olfatorios converge a nivel de la amigdala antes de alcanzar regiones
hipotaldmicas, como son los receptores del nicleo arqueado, provocando cambios a

nivel hipotalamico (Murata et al., 2011).

No esta bien definido a qué nivel las feromonas son capaces de activar el eje
gonadotropico pero se sabe que las células del hipotalamo secretoras de GnRH, son un
tejido diana para esta sefializacion. Estas neuronas reciben estimulos directos o
indirectos desde los dos sistemas olfatorios, y a su vez afectan al control de la secrecién
de LH (Boehm et al., 2005; Yoon et al., 2005). En cabras se ha demostrado mediante
diferentes métodos que el olor del macho produce la activacién de las neuronas GnRH,
ya sea a través de cuantificacion por inmunoreactividad de la expresion de la proteina

Fos en el area preodptica o por activacion electrofisioldgica (Gelez y Fabre-Nys, 2006).

La respuesta al efecto macho, sin embargo, no es consecuencia Unicamente de
una sefializacién quimica, existen otros factores que hacen a la hembra poder reconocer
al macho, como las vocalizaciones o incluso sefales visuales (Delgadillo et al., 2009).
La realizacion de una bulbectomia no impide el incremento de la LH en presencia del
macho (Cohen-Tanoudji et al., 1986), Gelez y Fabre-Nys (2004) demostraron que
cuando el macho esta presente, la destruccion del epitelio olfatorio o la inactivacién de
la amigdala cortical, no interrumpe totalmente el incremento de la LH. Todos estos
estudios vendrian a demostrar las caracteristicas del efecto macho como fendmeno

multisensorial.
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5.5.4.- FACTORES QUE AFECTAN A LA RESPUESTA

El efecto macho es un fendmeno que involucra en la hembra a multiples sentidos
como son el olfato, la vista, el tacto y el oido (Shelton, 1980). La respuesta por parte de
la hembra va a depender de la calidad del estimulo que otorga el macho (Walkden-
Brown et al., 1999; Delgadillo et al., 2006). Se considera que el estimulo adquiere
mayor intensidad cuando se permite un grado de contacto més alto entre hembras y
machos, lo que logra su maximo cuando existe un contacto fisico total (Alvarez y Zarco,
2001), pero la calidad del estimulo depende también de la actividad sexual del macho,

lo que implicaria la situacion de “machos activos™.

Durante el periodo de reposo sexual de los machos, la secrecién de LH y
testosterona es baja, en consecuencia, el olor de los machos y el comportamiento sexual,
dependientes de la testosterona, son bajos o ausentes en la mayoria de los individuos
(Delgadillo et al., 1999; Walkden- Brown et al., 1994). Las posibilidades del uso del
efecto macho durante el periodo de reposo (anestro estacional para las hembras)
dependen de la raza y la latitud geogréfica. En situaciones de anestro profundo, el uso
del efecto macho pasa por la estimulacion previa de la actividad sexual de los machos
en este periodo, mejorando la calidad de las sefiales y en consecuencia, incrementando
la respuesta de las hembras. En machos con muy baja actividad sexual es posible
mejorar su capacidad de estimulo durante el periodo de anestro estacional, mediante

tratamientos fotoperiodicos (Flores et al., 2000; Rivas-Mufioz et al., 2007).

Algunos aspectos a tener en cuenta en la eficacia del efecto macho son:

1. Intensidad de la libido y senales olfativas

Varios estudios han demostrado que la intensidad del comportamiento sexual de
los machos es un factor determinante en la respuesta de las hembras expuestas al efecto
macho. Los machos castrados pierden la capacidad para estimular la actividad sexual en
las hembras, lo que demuestra que el proceso es dependiente de los andrdégenos. Iwata
et al. (2000), demostraron que los machos con mayor nivel de secrecion de testosterona
desencadenan una respuesta mayor en las hembras, asi como aquellos que expresan una
intensa libido, inducen la ovulacién en un mayor porcentaje de hembras que aquellos
con nivel de libido mas débil (Flores et al., 2000). En cabras, el olor del macho estimula

la secrecion de LH sin embargo, el porcentaje de hembras que ovulan al ser expuestas al
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olor de los machos, es menor que el obtenido en hembras en contacto directo con ellos
(Claus et al., 1990; Walkden-Brown et al.,, 1993a). En estos estudios no se ha
determinado claramente el papel que corresponde al comportamiento sexual y al olor,
esto se debe, muy probablemente, a que es dificil separar los efectos de ambos
estimulos, los cuales pueden actuar sinérgicamente para estimular la actividad sexual de

las hembras.

Existen estimulos no olfativos que también se encuentran implicados en la
respuesta de las hembras al efecto macho. Chemineau et al. (1986¢) demostraron que
existia algun otro estimulo capaz de sustituir el efecto de las feromonas de los machos,
ya que hembras an6smicas respondian de igual manera a la presencia de los machos,

con un aumento en la secrecion de LH.

2. Importancia de las vocalizaciones de los machos

Delgadillo et al. (2008) sugieren que las vocalizaciones de los machos cabrios
estimulan el estro de las cabras en anestro. Vielma et al. (2005) demostraron que en
aquellas hembras en anestro a las que se les impidio el contacto directo con machos
sexualmente activos o el estimulo auditivo de las vocalizaciones de los mismos
(directamente emitidas por los machos o por grabaciones), no llegaron a ovular ni a
experimentar comportamiento de estro. En conjunto los datos recogidos en este estudio
demuestran que la calidad de las sefiales emitidas por el macho es determinante en la
respuesta de las cabras sometidas al efecto macho.

3. Estacién del ano, latitud v raza

Uno de los factores que mas limitan la respuesta al efecto macho es la estacion
del afio, y esté a su vez relacionada directamente con la profundidad del anestro y por
tanto a la receptividad de las hembras que permita su capacidad de respuesta a este
estimulo. En las hembras de razas que manifiestan una estacionalidad reproductiva muy
marcada, la respuesta al efecto macho varia en los diferentes meses del anestro
estacional. Si el efecto macho se realiza en pleno anestro estacional la respuesta puede
ser baja o nula (Flores et al., 2000; Delgadillo et al., 2009), y si se realiza al final del
anestro, en el periodo previo al reinicio de la actividad reproductiva, periodo de
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transicion, la respuesta mejora (Ott et al., 1980; Restall, 1992), aunque sélo se pueda

adelantar la estacion reproductiva unas semanas (Chemineau, 1987).

Sin embargo, existen razas que muestran una estacionalidad reproductiva
moderada, como la Murciano-Granadina o la Criolla de Guadalupe, que pueden
responder a este estimulo en pleno periodo de anestro (Diaz Delfa et al., 2002;
Chemineau, 1983). La latitud suele ser la variable mas utilizada para identificar la
profundidad del anestro. En latitudes templadas de los hemisferios norte y sur (>40°),
todas las razas caprinas presentan una marcada estacionalidad de su actividad sexual
(Chemineau et al., 1992a), en cambio, otras razas caprinas locales o adaptadas a las
latitudes subtropicales (23°-40°) muestran una estacionalidad menos marcada (Walkden-
Brown y Restall, 1996).

La eficacia del efecto macho implica la presencia de machos activos, siendo
ésta una situacion que se alcanza cuando confluyen de forma favorable distintos factores
como la estacion del afio, la latitud y la raza, lo cual se traduce en un incremento del
volumen testicular, mayor libido e incremento de la secrecion de testosterona (Lincoln y
Short, 1980; Delgadillo et al., 2006), siendo ésta la limitante para la induccién de ciclos
estrales en cabras en anestro. Delgadillo et al., 2008 demostraron que machos cabrios
sexualmente activos permiten estimular la actividad sexual incluso en razas de cabras

muy estacionales en los meses del anestro estacional.

El éxito del efecto macho en genotipos muy estacionales se puede ver mejorado
con tratamientos de melatonina o tratamientos fotoperiodicos, en un intento por

“desestacionalizar” a los animales antes de permitir el contacto entre ambos sexos.

La manipulacion artificial del fotoperiodo es el modo mas sencillo de sincronizar
el ritmo enddgeno reproductivo, induciendo la receptividad por parte de las hembras y
la efectividad por parte del macho (Chemineau et al., 1992b). Para conseguir este
objetivo se debe someter a los animales a una secuencia de luz artificial simulando dias
largos, seguidos de otra secuencia de dias cortos. Estos tratamientos luminicos pueden
ser también sustituidos en la practica con la aplicacion de implantes de melatonina

simulando el inicio de los dias cortos en la estacion sexual.
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4. Duracién del contacto entre machos y hembras

La duracion del contacto entre los dos sexos influye en la secrecion de LH y en
la ovulacién de las hembras expuestas al efecto macho. En cabras, el 19% de las
hembras ovula al estar en contacto con los machos 16 horas al dia durante 10 dias,
mientras que el 95% lo hace al estar en contacto continuo con los machos (Walkden-
Brown et al., 1993b). Esto resultados sugieren que es necesaria la presencia continua de
los machos para obtener una alta respuesta de las hembras expuestas al efecto macho.
Sin embargo, recientemente Delgadillo et al. (2008) demostraron que la presencia
continua de los machos, descrita anteriormente, no es necesaria para estimular el estro
en la mayoria de las cabras en anestro si se utilizan machos sexualmente activos; de
forma que solo 4 horas de contacto entre los machos y la hembras son suficientes para

obtener una adecuada respuesta al efecto macho (Bedos et al., 2010).

5. Separacion previa (aislamiento) entre machos y hembras, ratio macho:hembras

La separacion previa entre los dos sexos durante un periodo minimo de tres
semanas, ha sido considerada, al menos en ganado ovino, un factor indispensable para
estimular la secrecion de LH y la ovulacion de las hembras expuestas al efecto macho
(Schinckel, 1954; Underwood et al., 1944). Sin embargo, posteriormente en cabras se
demostréd que esta separacién puede, en algunos casos, no ser necesariamente tan
prolongada si se utilizan machos sexualmente activos, y la respuesta es todavia mejor si
los machos que se introducen son nuevos, es decir, no conocidos previamente por las
hembras o alternando distintos machos diariamente evitando la presencia continua de

los mismos machos (Delgadillo et al., 2008).

Otra practica de manejo considerada esencial para el buen funcionamiento del
efecto macho es aplicar una ratio macho:hembra adecuada. Aunque un nimero elevado
de hembras ovulan después de la introduccion de los machos, un incremento del nimero
de machos de 6 a 29 por cada 100 cabras, aument6 la tasa de ovulacién de 1,8+1,3 a
2,6+0,6 (Chemineau et al., 1987), en la practica la relacion 1:10 se considerada la méas

adecuada.
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6. Experiencia sexual de los machos

Otro factor a tener en cuenta es la experiencia sexual de los machos, si éstos han
sido privados desde el destete del contacto con las hembras el comportamiento sexual es
menos intenso y por lo tanto menos eficiente para estimular a las hembras (Ungerfeld,
2008). Sin embargo, la inexperiencia sexual de los machos no disminuye la respuesta de

las hembras sometidas al efecto macho si estos son sexualmente activos.

7. Numero de partos o edad de las hembras

La respuesta ovulatoria y el establecimiento de ciclos estrales en las cabras
nuliparas es menor que el de las multiparas al ser expuestas al efecto macho (Walkden-
Brown et al., 1993b; Mellado et al., 2000). Esta diferencia parece que no se debe a una
deficiente secrecién hormonal, ya que la secrecién de LH no difiere entre hembras
nuliparas y multiparas al ser sometidas al efecto macho (Luna-Orozco et al., 2008). Mas
bien, esta diferencia puede deberse a un desconocimiento del olor del macho en las
hembras sin experiencia sexual, o a las caracteristicas de su comportamiento sexual, en
efecto, el comportamiento proceptivo y receptivo de las hembras nuliparas es menor que
el de las multiparas en el primer contacto con los machos. En consecuencia, las hembras
nuliparas requieren mas montas por eyaculacion (Luna-Orozco et al., 2008), y el
comportamiento sexual de los machos, puede entonces, ser un factor determinante en la

respuesta de las hembras nuliparas expuestas al efecto macho.

5.5.5.- SINCRONIZACION DE LA OVULACION INDUCIDA CON EL EFECTO
MACHO

5.5.5.1.- Uso y efecto de la progesterona y progestagenos

Una de las caracteristicas de la primera ovulacion inducida por la introduccion
de los machos es la formacion de un cuerpo luteo de escasa secrecion de progesterona y
duracion menor de lo normal, lo que supone la presencia de un primer ciclo corto sin

manifestaciones de celo en la mayoria de los casos. Después de este primer ciclo de 4-5
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dias de duracion el primer celo aparece entre los dias 7-9 después de la introduccion de
los machos (Ott et al., 1980; Chemineau, 1983).

La eliminacién de ciclos cortos y por tanto la posibilidad de conseguir celos
tempranos, fértiles y sincronizados, ha pasado basicamente por la utilizacion del
tratamiento combinado con progesterona o progestagenos previamente o en el momento
de la introduccion de los machos. El objetivo basico de estos tratamientos combinando
efecto macho con progesterona o sus anélogos es sincronizar la primera ovulacion y de
esta manera generar un ciclo normal después del primer contacto de machos y hembras.,
y por tanto mejorar la fertilidad de la primera ovulacion inducida. Este tipo de
tratamientos mejora la sincronizacion de la ovulacion inducida pero no incrementa la
capacidad de respuesta por parte de las hembras al estimulo procedente del macho
(Mellado et al., 2000).

Los primeros experimentos que se realizaron para intentar suprimir los ciclos
cortos inducidos por el efecto macho, fueron de dos tipos: tratamientos de larga
duracion consistentes en la aplicacion de una esponja intravaginal impregnada con
FGA (45 mg) durante 17 dias, o tratamientos de corta duracion que consistian en la
administracion de una Unica dosis intramuscular de FGA (5,2 mg en 13 ml de aceite de
sésamo) (Chemineau et al., 1985). Ambos tratamientos provocan un retraso de unas 20
horas tanto de la descarga preovulatoria de LH como de la subsiguiente ovulacion
después de la introduccién de los machos, ademas de suprimir totalmente los cuerpos
luteos de corta duracion y alcanzar una mejor sincronizacion de los celos en un solo

periodo (Chemineau et al., 2006).

Estos experimentos apoyan la hipotesis de que la existencia de los cuerpos lGteos
de corta duracion, se debe a una maduracion insuficiente de los foliculos antes de esa
primera ovulacion inducida. Ambos tratamientos consiguen un periodo mas dilatado de
pulsatilidad de la LH a alta frecuencia, un mayor desarrollo y maduracion folicular,
consiguiendo alta actividad estrogénica. Estos foliculos son capaces de generar cuerpos
luteos de buena calidad, con un nivel de secrecion de progesterona similar al de un

cuerpo luteo de caracteristicas funcionales normales. (Chemineau et al., 1982;1984).
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Con el fin de reducir los efectos nocivos de la administracion de progestagenos a
largo plazo, se han llevado a cabo experimentos en los que se reducia la duracion de
estos tratamientos. En el periodo de transicion a la estacion reproductiva, la utilizacion
de los dispositivos intravaginales con progesterona (CIDR) durante 5 dias antes de la
introduccion del macho, es suficiente para inducir la sincronizacion del celo y
conseguir que éste sea fértil (Knights et al., 2001). Sin embargo, este mismo tratamiento
en hembras en anestro profundo, no da resultado (Rubianes et al., 1998). Los
tratamientos con progesterona de menos de 5 dias de duracion también son efectivos en
hembras en transicion al periodo reproductivo, formandose foliculos preovulatorios de
buena calidad y consiguiendo que las hembras presenten sintomatologia de celo.
Mellado et al. (2000) demostraron cdmo un tratamiento con implantes de Sincromate-B

(SMB; 2 mg de norgestomet) durante 9 dias, era igualmente efectivo.

La alternativa efectiva y mas practica a la aplicacion de tratamientos
prolongados con progestagenos como tratamiento previo a la introduccién de los
machos, es la aplicacion de una sola inyeccion intramuscular de una baja dosis de
progesterona. Lassoued et al. (1995) demostraron que con una inyeccion de 20 mg de
progesterona en vehiculo oleoso en cabras en el momento de la introduccién de los
machos, se consigue el 100% de sintomatologia de celo durante la primera ovulacion (3-
4 dias después del contacto macho-hembras). Después de este ciclo, el siguiente

presenta una secrecion normal de progesterona.

Diaz Delfa et al. (2002), aportaron resultados similares en cabras de raza
Murciano-Granadina, donde la administracion de 25 mg de progesterona via
intramuscular en vehiculo oleoso, concentra el primer celo y ovulacién en los 3-4 dias
siguientes a la introduccion del macho, pero las tasas de ovulacion y fertilidad
comparadas con las del grupo control siguen siendo muy parecidas (79,6% en hembras
tratadas y 75,0% en no tratadas). Los niveles plasmaticos de progesterona con este
tratamiento mantienen el incremento de la pulsatilidad de la LH cerca de dos dias,
permitiendo asi, la maduracion del foliculo preovulatorio y la sincronizacion de la

primera ovulacion (Gonzélez-Bulnes et al., 2006).
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Contreras et al. (2008) observaron que una inyeccion de 25 mg de progesterona
en propilenglicol, utilizado como vehiculo en hembras ovariectomizadas, mantenia la
concentracion plasmatica de progesterona por encima de 0,5 ng/ml durante 60 horas,
mucho mas tiempo que el conseguido cuando se utiliza un vehiculo oleoso (36 horas).
Sin embargo, no existen evidencias que hagan pensar que una mayor duracion suponga

mejoras en la respuesta de las hembras al contacto con los machos.

5.5.5.2.- Uso y efecto de las prostaglandinas

La PGF,, y sus andlogos como el cloprostenol, son agentes luteoliticos muy
eficaces en las cabras, lo que hace que pequefias dosis sean suficientes para generar la
regresion del cuerpo lateo (1.75 mg de PGF,, Bretzlaff et al., 1981; 62,5 ug de
cloprostenol, Greyling y Van Niekerk, 1986), siendo este un método eficaz en la

sincronizacién de celos en esta especie (Greyling and Van Niekerk, 1986).

La edad del cuerpo luteo es un factor determinante en la respuesta al tratamiento
con prostaglandinas, siendo los cuerpos luteos mas jovenes los que permiten un mayor
grado de sincronizacion del celo inducido y un menor intervalo tratamiento-celo.
(Acritopoulou and Haresign, 1980) La monitorizacién de la dinamica folicular en
cabras mediante el uso de la ultrasonografia ha demostrado que la lisis temprana del
cuerpo luteo (dias 5-6 del ciclo) implica no s6lo un adelanto en la ovulacion, sino que el
periodo de ovulaciones se presenta mucho mas sincronizado, comparado con lo que
sucede cuando la lisis se lleva a cabo en una fase luteal avanzada (dias 11-16 del ciclo)
(Gonzélez-Bulnes et al., 2005), esto se debe a las diferencias en las caracteristicas de la
onda folicular existente en el momento del tratamiento luteolitico, estando siempre

asegurada la presencia de un foliculo joven en crecimiento en la primera onda folicular.

Las ovulaciones inducidas por el efecto macho se pueden sincronizar con un
tratamiento luteolitico durante el primer ciclo de duracién normal, Lopez Sebastian et
al. (2007) propusieron el método IMA.PRO2®, que implica la lisis temprana del cuerpo
luteo (dia 6 del ciclo) inducido por el efecto macho junto con inyeccion intramuscular
de una baja dosis de progesterona. Este método consiste en la aplicacion de una Unica
dosis de 25 mg i.m. de progesterona en vehiculo oleoso en el momento de la

introduccidén de los machos seguida de una dosis simple de 75 ug de cloprostenol 9 dias
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después, generando la lisis temprana del cuerpo lGteo inducido. Con este método se
observa un comportamiento de celo en el 87% de las hembras a las 37,0+1.4 horas
después de la administracion del cloprostenol, y un pico de la descarga preovulatoria de

LH a las 40,5£1.6 horas después de la inyeccion.

Recientemente se han puesto en marcha protocolos libres de progesterona
asociados a la aplicacion del efecto macho, en épocas de anestro estacional en distintas

razas de cabras europeas (www.flock-reprod.eu.). Estos tratamientos de sincronizacion

con prostaglandinas después del efecto macho, en razas con anestro estacional mas
profundo, implica el uso de tratamientos fotoperiodicos previos que consiguen un cierto
grado de desestacionalizacion y una respuesta adecuada al efecto macho.

La respuesta a los tratamientos luteoliticos ha sido efectiva en diferentes
periodos después de la introduccion de los machos. Con tratamientos el dia 13
(correspondiente al dia 5 del segundo ciclo, después del primer ciclo corto), el intervalo
entre la aplicacion del cloprostenol y el pico preovulatorio de LH es de 48,7+4,6 horas,

mientras que si se aplica el dia 17 (dia 9 del ciclo) este intervalo es de 53,8+6,7horas.
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Objetivos

Conforme al objetivo general del desarrollo de un protocolo alternativo al IMA-
PRO2®, sustituyendo la administracién intramuscular de progesterona por la via
intravaginal, y para confirmar la hipdtesis de la eficacia de una capsula intravaginal que
consiga niveles plasmaticos de progesterona similares a los de la via intramuscular, se

establecieron los siguientes objetivos:

1. Determinar el efecto de la duracion de un tratamiento progestativo de 24, 48 y 72
horas, respecto de la administracion de una dosis de 25 mg de progesterona en vehiculo
oleoso por via intramuscular en el momento de la introduccién de los machos, sobre las
caracteristicas de la respuesta del ciclo inducido, celo, descarga preovulatoria de LH y

funcién luteal.

2. Disefio de una cépsula intravaginal de liberacion de progesterona (tipo de capsula,
vehiculo y dosis de progesterona) que alcance y mantenga niveles plasmaticos de esta
hormona similares a los de la inyeccién intramuscular de 25 mg de progesterona en

vehiculo oleoso.

3. Evaluar la validez de la nueva cépsula disefiada, cuando se aplica en el momento de
la introduccion de los machos, mediante la valoracion de la respuesta del ciclo inducido

por el efecto macho: celo, descarga preovulatoria de LH y funcién luteal.

4. Resultados de la aplicacion en campo de la nueva metodologia, donde en el protocolo
IMA-PRO2® se ha sustituido la inyeccion intramuscular por la capsula intravaginal,
valorando los resultados de fertilidad después de la aplicacion de la inseminacion

artificial a tiempo fijo.
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Material y Métodos

7.1.- Experimento 1: Efecto de la duracidén del tratamiento progestativo en el
momento de la introduccion de los machos, sobre la descarga de LH y funcion del

cuerpo luteo, en cabras con ovulacion inducida mediante el efecto macho.

7.1.1.- Animales

Se utilizaron 24 cabras de raza Murciano-Granadina, de entre 3 a 6 afios, paridas
en septiembre-octubre, con buena condicion corporal. Las cabras estaban en periodo de
ordefio en un sistema de explotacion de un parto al afio. Para llevar a cabo el efecto
macho, asi como la deteccion de celos se utilizaron 4 machos vasectomizados de la

misma raza, con libido comprobada, y provistos de arneses con pastillas marcadoras.

Los animales estaban localizados en la granja experimental del Instituto
Murciano de Investigacion y Desarrollo Agrario y Alimentario (IMIDA) en Guadalupe,
Murcia (38° de latitud Norte). Todos los animales estaban bajo control sanitario que
incluia tratamientos preventivos de desparasitacion interna y externa, asi como

protocolos de vacunacion.

La alimentacion consistia en una racion equilibrada (1,4 kg/animal) de pienso
complementario-mezcla de granos para caprino en produccion (U.A.G. G-30, Alimer,
S.Coop.) y 0,5 kg de heno de alfalfa, asi como paja de cereales suministrados ad
libitum. Se disponia de bebederos con agua corriente, bloques de sal y corrector

vitaminico mineral ad libitum.

7.1.2.- Diseio experimental

Las hembras fueron aisladas de los machos (vision y olor), retirando los machos
a otra instalacion, durante 8 semanas antes de empezar el experimento en el mes de
abril. En el momento de la introduccion de los machos en el grupo de hembras (efecto
macho) los animales se dividieron en cuatro grupos iguales, y cada grupo recibia los

siguientes tratamientos:

- Grupo Al (6 cabras): grupo control, inyeccién intramuscular de 25 mg de
progesterona en 2ml de aceite de oliva
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Grupo A2 (6 cabras): Esponja intravaginal de poliuretano con 20 mg de acetato
de fluorogestona (Intervet. Boxmeer, Holanda). Estas esponjas se retiraban 24
horas después.

Grupo A3 (6 cabras): Esponjas intravaginales de 20 mg de acetato de
fluorogestona (Intervet. Boxmeer, Holanda). Las esponjas se retiraban 48 horas

después.

Grupo A4 (6 cabras): Esponja intravaginal de 20 mg de acetato de fluorogestona
(Intervet. Boxmeer, Holanda). Las esponjas se retiraban 72 horas despues.

Desde el momento de la introduccion de los machos (cuatro machos) se

detectaron celos y se recogieron muestras de sangre para determinacion de

concentraciones de LH y progesterona.
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Efecto macho y deteccion de celos: 2 machos permanecian con las hembras
provistos de arneses con pastillas marcadoras. Para lograr una mejor
estimulacion de las hembras los machos se intercambiaban cada 12 horas. Cada
4 horas y coincidiendo con los muestreos de sangre se retiraban las hembras en

celo que habian sido marcadas.

Para la determinacion de las concentraciones de LH se recogieron muestras cada
cuatro horas. En el grupo Al a partir de las 24 horas después de la inyeccion
intramuscular, y en los grupos A2, A3 y A4 a partir de las 24 horas después de
la retirada de la esponja y hasta 24 horas después de detectados los primeros

sintomas de celo.

Para las determinaciones de progesterona, previamente a la introduccion de los
machos se recogieron dos muestras de sangre con un intervalo de 9 dias para
asegurar el estado de anestro previo a la estimulacion por los machos. Desde la
introduccion de los machos y hasta 14 dias después se recogiéo una muestra

diaria para determinar la a actividad luteal inducida por los machos.
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7.2.- Experimento 2: Liberacion de progesterona y cinética en plasma sanguineo,
en cabras ovariectomizadas, después de la administracion de capsulas de gelatina
intravaginales que contenian 120 mg de progesterona.

7.2.1.- Animales

Se utilizaron 14 cabras de raza Murciano-Granadina ovariectomizadas, de entre
3y 6 afios, con buena condicion corporal. Los animales estaban ubicados en la granja
animalario del Departamento de Reproduccion Animal del Instituto Nacional de
Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria (1.N.1.A.), Madrid, a 40° 25de latitud
Norte. Todos los animales eran sometidos a un control sanitario que incluia,
tratamientos preventivos de desparasitacion interna y externa, asi como protocolos de

vacunacion.

La alimentacion consistia en una racion equilibrada de pienso compuesto para
caprino (Visan K-59, Visan Ind. Zoot., S.A), cebada en grano y heno de alfalfa, asi
como paja de cereales suministrados ad libitum. Se disponia de bebederos con agua
corriente, bloques de sal y corrector vitaminico mineral ad libitum. Las instalaciones

consistian en locales con 125 m? de superficie cubierta, y parques descubiertos.

7.2.2.- Disefo experimental
Los animales se dividieron en dos grupos, con los siguientes tratamientos:

- Grupo control, C1 (7 cabras): Inyeccion intramuscular de 25 mg de progesterona

en 2 ml de aceite de oliva

- Grupo cépsula, C2 (7 cabras): Capsula de gelatina intravaginal que contenia 120

mg de progesterona en contenido oleoso adecuado para la absorcion vaginal de

progesterona
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Recogida de muestras de sangre:

- Para la determinacion de las concentraciones plasmaéticas de progesterona se
recogieron muestras de sangre desde la aplicacion del tratamiento (hora 0) y

cada dos horas hasta 42 horas después de la aplicacion del tratamiento.

7.3.- Experimento 3: Descarga de LH y funcion luteal después de la introduccion
de los machos, en cabras tratadas con esponja intravaginal de FGA durante 30

horas y cépsula intravaginal de progesterona.

7.3.1.- Animales

Se utilizaron 24 cabras de raza Murciano-Granadina, de entre 3 a 6 afios, paridas
en septiembre-octubre, con buena condicién corporal. Las cabras estaban en periodo de
ordefio en un sistema de explotacion de un parto al afio. Para llevar a cabo el efecto
macho asi como la deteccion de celos se utilizaron 4 machos vasectomizados de la

misma raza, con libido comprobada, y provistos de arneses con pastillas marcadoras.

Los animales estaban localizados en la granja experimental del Instituto
Murciano de Investigacion y Desarrollo Agrario y Alimentario (IMIDA) en Guadalupe,
Murcia (38° de latitud Norte). Todos los animales estaban bajo control sanitario que
incluia, tratamientos preventivos de desparasitacion interna y externa, asi como

protocolos de vacunacion.

La alimentacion consistia en una racion equilibrada (1,4 kg/animal) de pienso
complementario-mezcla de granos para caprino en produccion (U.A.G. G-30, Alimer,
S.Coop.) y 0,5 kg de heno de alfalfa, asi como paja de cereales suministrados ad
libitum. Se disponia de bebederos con agua corriente, bloques de sal y corrector

vitaminico mineral ad libitum.

7.3.2.- Disefo experimental

Las hembras fueron aisladas de los machos (vision y olor), retirando los machos

a otra instalacion, durante 8 semanas antes de empezar el experimento en el mes de
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abril. En el momento de la introduccion de los machos en el grupo de hembras (efecto

macho) los animales se dividian en tres lotes iguales y cada lote recibia el siguiente

tratamiento:

Grupo A (8 cabras): inyeccion intramuscular de 25 mg de progesterona

intramuscular en 2 ml de aceite de oliva.

Grupo B (8 cabras): Esponja intravaginal de poliuretano (Intervet. Boxmeer,
Paises Bajos) de 20 mg de acetato de fluorogestona. Las esponjas se retiraban 30

horas después.

Grupo C (8 cabras): Cépsula de gelatina intravaginal que contenia 120 mg de
progesterona en contenido oleoso adecuado para la absorcién vaginal de

progesterona

Desde el momento de la introduccion de los machos (cuatro machos) se

detectaron celos y se recogieron muestras de sangre para determinacion de

concentraciones de LH y progesterona.

Efecto macho y deteccion de celos: 2 machos permanecian con las hembras
provistos de arneses con pastillas marcadoras. Para lograr una mejor
estimulacion de las hembras los machos se intercambiaban cada 12 horas. Cada
4 horas y coincidiendo con los muestreos de sangre se retiraban las hembras en

celo que habian sido marcadas.

Para la determinacion de las concentraciones de LH se recogieron muestras cada
cuatro horas. En el grupo A y C a partir de las 24 horas después de la inyeccién
intramuscular o de la aplicacion de la capsula intravaginal, y en el grupo B a
partir de las 24 horas después de la retirada de la esponja y hasta 24 horas

después de detectados los primeros sintomas de celo.

Para las determinaciones de progesterona, previamente a la introduccion de los
machos se recogieron dos muestras de sangre con un intervalo de 9 dias para
asegurar el estado de anestro previo a la estimulacion por los machos. Desde la
introduccion de los machos y hasta 14 dias después se recogié una muestra
diaria para determinar la a actividad luteal inducida por los machos.
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7.4.- Experimento 4: Fertilidad en cabras con ovulacion inducida mediante efecto
macho, y tratadas con una cdpsula intravaginal de progesterona, sustituyendo a la
inyeccion intramuscular en el protocolo IMA-PRO2°.

7.4.1.- Experimento 4.1
7.4.1.1.- Animales

Se utilizaron cabras de raza Murciano-Granadina en dos explotaciones
pertenecientes a la Asociacion Espafiola de Criadores de la cabra Murciano-Granadina
(ACRIMUR) en la region de Murcia.

En la explotacién 1 se utilizaron 128 hembras y 100 hembras en la explotacion
2. Las cabras eran adultas en lactacion, y fueron tratadas durante el mes de abril
(periodo de anestro). Las hembras tenian entre 2 y 8 afios de edad estaban en un sistema
de explotacion intensivo de 1 parto/afio y habian parido en los meses de septiembre-

octubre del afio anterior, manteniendo una buena condicion corporal.

7.4.1.2.- Disefio experimental

Las hembras fueron separadas de los machos al menos con un mes de antelacion
siguiendo el protocolo descrito para el efecto macho. En el momento de la introduccion
de los machos (proporcion 1/10), las hembras se dividian en dos lotes homogéneos (68
y 60 cabras en el explotacion 1 y 50 y 50 en el explotacion 2). En el momento de la
introduccion de los machos, las hembras eran tratadas en un lote con una inyeccion
intramuscular de 25 mg de progesterona en vehiculo oleoso (IMA-PRO2®) vy el resto
con una capsula intravaginal que contenia 120 mg de progesterona, segun el método
descrito para la adicion a la patente (Método de Induccidon y Sincronizacién de la
Ovulacion para la inseminacion artificial sistematica en ganado caprino (IMA-PRO2®).
W0200303053).

Siguiendo el protocolo IMA-PRO2® (Ldpez Sebastian et al., 2007) las hembras
se trataban 9 dias después de la introduccién de los machos con una inyeccién
intramuscular de 75 pg de Cloprostenol, 0,3 ml de Estrumate® (Mallinckrodt Vet
GmbH. Friesoythe, Alemania) y 55 horas después de la inyeccion se llevaba a cabo la

inseminacion artificial de todas las hembras, por un solo inseminador. Se utilizaba
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semen congelado de machos de la raza Murciano-Granadina del centro Ovigen (Centro
de Seleccion y Mejora Genética de Ovino y Caprino de Castilla y Ledn. Toro, Zamora),
en pajuelas de 0,25 ml, con una dosis de 200 x 10° espermatozoides. El semen se
depositaba en la entrada del cuello cervical siguiendo la técnica habitual para esta

especie.

7.4.2.- Experimento 4.2.
7.4.2.1.- Animales

Se utilizaron 144 animales de la raza Malaguefia en una explotacion perteneciente a la
Asociacion Espafiola de Criadores de la Cabra Malaguefia (A.E.C.C.M.), en la provincia
de Mélaga. Las cabras eran adultas entre 2-8 afios de edad, en lactacion, fueron tratadas
durante el mes de mayo en un sistema de explotacidén semi-intensivo, habian parido en
los meses de octubre —noviembre del afio anterior, y mantenian buena condicion

corporal y estado sanitario.

7.4.2.2.- Disefio experimental

Las cabras fueron divididas en dos lotes iguales, un grupo control fueron tratado
con el protocolo hormonal clésico para induccion y sincronizacion de ovulaciones en
esta especie utilizando esponjas intravaginales de 20 mg de acetato de fluorogestona
(Intervet. Boxmeer, Holanda) durante 11 dias, administrando 300 Ul de eCG
(Folligon®. Intervet) y 75 pg de cloprostenol (Estrumate®. Mallinckrodt Vet GmbH.
Friesoythe, Alemania) en el dia 9, 48 horas antes de la retirada de las esponjas
intravaginales. En este grupo, las cabras se inseminaron 46 horas después de la retirada

de las esponjas.

Las cabras del lote 2 fueron tratadas siguiendo el protocolo del experimento 1
IMA.PRO2, con utilizacion de efecto macho y con administracion de capsulas
intravaginales de 120 mg de progesterona en el momento de la introduccion de los
machos. Ambos protocolos, se hacian coincidir de forma que las cabras se inseminaron
todas a la vez, por un mismo inseminador con semen refrigerado a 5 °C, perteneciente a
los machos de la Asociacién en pajuelas de 0,25 ml y una dosis de 200 x 10° millones

de espermatozoides.
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7.5.- Técnicas
7.5.1.- Deteccidn de celo.

Para la deteccion del celo se utilizaban machos vasectomizados o machos
enteros  provistos de un mandil (Donaghys Ram Harness®, Donaghys Ltd., Nueva
Zelanda) que impedia la cubricién. Los machos estaban en un proporcion aproximada
de 1/10 respecto del numero de hembras. Los machos también iban provistos de un
arnés con pastillas marcadoras de cera de diferentes colores (Donaghys Ram Crayons®,
dureza media, Donaghys Ltd., Nueva Zelanda). Los machos se cambiaban cada doce
horas, y cada 4 horas coincidiendo con las recogidas de muestras de sangre se retiraban
las cabras que habian sido claramente marcadas, una sola marca no es identificativo de

hembra claramente en celo.

7.5.2.- Preparacion de la capsula intravaginal.

Las cépsulas intravaginales de liberacion de progesterona se preparaban segun
el protocolo descrito para la patente (Método de Induccidn y Sincronizacién de la
Ovulacion para la Inseminacion Artificial Sistematica en Ganado Caprino (IMA-
PRO2®). W0200303053).

Las capsulas de gelatina (Céspulas 1 blancas BA-05509, Fagron Iberica.
S.A.U.) tenian capacidad para 600 ul, contenian 120 mg de progesterona micronizada
(progesterona PH.EUR. Siemsgluss lberica, S.A.) en vehiculo oleoso a base de aceite de
palma (Sigma-Aldrich, 70905-500G), 12 mg de lecitina de soja (Asolectina, Sigma-
Aldrich, 11145-50G) y 60 mg de ciclodextrina ([ ciclodextrina, SAFC, W40, 282-6).

En el aceite de palma precalentado en bafio Maria a 40°C, se disolvian la
asolectina y la ciclodextrina, a este medio oleoso se afiadia la progesterona micronizada
para alcanzar una concentracion de 120 mg en 600 pl de vehiculo. EI producto liquido
final se afiadia mediante pipeta a las capsulas abiertas, que se cerraban a continuacion

manteniéndolas en refrigeracion a 4°C hasta el momento de su utilizacion.

Para la administracion intravaginal se utilizaba un catéter de plastico para évulos
intravaginales, de una longitud de 13 cm que permitia la deposicion de la capsula en el

fondo de la vagina.
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7.5.3.- Ovariectomia.

La ovariectomia se realizO por exposicion de los ovarios mediante una
laparotomia media, seguida de la realizacion de doble ligadura de la arteria y vena
ovaricas, y posterior extirpacion del ovario, desprendiéndolo del hilio ovérico. Esta
intervencion quirdrgica se realizd con anestesia general, inducida mediante la
administracion de 10 mg/kg via intravenosa de una solucion al 5% de tiopental sodico
(Tiobarbital B.Braun®) y se mantuvo con anestesia inhalatoria al 0,5-2% Isofluorano
(ISOFLO®, Esteve Veterinaria). Como premedicacién anestésica se administraron 2
mg/kg via intramuscular de flunixin meglumine (Finadyne®, Intervet Schering Plough
Animal Health) y atropina (Atropina B.Braun®) 0,02 mg/kg via intravenosa. Durante el
periodo anestésico se monitorizd la funcion cardiaca y respiratoria. Terminada la
intervencion los animales se mantuvieron durante 10 minutos exclusivamente con

oxigeno. Después de la intervencion se aplico una antibioterapia profilactica.

7.5.4.- Muestras de sangre (plasma sanguineo).

Las muestras de sangre fueron recogidas de la vena yugular en tubos de vacio de
5 ml heparinizados (Vacutainer ® Systems Europe, Becton Dickinson, Meylan Cedex,
Francia). Inmediatamente después los tubos eran centrifugados a 1500 g durante 15
minutos. El plasma recogido se pasaba a tubos de poliestireno, de 3 ml. Los tubos
herméticamente cerrados permanecian en congelacion a -20°C hasta el momento de su

analisis para la determinacion hormonal.

7.5.5.- Analitica de LH.

En las muestras de plasma descongelado se determinaron las concentraciones de
LH mediante un Kit de ELISA (LH DETECT®, ReproPharm SAS, Francia) para LH

caprina.

Las determinaciones analiticas se realizaban en alicuotas de 10 ul de la muestra
de plasma, a las que se les afiadia 90 pl de tampén fosfato, (0,04M a pH=7,0). Cada

muestra se afiadia a los pocillos de la placa por duplicado. De igual forma se afiadian a
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los pocillos del kit 100 pl de cada uno de los 7 puntos de la curva standard desde 0

ng/ml a4 ng/ml, también por duplicado.

Después de una incubacion de 45 minutos a temperatura ambiente, se lava la
placa con PBS-Tween y se afiade el anticuerpo 2 (AC2). De nuevo se incuba y se lava,
antes de afadir el anticuerpo 3(AC3) y su posterior incubacion. Se lava la placa por
ultima vez con PBS-Tween y se afiade el substrato TMB (SUB TMB), asi como la
solucion de parada. La lectura de los resultados se realizaba en un equipo para lector
ELISA (Microplate Reader MR-96? Shenzhen Mindray Bio-Medical Electronics) a
longitud de onda de 405 nm.

Se consideraba el momento de inicio de la descarga preovulatoria de LH cuando
un punto del muestreo era cinco veces superior a la media de la concentracion basal de
LH. El limite de deteccion fue de 0,04ng/ml y los coeficientes de variacion inter e

intraanalisis 12.8% y 11.7 % respectivamente.

7.5.6.- Analitica de progesterona.

Los niveles de progesterona en sangre periférica fueron medidos en alicuotas de
100 ul de plasma, segun la técnica de analisis radioinmunologico descrita por Lopez
Sebastian et al., (1984). En este caso no se realizaba proceso de extraccion de
progesterona con hexano y el analisis se realizaba de forma directa en plasma,
utilizando una curva standard en plasma sanguineo con las siguientes concentraciones:

0,125 ng/ml 0,25 ng/ml 0,5 ng/ml 1 ng/ml 2 ng/ml hasta 4 ng/ml.

En los tubos que contenian el residuo seco (progesterona), asi como en los
pertenecientes a la curva standard, se afiadieron 200 ul de tampdn fosfato, (0,04 M a
pH=7,0), 100 ul de antisuero antiprogesterona a la dilucion de 1/700 (Anti-
Progesterona, Mouse IgG1, Acris GmbH) y 100 ul (10.000 cpm) de progesterona

marcada con tritio (1,2,6,7 Progesterona H®, Amersham), (85-110 Ci/mmol).

Después de un periodo de incubacion de 24 horas a 4°C se separaron las
fracciones, afiadiendo en cada tubo 500 pl de una suspensién de carbon dextrano a partir
de 250 mg de carbon activo (Norit® A, Serva) y 10 mg de dextrano (Dextrano, Sigma-
Aldrich) en 200 ml de tampon fosfato (PBS). Después de 15 minutos de contacto a 4 °C

se centrifugaron a 4.500 rpm durante 20 minutos en centrifuga refrigerada.
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Posteriormente se recuperé el sobrenadante y se pasé a viales de polietileno, afiadiendo

500 pl de liquido de centelleo a cada tubo.

Tras un periodo de agitacion de 30 minutos, se detecto la actividad radiactiva de
cada muestra en cpm, de la fraccién de hormona ligada al anticuerpo, en un contador de
centelleo liquido (Contador TRI-CARB 2100TR, Packard), a temperatura ambiente.

El porcentaje de recuperacion fue de 84,3%, el limite de deteccion 0,06 ng/ml, y
los coeficientes de variacion inter e intraandlisis de 10,4% y13,6% , respectivamente.

7.5.7.- Ecografia.

Las ecografias para diagndstico de gestacion (35-45 dias post-inseminacion) en
el experimento 4, se llevaron a cabo mediante un equipo Aloka 500 provisto de una
sonda transabdominal de 5 MHz. Las ecografias se realizaban con la hembra de pie,
apoyando la sonda con gel para ultrasonografia por debajo de la ingle y entre la cara
interna de la extremidad y flanco derecho. La identificacion de cabras positivas era
considerada una vez que se visualizaban estructurales embrionarias y placentarias

correspondientes a ese periodo de gestacion.

7.5.8.- Farmacocinética de la progesterona.

Para el analisis farmacocinético de las concentraciones de progesterona frente al
tiempo, se utilizé el programa informatico PK solution®, version 2.0. Se utilizé un
modelo no compartimental para el andlisis de los datos. EI modelo no compartimental
es independiente del efecto de variables como la edad, animales, vias de administracion,
estado fisiologico, etc., y a su vez los parametros lo son respecto al numero de
compartimientos que se pudieran escoger en cada analisis (Kinabo y McKellar, 1989;
Riviere, 2009).

La estimacion de los pardmetros farmacocinéticos se llevo a cabo utilizando el
modelo de célculo basado en la estimacion del area bajo la curva (AUC), descrito por el
perfil concentracidn — tiempo. En este caso, la estimacion del AUC se realiza mediante

la aplicacion de la regla trapezoidal clasica.
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Todos los valores de las concentraciones plasmaticas obtenidos de cada animal
se procesaron y se ajustaron de forma individual y posteriormente, se procedié al
calculo de la media de los parametros farmacocinéticos entre los individuos que

conformaban cada uno de los ensayos realizados.

7.5.9.- Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos se expresaron como media aritmética + error estandar
de la media (x £ S.E.M). El analisis estadistico de los datos se realiz6 con el programa
Statistica for Windows v.12.0 software (Stat-Soft, Tulsa, OK, USA). El nivel de
significacion fue de P < 0,05.

Para determinar la realizacion de un test paramétrico o no paramétrico,
previamente se evalué si las variables se ajustaban a una distribucion normal mediante
el test de Shapiro-Wilk. Cuando los datos no se ajustaban a una distribucién normal,
incluso tras la pertinente transformacion logaritmica, las variables se analizaron

mediante test no paramétricos.

Los métodos estadisticos utilizados para cada uno de los experimentos fueron los

siguientes:

- Experimento 1: Efecto de la duracion del tratamiento progestativo en el momento
de la introduccién de los machos, sobre la descarga de LH en cabras con

ovulacién inducida mediante el efecto macho.

- Dias que trascurren desde la inyeccion de progesterona o la retirada de la esponja
intravaginal hasta alcanzar un nivel de progesterona plasmatica > 0.5 ng/ml: Test
no parametrico de Kruskal-wallis (MULTIPLE COMPARISONS).

- Concentracién media de progesterona durante los nueve dias siguientes a la
retirada del dispositivo intravaginal: Analisis de varianza (ANOVA) de medidas

repetidas.

- Comparacion de multiples medias, relacionadas con los tiempos transcurridos
entre la introduccion de los machos y aparicion de picos de LH: Analisis de
varianza (ANOVA) de una via.
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Experimento 2: Liberacion de progesterona y cinéetica en plasma sanguineo,

administrada en capsula intravaginal en cabras ovariectomizadas.

Comparaciones de parametros farmacocinéticos entre distintos grupos: Analisis
de varianza (ANOVA) de medidas repetidas.

Experimento 3: Descarga de LH en respuesta al efecto macho en cabras tratadas
con esponja vaginal de FGA durante 30 horas y con aplicacion de cépsula
intravaginal de progesterona.

Concentracion media de progesterona durante los nueve dias siguientes a la
retirada del dispositivo intravaginal: Analisis de varianza (ANOVA) de medidas

repetidas.

Comparacion de maltiples medias, relacionadas con el tiempo transcurrido entre
la introduccion de los machos y apariciones de picos de LH: Analisis de varianza
(ANOVA) de una via.

Experimento 4.1 y 4.2: Fertilidad en cabras con ovulacién inducida mediante el

efecto macho y tratadas con una capsula intravaginal de progesterona.

Comparacién de porcentajes de fertilidad entres distintos grupos segun

tratamiento farmacoldgico: Chi-cuadrado.
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Resultados

8.1.- Experimento 1: Efecto de la duracidén del tratamiento progestativo en el
momento de la introduccion de los machos, sobre la descarga de LH y funcién del

cuerpo luteo en cabras con ovulacion inducida mediante el efecto macho.

En todas las hembras incluidas en el experimento se confirmo la ausencia de
ciclicidad, mediante la determinacion de las concentraciones plasmaticas de

progesterona 9 dias antes y en el momento de la introduccion de los machos.

Las concentraciones de progesterona en ambas muestras fueron inferiores a 0,2
ng/ml lo que demuestra la situacion de anestro para todas las cabras en el momento de la

introduccion de los machos.

- Concentraciones plasméticas de LH

La descarga preovulatoria de LH se observé en el 100% de los animales,
independientemente del tratamiento aplicado.

En la Tabla 2 se muestran las medias y errores estandar de las concentraciones
de LH, calculadas a partir de los datos individuales dentro de cada grupo. En la tabla se
han hecho coincidir las concentraciones medias correspondientes a los picos
preovulatorios, con las medias de tiempo que transcurren en cada grupo desde la
introduccién de los machos a dichos picos de LH. La descarga preovulatoria de LH
aparece en los grupos A2, A3 y A4, a partir de las 30 horas de la retirada del
tratamiento progestativo (24, 48 y 72 horas respectivamente). En el caso del grupo A1,
tratado con inyeccion intramuscular de progesterona, la descarga preovulatoria de LH
tiene lugar 8 horas después del grupo A2, lo que indica que el descenso del nivel
plasmatico de progesterona conseguido mediante la administracién intramuscular es

unas horas posterior al efecto conseguido con 24 horas de tratamiento progestativo.
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Tabla 2.Medias de las concentraciones de LH (ng/ml) después del efecto macho. Grupo Al: tratado con
inyeccion intramuscular de progesterona en el momento de la introduccion de los machos; Grupos A2, A3
y A4: tratados con esponja intravaginal de FGA durante 24, 48 y 72 horas respectivamente. En rojo se
indica la concentracion media del pico preovulatorio coincidiendo con la media de tiempo que trascurre
desde la introduccidn de los machos

Al A2 A3 A4
Tiempo (h) Media | S.EM Media | S.EM Media | S.E.M Media | S.EM
34 0 0 0,24 0,59 0 0 0 0
38 0 0 0,32 0,50 0 0 0 0
42 0 0 1,04 1,06 0 0 0 0
46 0 0,13 0,97 0,86 0 0 0 0
50 0,15 0,24 0,83 0,66 0 0 0 0
54 0,26 0,33 2,19 1,47 0 0 0 0
58 0,46 0,35 17,18 5,81 0 0 0 0
62 1,53 1,68 7,39 7,05 0 0 0 0
66 19,30 5,96 1,08 0,81 1,17 0,61 0 0
70 3,30 2,82 0,39 0,41 1,66 0,84 0 0
74 0,65 0,48 0,03 0,06 1,85 1,12 0 0
78 0,12 0,29 0,06 0,15 3,35 3,30 0 0
82 0,06 0,15 0,04 0,09 16,37 6,41 0,46 0,72
86 0 0,15 0 0 5,83 4,50 1,06 0,63
90 0 0 0 0 2,23 0,59 1,53 0,48
94 0 0 0 0 0,90 1,46 1,64 0,25
98 0 0 0 0 0 0 2,08 1,19
102 0 0 0 0 0 0 20,57 7,88
106 0 0 0 0 0 0 8,48 5,68
110 0 0 0 0 0 0 0,82 0,90
114 0 0 0 0 0 0 0,13 0,31
118 0 0 0 0 0 0 0 0

Los intervalos entre la introduccion de los machos y la descarga preovulatoria
de LH se muestran en la Tabla 3 y en la Figura 12, asi como los perfiles de secrecion
medios de esta hormona para cada uno de los grupos. El pico de LH del grupo A2 (24
horas de tratamiento progestativo) es el primero en aparecer, sin presentar diferencias
significativas con el grupo Al (inyeccion intramuscular de progesterona) (mediaxtSEM
66,7+4,2 horas y 58+2,7 horas respectivamente). Las descargas preovulatorias de LH
son posteriores en los grupos A3 y A4 (48 y 72 horas de tratamiento progestativo
intravaginal) como consecuencia de la mayor duracion en el mantenimiento de niveles
plasmaticos de FGA con el dispositivo intravaginal (mediaxtSEM 83,3£2,2 horas y
102+1,4 horas respectivamente) (P< 0,05).

96




Tabla 3. Horas desde la introduccion de los machos al

Diferentes letras (a, b y ¢) indican diferencias significativas (P< 0,05)

Grupo

Macho/LH

Al

66,7 +4,2°

A2

58+2,7°2

A3

83,3+22°"

A4

102+14°
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pico preovulatorio de LH (media + SEM).
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Fig.12. Descarga preovulatoria de LH (media = SEM) inducida por la introduccién de los machos en
cabras con tratamiento progestativo intravaginal (A2, A3 y A4; 24, 48 y 72 horas respectivamente) o
inyeccion de progesterona (Al) el dia de la introduccién de los machos

Los datos de los intervalos desde la retirada de los dispositivos intravaginales a

los picos preovulatorios de LH aparecen en la Tabla 4, y los perfiles de secrecion

medios de LH en la Figura 13. No existen diferencias significativas entre grupos
(mediaxtSEM 34+2,7h, 35+2,2h y 30+1,4h para los grupos A2, A3 y A4

respectivamente). Sin embargo el periodo mas largo de tratamiento progestativo (72

horas) reduce el intervalo en aparicion de esta descarga preovulatoria, cuando se

compara con los otros dos grupos (30+1,4 vs 34+2,7 0 35+2,2 horas) (P>0,05).
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Tabla 4. Horas desde la retirada de la esponja intravaginal al pico preovulatorio de LH (media £ SEM)
en los grupos A2, A3y A4 (24, 48 y 72 horas respectivamente). La misma letra (a) indica que no existen

diferencias significativas (P > 0,05)

Grupo Retirada esponja/LH
A2 34+2.7°
A3 35+2.2°
Al 30+1.4°
25 -
A2
225 - [
A3

pe] M LT
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Fig.13. Intervalo entre la retirada de las esponjas intravaginales en los grupos A2, A3y A4 (24,48 y 72

horas respectivamente) y la descarga preovulatoria de LH (media + SEM)

- Concentraciones plasmaticas de progesterona

Si consideramos como reflejo de funcion luteal eficaz una concentracion de
progesterona plasmatica >0,5 ng/ml, en la Tabla 5 y Figura 14 se muestran los
intervalos entre la retirada de las esponjas intravaginales y el momento en que las
concentraciones de progesterona del cuerpo lateo inducido alcanzan los 0,5 ng/ml. El
tratamiento progestativo de menor duracion (A2: 24horas) retrasa significativamente el
momento en que la progesterona plasmatica alcanza los 0,5ng/ml, en comparacion con
los otros dos tratamientos de mayor duracion (5,3£0,2 vs 4,2+0,3 y 4+0,4 dias)
(P< 0,05).
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Tabla 5. Dias que trascurren desde la retirada de la esponja intravaginal hasta alcanzar un nivel de
progesterona plasmética > 0,5 ng/ml (media + S.E.M.). La misma letra (a) indica que no existen
diferencias significativas (P > 0,05)

Grupo MediatS.E.M
A2 5,3+0,2%
A3 4,2+0,3%
Ad 4+0,4°
6,0 -
50 - T
40 - 1 I
© i
A 30
2,0 -
1,0 -
0,0 . . .
A2 A3 Ad
Grupos

Fig.14. Dias que transcurren desde la retirada de la esponja intravaginal, grupo A2, A3 y A4 hasta
alcanzar un nivel de progesterona plasmatica > 0,5 ng/ml (media + S.E.M.)

En la Tabla 6 aparecen los niveles plasmaticos de progesterona durante los
nueve dias posteriores a la retirada del tratamiento progestativo en los grupos A2, A3y
A4 (24, 48 y 72 horas de duracion). Independientemente de la duracion del tratamiento
aplicado, se evita la aparicion de ciclos cortos, y en todos los animales el ciclo inducido

es de duracion normal.

El perfil de liberacion de la progesterona esta asociado al tiempo que se
mantiene el dispositivo vaginal en cada grupo, en la Figura 15 se muestran estos perfiles
con las medias de las concentraciones durante los nueve dias posteriores a la retirada del
dispositivo vaginal en cada grupo. Si observamos este patron en los dias siguientes a la
retirada de la esponja nos encontramos dos periodos bien definidos, uno comprende los
primeros cuatro dias (d0-d3), y el otro los cinco dias restantes (d4-d9). No se observan
diferencias significativas en la liberacion de progesterona entre ninguno los tres grupos
en el primer periodo (P>0,05). En el dia 4 ya aparecen diferencias entre grupos, siendo

las concentraciones de progesterona inferiores en el grupo A2 (24horas de tratamiento)
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respecto de los otros dos grupos (A3 y A4; 48 y 72 horas de tratamiento) (P < 0,05).
Estas diferencias entre grupos se mantienen hasta el dia 9, salvo en los dias 5 y 6 donde
no existen diferencias significativas entre los grupo A2 y A3 (24 y 48horas de
tratamiento) (P>0,05) (Tabla 6).

En el grupo A2 (24 horas), no solo la secrecion de progesterona por parte del
cuerpo luteo generado se retrasa comparado con los otros dos grupos, ademas los
niveles que se alcanzan son inferiores y se mantienen menos tiempo en comparacion

con los otros dos tratamientos (P < 0,05).

Tabla 6. Medias de las concentraciones de progesterona durante los nueve dias posteriores al de la
retirada del tratamiento progestativo (dia 0). Diferentes letras (a y b) indican diferencias significativas
(P<0,05)

Grupo do dl d2 d3 d4 d5 d6 d7 ds d9
A2 0? 0? 0,017% | 0,035% | 0,017% | 0,472% | 1,335% | 1,562% | 1,79 | 1,602°
A3 0* | 0,012% | 0,003 | 0,112% | 0,425° | 1,115% | 1,855% | 2,565° | 3,052° | 4,282°
A4 0* | 0,003 | 0,07* | 0,162° | 0,563° | 1,35" | 2,32° | 3,28" | 3,885" | 4,073°
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Fig.15. Evolucion de las concentraciones plasmaticas de progesterona (mediazS.E.M.) durante los nueve
dias siguientes a la retirada del dispositivo intravaginal en los tres grupos de tratamiento con esponjas
intravaginales 24, 48 y 72 horas
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8.2.- Experimento 2: Liberacion de progesterona y cinética en plasma sanguineo,
en cabras ovariectomizadas, después de la administracion de capsulas de gelatina
intravaginales que contenian 120 mg de progesterona.

En la Figura 16 se muestran las concentraciones plasmaticas de progesterona en
cabras ovariectomizadas después de la administracion de una inyeccién intramuscular
de 25 mg de progesterona en vehiculo oleoso (grupo control, C1) o mediante la
aplicacion de una cépsula intravaginal con 120 mg de progesterona (grupo capsula,
C2).

Las medias de estas concentraciones en ambos grupos fueron significativamente
diferentes durante todo el experimento (P<0,05), aunque las mayores diferencias se
detectaron en las tres primeras y en las cinco Gltimas muestras. En ambos grupos se
produjo un incremento muy marcado en la primera muestra (dos horas post
tratamiento). La concentracion maxima (Cmax) de progesterona que se alcanzé con la
inyeccion intramuscular en el grupo C1 fue mayor pero no significativamente diferente
(2,40£0,17 vs 2,33+2,86 ng/ml) (P>0,05) y se alcanzé dos horas antes (Tmax: 2,86£0,59
vs 4,29 +0,43 horas) que en el grupo C2 (capsula intravaginal) (P=0,05).

Después del pico maximo, las concentraciones de progesterona disminuyen en
ambos grupos, hasta alcanzar las concentraciones de 0,5 ng/ ml, consideradas
representativas del desblogueo hipotaldmico de la secrecién fasica de GnRH. EIl grupo
C1 mantuvo valores por encima de este nivel hasta las 36+2 horas, sin embargo en el
grupo C2 esta situacion se mantiene solo hasta las 28+2 cuando las concentraciones de
progesterona descendieron por debajo de los 0,5 ng/ml. Al final del experimento, 42
horas después de la aplicacion de los tratamientos, los niveles medios de progesterona

habian descendido hasta niveles basales en ambos grupos.

En la Tabla 7 aparecen los pardmetros farmacocinéticos valorados en ambos
grupos. La via de administracién de la progesterona afecta al comportamiento y a la
disponibilidad de la misma. La progesterona se mantiene en plasma durante un mayor
periodo de tiempo después de una administracion intramuscular (C1) de 25 mg en
vehiculo oleoso, que administrando 120 mg en una capsula intravaginal (C2) (t, »:
8,87+0,09 vs 6,45+ 6,51horas, respectivamente) (P> 0,05).
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En las Tablas 8 y 10, aparecen los datos individualizados de las concentraciones
plasméticas de progesterona en cada muestra de sangre recogida cada 2 horas. En las
Tablas 9 y 11 se muestran los pardmetros farmacocinéticos mas relevantes para el

estudio.

El tiempo medio de residencia fue mayor en el grupo C1 que en el C2 (MRT:
18,07+0,83 vs 14,54+0,42 horas) (P< 0,05). Ademas, el tiempo que permanecio la
progesterona en concentraciones superiores a los 0,5 ng/ml fue diferente entre grupos,
siendo mayor en el grupo C1 que en el C2 (362 vs 28+2 horas) (P<0,05). Existen
diferencias en la disponibilidad de la progesterona segun la via de administracion; el
area bajo la curva durante el periodo de muestreo fue mayor en la administracion
intramuscular que en la intravaginal (AUC: 42,78+1,02 vs 39,23+7,70 ng.h/ml)
(P<0,05).

3,0 -
254 T ] C1 (control)
£ i £
\g) 2o L T 1 C2 (cépsula)
S =1
o e
a 1,0 - i -
0,5 h B = T - = = =
0,0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T —_;
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42
Tiempo (horas)

Fig.16. Evolucién de las concentraciones plasmaticas de progesterona (media+S.E.M.) después de la
administracién de una inyeccion intramuscular de 25 mg de progesterona en vehiculo oleoso (C1: grupo
control) o mediante la aplicacién de una capsula intravaginal (C2: grupo cépsula) con 120 mg de

progesterona, en cabras ovariectomizadas
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Tabla 7.- Parametros farmacocinéticos (media+S.D.) de progesterona en cabras ovariectomizadas después
de la administracién de una inyeccién intramuscular (25 mg) (C1: grupo control) o mediante la aplicacién
de una capsula intravaginal (120 mg) (C2: grupo capsula). Diferentes letras (a y b) indican diferencias

significativas (P< 0,05)

Parametros Grupo C1 (intramuscular) Grupo C2 (intravaginal)

Trax(h) 2,86+0,59% 4,29+0,43"
Crax(ng/ml) 2,4+0,17° 2,33+2,86°
AUC .¢(ngxh/ml) 42,78+1,02° 39,23+7,7°
ty (h) 8,87+0,09° 6,45+6,51°
AUC.(ngxh/ml) 46,13+1,05° 40,42+7,89"
Vz(ml/kg) 6,85+1,52° 27,77+5,82°

Cl (ml/kgxh) 0,54+0,01% 2,98+102,73"
MRT as:(h) 14,92+0,4° 13,35+0,28"
MRT., (h) 18,07+0,83 14,54+0,42"

Cmax = concentracion maxima de progesterona en plasma (pico)

Tmax = tiempo en el que se alcanza la concentracion maxima de progesterona
AUC,; = &rea bajo la curva de la concentracion plasmética de progesterona respecto al tiempo, desde

cero hasta 42 h.

t ., = semivida de eliminacion

AUC,, = area bajo la curva de la concentracion plasmatica de progesterona respecto al tiempo, desde cero

hasta el infinito.

Vz = volumen de distribucién

Cl = aclaramiento total de la progesterona en plasma

MRT .5 = tiempo medio de residencia desde tiempo cero hasta 42 h.
MRT,, = tiempo medio de residencia desde cero hasta el infinito.

103



Resultados

Tabla 8.- Concentraciones plasmaticas individuales de progesterona (ng/ml) en las cabras del grupo

control (inyeccién intramuscular de 25 mg de progesterona en aceite de oliva, 0,625 mg/kg) durante las

42 horas después de la administracion (mediatS.D.)

Tiempo(h) 1 2 3 4 5 6 7 Media| S.D.
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00
2 2,22 1,86 2,42 3,14 2,03 2,90 2,00 2,37 | 0,18
4 1,90 1,92 2,21 2,40 1,82 2,65 1,90 2,11 | 0,12
6 1,53 1,53 1,35 1,71 2,20 2,53 1,75 1,80 | 0,16
8 1,35 1,43 1,34 1,97 1,62 1,90 1,87 1,64 | 0,10
10 1,41 1,36 1,32 1,43 1,57 1,73 1,61 1,49 | 0,06
12 1,26 1,39 1,30 1,21 1,60 1,58 1,52 1,41 | 0,06
14 1,20 1,32 1,22 1,10 1,52 1,60 1,44 1,34 | 0,07
16 1,30 1,15 1,19 1,02 1,44 1,41 1,33 1,26 | 0,06
18 1,05 1,12 1,15 0,81 1,30 1,12 1,07 1,09 | 0,06
20 0,96 1,01 0,99 0,75 1,25 0,82 0,90 0,95 | 0,06
22 0,95 0,83 0,87 0,67 1,06 0,78 1,01 0,88 | 0,05
24 0,90 0,75 0,91 0,63 1,01 0,65 0,77 0,80 | 0,05
26 0,82 0,67 0,88 0,53 0,91 0,66 0,78 0,75 | 0,05
28 0,79 0,64 0,76 0,57 0,82 0,60 0,72 0,70 | 0,04
30 0,75 0,59 0,70 0,51 0,67 0,58 0,59 0,63 | 0,03
32 0,67 0,45 0,64 0,43 0,52 0,58 0,56 0,55 | 0,03
34 0,61 0,49 0,54 0,48 0,42 0,39 0,57 0,50 | 0,03
36 0,53 0,37 0,61 0,46 0,45 0,42 0,52 0,48 | 0,03
38 0,42 0,28 0,39 0,33 0,25 0,30 0,27 0,32 | 0,02
40 0,40 0,24 0,19 0,30 0,15 0,23 0,29 0,26 | 0,03
42 0,32 0,10 LOQ LOQ 0,07 0,12 0,09 0,14 | 0,04

(LOQ: por debajo del limite de cuantificacion)

Tabla 9.- Pardmetros farmacocinéticos (mediatS.D.) individualizados, después de la administracién

intramuscular de una dosis 25 mg de progesterona (0,625 mg /Kg) en 2 ml aceite de oliva (modelo no

compartimental)

Parametros 1 2 3 4 5 6 7 Media | S.D.
Tmax(h) 2 4 2 2 6 2 2 2,86 | 0,59
Crmax(ng/ml) 2,22 1,92 2,42 3,14 2,2 2,9 2 2,40 | 0,17
AUC,.s(ng-h/ml)| 42,37 38,98 42,08 40,62 45,36 47,03 43,03 | 42,78 | 1,02
t oy, (h) 9,8019 | 11,9851 | 0,9334 | 14,7968 | 2,2752 | 10,3302 | 11,9588 | 8,87 | 0,09
AUC,(ng-h/ml) | 47,07 | 43,0428 | 42,1148 | 47,3466 | 45,604 | 50,2562 | 47,4871 | 46,13 | 1,05
Vz(ml/kg) 7,5107 | 10,0428 | 0,7994 | 11,2718 | 1,7994 | 7,4137 | 9,0829 | 6,85 | 1,52

Cl (ml/kg-h) 0,5311 | 0,5808 | 0,5936 | 0,528 | 0,5482 | 0,4975 | 0,5265 | 0,54 | 0,01
MRT as(h) 16,3002 | 15,1647 | 15,5751 | 13,3973 | 15,1451 | 13,5548 | 15,2782 | 14,92 | 0,40
MRT,, (h) 20,2784 1 19,3298 | 15,598 | 20,2097 | 15,3063 | 16,3375 | 19,4056 | 18,07 | 0,83
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Tabla 10.- Concentraciones plasmaticas individuales de progesterona (ng/ml) en las cabras tratadas con

capsula intravaginal con 120 mg de progesterona en vehiculo oleoso (3 mg/Kg) durante las 42 horas

después de la administracion (media+S.D.)

Tiempo(h) 1 2 3 4 5 6 7 Media [S.EM.
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00
2 2,07 1,76 2,23 1,74 1,80 1,93 1,87 1,91 (0,07
4 2,52 2,11 2,65 2,07 2,54 2,00 2,31 2,31 | 0,10
6 1,87 1,90 2,32 1,83 2,43 2,12 2,23 2,10 | 0,09
8 1,43 1,81 1,95 1,65 1,85 1,72 1,49 1,70 | 0,07
10 1,21 1,67 1,88 1,46 1,77 1,61 1,20 1,54 | 0,10
12 1,23 1,65 1,71 1,30 1,80 1,57 1,24 1,50 [ 0,09
14 1,14 141 1,36 1,28 1,31 1,48 1,22 1,31 | 0,04
16 1,05 1,12 1,30 1,14 0,99 1,25 1,13 1,14 | 0,04
18 1,03 0,90 1,13 0,97 0,87 1,30 0,90 1,01 [ 0,06
20 1,01 1,00 1,06 0,96 0,71 1,18 0,86 0,97 | 0,06
22 0,77 0,84 0,85 0,62 0,70 1,07 0,72 0,80 | 0,05
24 0,75 0,73 0,81 0,54 0,62 0,65 0,70 0,69 | 0,03
26 0,71 0,67 0,69 0,53 0,51 0,60 0,59 0,61 | 0,03
28 0,63 0,46 0,67 0,44 0,43 0,32 0,55 0,50 | 0,05
30 0,30 0,29 0,42 0,20 0,37 0,28 0,34 0,31 | 0,03
32 0,34 0,25 0,40 0,23 0,32 0,22 0,38 0,31 | 0,03
34 0,33 0,25 0,32 0,22 0,29 0,24 0,35 0,29 | 0,02
36 0,27 0,20 0,27 0,19 0,28 0,20 0,29 0,24 | 0,02
38 0,26 0,18 0,25 0,19 0,20 0,15 0,27 0,21 | 0,02
40 0,08 0,07 0,15 0,13 0,09 0,06 0,12 0,10 | 0,01
42 0,11 0,07 0,08 0,09 LOQ LOQ 0,10 0,09 | 0,01

(LOQ: por debajo del limite de cuantificacion)

Tabla 11: Pardmetros farmacocinéticos (mediazS.D.) después de

la administracion de una cépsula
intravaginal con 120 mg de progesterona (3 mg/Kg) en vehiculo oleoso (modelo no compartimental)

Parametros 1 2 3 4 5 6 7 Media| S.D.
Trmex(h) 4 4 4 4 4 6 4 429 | 043
Cnax(ng/ml) 2,52 2,11 2,65 2,07 2,54 2,12 2,31 2,33 2,86
AUC«(ng-h/ml) | 38,11 38,71 44,94 35,55 39,68 39,98 37,67 | 39,23 7,70
t o, (h) 9,7049 | 5,7097 | 2,4333 | 3,7106 | 8,6351 | 5,2514 | 9,7112 | 6,45 6,51
AUC.,(ng-h/ml) | 40,3084 | 39,3671 | 45,2264 | 36,0308 | 41,6446 | 40,466 (39,9288 | 40,42 7,89
Vz(ml/kg) 41,6823 | 25,1096 | 9,3145 | 17,8288 | 35,8977 | 22,4667 | 42,106 | 27,77 5,82
Cl (ml/kg-h) 2,977 | 3,0482 | 2,6533 | 3,3305 | 2,8815 | 2,9655 | 3,0054 | 2,98 | 102,73
MRT as(h) 13,7754 | 13,3304 | 13,498 | 13,1449 | 12,7389 | 13,2391 | 13,7489 | 13,35 0,28
MRT,, (h) 16,0784 | 13,9464 | 13,7007 | 13,6014 | 14,6127 | 13,6755 | 16,1396 | 14,54 0,42
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8.3.- Experimento 3: Descarga de LH y funcion luteal después de la
introduccion de los machos, en cabras tratadas con esponja intravaginal de FGA
durante 30 horas y capsula intravaginal de progesterona.

En todas las hembras incluidas en el experimento se confirmo la ausencia de
actividad luteal mediante la determinacion de las concentraciones plasmaticas de

progesterona 9 dias antes y en el momento de la introduccion de los machos.

Las concentraciones de progesterona en todas las muestras fueron inferiores a
0,2 ng/ml, lo que demuestra la situacion de anestro para todas las cabras en el momento

de la introduccién de los machos.

- Concentraciones plasmaticas de LH

La descarga preovulatoria de LH se observé en el 100% de los animales,

independientemente del tratamiento aplicado.

En la Tabla 12 se muestran las medias y errores estandar de las concentraciones
de LH calculadas a partir de los datos de los distintos animales dentro de cada grupo. En
la tabla, se han hecho coincidir las concentraciones medias correspondientes a los picos
preovulatorios, con las medias de tiempo que transcurren en cada grupo desde la
introduccion de los machos a dichos picos de LH. En el grupo A, la descarga
preovulatoria de LH aparece a las 67 horas de la administracion de la inyeccion
intramuscular de progesterona. En el grupo B, donde se mantiene la esponja intravaginal
de FGA durante 30 horas, la descarga preovulatoria de LH aparece 34 horas después de
la retirada del dispositivo, mientras que el grupo C (capsula intravaginal de
progesterona), es donde el pico preovulatorio de LH se ve mas adelantado, apareciendo

12 horas antes respecto del grupo de la esponja intravaginal.
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Tabla 12. Medias de las concentraciones de LH (ng/ml) en los distintos grupos (A: inyeccién
intramuscular de progesterona, B: esponja intravaginal de FGA durante 30 horas, y C: cépsula
intravaginal de progesterona). En rojo se indica la concentracién media del pico preovulatorio de cada
grupo, coincidiendo con la media de tiempo que trascurre desde la introduccion de los machos

grupo A grupo B grupo C
Tiempo (h) Media S.EM Media S.EM Media S.EM
24 0 0 0 0 0 0
28 0 0 0 0 0,09 0,27
32 0 0 0 0 0,14 0,39
36 0 0 0 0 0,21 0,30
40 0 0 0 0 0,46 0,48
44 0 0 0,17 0,47 0,55 0,34
48 0 0 0,57 0,60 1,83 1,47
52 0,69 0,82 0,92 0,59 13,95 4,58
56 1,10 0,65 0,94 0,72 2,84 4,20
60 1,39 0,74 2,03 1,36 0,38 0,27
64 1,75 0,32 18,41 4,95 0,38 0,55
68 20,51 3,75 6,98 5,76 0,07 0,16
72 2,68 0,37 1,02 0,75 0 0
76 0,79 0,65 0,29 0,57 0 0
80 0,16 0,40 0 0 0 0
84 0 0 0 0 0 0

Los intervalos entre la introduccion de los machos y la descarga preovulatoria
de LH se muestran en la Tabla 13, asi como los perfiles de secrecion medios de esta

hormona para cada uno de los grupos en la Figura 17.

El pico de LH del grupo C (capsula intravaginal de progesterona) es el primero
en aparecer (53,3 = 2,45 horas). La descarga de LH aparece en segundo lugar en el
grupo B (esponja intravaginal 30 horas) (65,3 + 1,68 horas), y por Gltimo en el grupo A
(inyeccion intramuscular) a las 67,3 £ 4,67 horas. Segun estos datos, la capsula
intravaginal tendria un periodo eficaz de mantenimiento de niveles plasmaticos de
progesterona inferior a las 30 horas, que es el periodo que se han mantenido las

esponjas intravaginales de FGA.

A pesar de esto, no existen diferencias significativas entre los tres grupos
(P>0,05), es decir que todos los tratamientos son eficaces a la hora de retrasar la
descarga preovulatoria de LH a partir del momento de la introduccién de los machos.
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Tabla 13. Horas desde la introduccion de los machos al pico preovulatorio de LH (media + SEM). La
misma letra (a) indica que no existen diferencias significativas (P > 0,05)

Grupo | Macho/LH
A |673+467°
B |653+1,68°
C [533+245°%
25 -
225 - grupo A "
20 - grupo B T
17,5 grupo C I\
E 15 - T
3125 - i
5 10 -
75 - [
5 - |
T
2,5 1 3 I |
0 « v Y :.: . T |; T T T . -.- > v
24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72 76 80 84
Tiempo (horas desde la introduccién de los machos)

Fig.17. Descarga preovulatoria de LH (media + SEM) después de la introduccion de los machos en
cabras tratadas con: inyeccién intramuscular de 25 mg de progesterona en vehiculo oleoso (grupo A),
esponja intravaginal de 20 mg FGA mantenida durante 30 horas (grupo B) y capsula de gelatina

intravaginal de 120 mg de progesterona (grupo C)

- Concentraciones plasmaticas de progesterona

En la Tabla 14 se pueden observar las medias de las concentraciones de
progesterona en un periodo de 9 dias desde la introduccion de los machos, en cada uno
de los tres grupos (A: inyeccion intramuscular de progesterona, B: esponja intravaginal
de FGA 30 horas y C: capsula intravaginal de progesterona). Independientemente del
tratamiento aplicado, se evitan los ciclos cortos y todos los animales desarrollan un

ciclo inducido de duracién normal.
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El perfil de liberacidon de progesterona correspondiente a la actividad luteal del
nuevo ciclo inducido esté asociado al tipo de tratamiento que se aplica, asi como a su

duracioén.

Tabla 14. Medias por grupos de las concentraciones de progesterona durante los nueve dias
siguientes a la a la introduccién del macho. Diferentes letras (a y b) indican diferencias significativas
(P<0,05)

Grupo do d1 d2 d3 d4 d5 dé d7 ds do
A 0% | 1,274% | 0,449% | 0,092° | 0,057° | 0,197° | 0,705" | 1,323 | 2,296° | 2,664°
B 0? 0 o 0% | 0,007* | 0,133" | 0,689° | 1,216° | 1,820% | 2,336"
C 0° | 0,696 | 0,059° | 0,001% | 0,110* | 0,370% | 0,940° | 1,33* | 1,708% | 2,04°

Al inicio del experimento todas las cabras estaban en anestro, segun los
resultados de niveles de progesterona en las dos muestras previas al inicio del
tratamiento. En la Figura 18 se muestran estos perfiles con las concentraciones medias,
durante los nueve dias posteriores a la introduccion del macho y aplicacion de cada uno

de los tratamientos en cada grupo.

Si observamos este patron aparecen dos periodos bien definidos, uno comprende
los primeros cuatro dias (d0-d3), y el otro los cinco dias restantes (d4-d9). Los
incrementos de las concentraciones de progesterona en los primeros tres dias post-
tratamiento corresponden a la progesterona administrada por via intramuscular o
intravaginal en los grupos A y B, sin diferencias significativas entre capsula o inyeccién
(P>0,05). En el caso del grupo C (esponja intravaginal), la FGA no es detectada por el
anticuerpo especifico de progesterona en el analisis de RIA, por esa razon las

concentraciones tienen valor 0.

En el segundo periodo (d4-d9), no existen diferencias significativas entre
tratamientos en ninguno de los dias de este periodo (P>0,05). En los tres grupos,
independientemente del tratamiento aplicado, a partir del dia 4 hasta el dia 9 se
incrementan las concentraciones de progesterona sin diferencias significativas en las
medias de cada dia entre grupos, correspondiendo estas concentraciones con los niveles
normales de secrecion de progesterona durante la fase luteal. Aunque sin diferencias

significativas, se aprecia que el grupo al que se le administré la capsula intravaginal
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inicia la secrecion luteal unas horas antes que los otros dos grupos, lo que estaria en

conformidad con la descarga mas precoz de LH reflejada en la Figura 17.

3,5 -
grupo A
3 1 30h. retirada de la esponja grupo B }
£ 25 - grupo C T 1
g ]
s ° :
2
815 4
& A g
g 1 T
o = L
0,5 A - % - 1
L #
O 9 T T . y T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tiempo (dias post-tratamiento)

Fig.18. Evolucion de concentraciones plasmaticas de progesterona (mediaxS.E.M.) durante los nueve
dias siguientes a la introduccién del macho (grupo A: inyeccion intramuscular de progesterona; grupo

B: esponja intravaginal de FGA, grupo C: cépsula intravaginal de progesterona)

8.4.- Experimento 4. Fertilidad en cabras con ovulacion inducida mediante efecto
macho, y tratadas con una capsula intravaginal de progesterona, sustituyendo a la

inyeccion intramuscular en el protocolo IMA-PRO2°

8.4.1.- Experimento 4.1: Fertilidad en cabras utilizando el método IMA-PRO2®,
tratadas con inyeccion intramuscular de progesterona o capsula intravaginal en el

momento de introduccion de los machos

En la Tabla 15 se muestran los resultados del experimento 4.1 en dos
explotaciones. En las explotaciones 1 y 2 se muestran las hembras tratadas con
inyeccién intramuscular de 25 mg de progesterona (grupos G1 y G3) frente a las
tratadas con capsula intravaginal de 120 mg de progesterona (G2 y G4), en el momento
de la introduccién de los machos y siguiendo posteriormente el protocolo IMA-PRO2®

segun el cual se aplican 75 pug de cloprostenol 9 dias después de la introduccion de los
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machos. Todas las hembras fueron inseminadas 55 horas después de la inyeccion de
cloprostenol. No existen diferencias significativas entre grupos (P=0,5 y P=0,2 para las
explotaciones 1y 2 respectivamente).

A pesar de que los datos no son estadisticamente significativos entre grupos, si se
observa una ligera diferencia, con resultados de fertilidad algo inferiores en el grupo de

hembras que fueron inseminadas después de ser tratadas con capsula intravaginal.

Tabla 15. Tasas de gestacion en cabras inseminadas con el método IMA-PRO2 con tratamiento de
progesterona en el momento de la introduccion de los machos mediante inyeccién intramuscular (grupos
G1 y G3) o mediante aplicacién de una capsula intravaginal de progesterona (G2 y G4). La misma letra
(a) indica que no existen diferencias significativas entre grupos dentro de una misma explotacion

(P >0,05)

EXPLOTACION | GRUPO | TRATAMIENTO AN”\(’:]’;LES MUERTAS/| TASA de PORCEQ\I T/’UE
PERDIDAS | GESTACION | GESTACION
1 G1 IMA-PRO2® 68 4 36/64 2 56,2 %
G2 CAPSULA I.V. 60 1 30/59 2 50,8 %
) G3 IMA-PRO2® 50 2 28/48° 58,3 %
G4 CAPSULA L.V. 50 1 23/49° 46,9 %

Gl y G3: IMA-PRO2® inyeccién intramuscular de 25 mg de progesterona en el momento de la
introduccidn de los machos, 9 dias después una inyeccion de 75 g de cloprostenol

G2 y G4: CAPSULA 1.V., aplicacion de una capsula intravaginal con 120 mg de progesterona en el
momento de la introduccién de los machos, 9 dias después una inyeccion de 75 pg de cloprostenol

8.4.2.- Experimento 4.2: Fertilidad en cabras utilizando el método IMA-PRO2, con
capsula intravaginal de progesterona, y tratamiento hormonal de esponjas

intravaginales de FGA durante 11 dias y administracion de eCG.

En la Tabla 16 se muestran los resultados del experimento 4.2. (Explotacion 3).
En la explotacion 3 aparecen las cabras tratadas con el protocolo hormonal clasico
para induccion y sincronizacion de ovulaciones (G5), y las tratadas con cépsula
intravaginal de 120 mg de progesterona y efecto macho (G6) con inyeccion de
cloprostenol 9 dias después. En el primer grupo las hembras fueron inseminadas a
las 46 horas después de la retirada de la esponja, y en el segundo grupo a las 55
horas después de la inyeccion de cloprostenol. En este experimento tampoco

existieron diferencias significativas de fertilidad en las hembras cuando se aplica

111




Resultados

uno u otro tratamiento (P=0,2), aunque de igual manera que en el experimento

anterior, los datos de fertilidad que se alcanzan en el grupo de hembras tratadas con

capsula intravaginal son ligeramente inferiores que con el protocolo clésico.

Tabla 16. Tasa de gestacion en cabras inseminadas después de la aplicacién del protocolo clasico de
sincronizacién con esponjas intravaginales de FGA y eCG (G5) y el protocolo IMA-PRO2 con cépsulas
intravaginales de progesterona (G6). La misma letra (a) indica que no existen diferencias significativas
entre grupos dentro de una misma explotacion (P > 0,05)

PORCENTAIJE
EXPLOTACION| GRUPO |TRATAMIENTO AN”\("n?LES MUERTAS/| TASA de de
PERDIDAS | GESTACION | GESTACION
PROTOCOLO X .
3 CLASICO 2 2 45/70 64,2 %
G6 CAPSULA L.V. 72 0 39/72% 54,1 %

G5: PROTOCOLO CLASICO, esponja intravaginal de 20 mg de FGA durante 11 dias, en el dia 9 se

administra 300Ul de eCG y 75 pg de cloprostenol

G6: CAPSULA 1.V., aplicacion de una cépsula intravaginal con 120 mg de progesterona en el momento
de la introduccion de los machos y 9 dias después una inyeccion de 75 g de cloprostenol
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De los resultados expuestos en esta memoria se podria concluir que los
tratamientos progestativos en el momento de la introduccion de los machos son un
método eficaz para evitar la aparicion del primer ciclo corto en las hembras donde se
aplica el efecto macho. De esta manera se puede conseguir una mejor calidad de la
ovulacion, retrasando la descarga preovulatoria de LH y consiguiendo mejoras de la

fertilidad en la primera ovulacion inducida.

En este sentido, con estos experimentos hemos demostrado, que el método
original de la aplicacion de capsulas intravaginales de gelatina con un contenido de 120
mg de progesterona en vehiculo oleoso con aceite de palma y lecitina de soja, es una
buena alternativa a la administracion intramuscular de progesterona, prohibida

expresamente por las directivas europeas.

La respuesta al efecto de la presencia de los machos (efecto macho) como
método de estimulo capaz de alterar en pocos minutos la pulsatilidad de la GhnRH y la
LH e inducir la ovulacién, es un mecanismo que ha sido extensamente estudiado en la
especie caprina, siendo una de las mayores limitaciones de la actividad ovulatoria
inducida, la aparicién de ciclos cortos, caracterizados por una secrecién baja y

transitoria de progesterona por parte del cuerpo luteo generado (Ott et al., 1980).

Los estudios realizados sobre dindmica folicular mediante ultrasonografia, han
puesto de manifiesto la evolucion en el crecimiento folicular después del estimulo

ovarico inducido por los machos (Bartlewsky et al., 2002).

Gonzalez-Bulnes et al. (2006) en un estudio sobre dinamica folicular por medio
de ultrasonografia transrectal en cabras de raza Murciano—Granadina en periodo de
anestro estacional, inducidas a ovular mediante el efecto macho con o sin tratamiento
de progesterona, demostraban que el retraso en la aparicién de los sintomas de celo y la
ovulacion en respuesta al efecto macho, vienen determinados por la presencia de

foliculos en estadios de desarrollo incompatibles con el inicio del proceso ovulatorio.

Estos foliculos entran en una fase de atresia 0 se mantienen estaticos poco
después de la introduccion de los machos, haciéndose necesaria la secuencia del inicio
de una segunda onda de crecimiento folicular. El uso de una dosis Unica de progesterona
evita este problema y permite la aparicion de los sintomas de celo y la subsiguiente
ovulacion de forma sincronizada en todos los animales tratados, ya que los foliculos

mas jovenes disponen de un periodo mayor del estimulo generado por la mayor
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frecuencia de pulsos de LH, y responden con sintomatologia de celo y ovulacion.
(Gonzélez-Bulnes et al., 2006).

La eliminacion de la aparicion de ciclos cortos despues de la introduccion de los
machos, ha pasado basicamente por la utilizacién del tratamiento combinado con
progesterona o progestagenos previos al efecto macho, los altos niveles de progesterona
plasmatica, incrementan el periodo durante el cual los foliculos se mantienen
estimulados por los incrementos en la secrecion de gonadotropinas (Chemineau et al.,
1985).

Han sido muchos los experimentos que han abordado la problematica de cual es
la duracion iddénea de estos tratamientos progestativos en combinacion con el efecto
macho. Chemineau et al. (1985) demostraron la eficacia tanto de los tratamientos de
larga duracion, manteniendo esponjas intravaginales impregnadas en FGA durante 17
dias, como de la administracion de una Unica dosis intramuscular de FGA en el

momento de la introduccion de los machos.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio estan en concordancia con otros
autores, respecto de la capacidad de los tratamientos progestativos para suprimir los
ciclos cortos, habiéndose demostrado con este experimento que incluso el periodo mas
reducido, 24 horas, es capaz de inducir la ovulaciéon seguida de un ciclo de duracion
normal en el 100% de las hembras tratadas.

Los tratamientos largos con progestdgenos antes de la introduccion de los
machos, sincronizan la ovulacién inducida, debido a los incrementos en el periodo de
pulsatilidad de la LH, mientras se mantienen altas las concentraciones plasmaticas de
progesterona (Evans et al., 2003), de esta forma se alcanza un alto grado de
sincronizacién del celo que permite la utilizacién de la IA a tiempo fijo, con altos
indices de fertilidad (Pellicer-Rubio et al., 2008).

Entre las ventajas de los tratamientos largos encontramos un aumento en la
fertilidad en esa primera ovulacion (Chemineau et al., 1985) y la supresion total de los
cuerpos lateos de corta duracion lo que supone una mejor sincronizacion de los celos
(Chemineau et al., 2006).

Sin embargo, los tratamientos progestativos de larga duracion también presentan

sus inconvenientes ya que se ha demostrado su efecto sobre alteraciones a nivel
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sistémico en el patron de secrecion de LH (Rubianes et al., 2003), y a nivel ovarico

sobre los patrones de crecimiento y dominancia folicular (Driancourt., 2000).

La insercion en hembras en anestro de un dispositivo intravaginal de
progesterona 0 analogos,  provoca un incremento brusco de las concentraciones
plasmaticas de esta hormona, estos niveles de progesterona son equivalentes a los que
aparecen de manera natural en la fase luteal media-tardia (>5ng/ml) del ciclo estral, y se
mantienen asi durante los 3-4 primeros dias después de la insercion del dispositivo
(Rubianes et al., 1998). Después de 6 dias de tratamiento las concentraciones
plasmaticas de progesterona decrecen hasta niveles subluteales (2ng/ml) vy

permaneceran asi hasta el final del tratamiento.

Los niveles subluteales de progesterona plasmatica tienen consecuencias
negativas, ya que promueven un inadecuado desarrollo folicular y la persistencia de
grandes foliculos estrogénicos, ya que incrementa la frecuencia de los pulsos de LH
pero sin que permitan la descarga fasica preovulatoria de dicha hormona. En
consecuencia, los grandes foliculos persisten y la dominancia folicular se prolonga en el
tiempo, finalmente la ovulacion de estos foliculos viejos se traduciria en una

disminucion de la fertilidad (Menchaca et al., 2004).

Los tratamientos intravaginales de  larga duracion también tiene sus
inconvenientes a nivel del tracto genital femenino, ya que provocan alteraciones en la
fisiologia vaginal y cervical, debido al efecto persistente de la progesterona, afectando

negativamente a la fertilidad de las hembras (Abecia et al., 2011).

Actualmente estd bien documentado que el patrén de ondas foliculares que
presentan las cabras es generalmente de cuatro ondas por ciclo, emergiendo una nueva
onda cada 5-7 dias (Ginther y Kot, 1994). EIl conocimiento y comprension de la
dindmica folicular en la especie caprina, ha llevado a establecer nuevas estrategias para
el control del desarrollo folicular utilizando exposiciones cada vez mas cortas de
imprimacion progestativa, dentro del marco de tiempo de los intervalos entre ondas (4-7

dias) (Inya y Sumretprasong, 2013).

Rubianes et al. (1998), demostraron que un protocolo corto de imprimacién
progestativa (5 dias) asociado a una dosis de eCG, era eficaz a la hora de inducir la
ovulacion en cabras en periodo de anestro estacional, consiguiendo tasas de fertilidad
del 60%.
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Simdes et al. (2008), aplicaron un tratamiento de 6 dias con 20 mg de FGA en
cabras de raza Serrana en periodo de anestro estacional. En este estudio las hembras
fueron estimuladas por la presencia del macho (efecto macho), inseminadas una Unica

vez y obtuvieron tasas de fertilidad del 62,5 %.

En un estudio similar, Maia et al. (2009) obtuvieron tasas de fertilidad del 61,1%
en cabras Saanen cuando se administré un dispositivo CIDR® (progesterona) durante 5

dias, en el momento de la introduccién de los machos.

Los efectos negativos de los tratamientos progestativos de larga duracién
asociados al uso del efecto macho se pueden evitar por lo tanto, con la utilizacion de
tratamientos mas cortos. Cognié et al. (1982) en ganado ovino y Chemineau et al.
(1985) en ganado caprino, demostraron la efectividad de la administracion de bajas
dosis de progesterona o progestdgenos por via intramuscular en el momento de la

introduccion de los machos.

Teniendo en cuenta que el objetivo principal de este trabajo era el desarrollo de
un método alternativo a esta via intramuscular, utilizando la via intravaginal, el primer
punto que se planted en este estudio fue cudl seria la duracion minima necesaria de altas
concentraciones plasmaticas de progesterona, capaces de mantener la alta frecuencia de

secrecion de LH, evitando la presencia de ciclos cortos post ovulatorios.

En el experimento 1 se aplicaron dispositivos intravaginales de FGA durante 24,
48 y 72 horas. Los resultados demuestran que 24 horas es un periodo suficiente de
mantenimiento de niveles circulantes del progestageno para evitar la presencia de un

ciclo corto e inducir celo y ovulacién después del efecto macho.

Sin embargo existen diferencias en la respuesta, cuando se compara con los
grupos de 48 y 72 horas de permanencia del tratamiento, principalmente en el intervalo
entre la retirada del tratamiento progestativo y la aparicion de la descarga preovulatoria
de LH.

Los intervalos entre la introduccion de los machos y la descarga preovulatoria de
LH fueron, 58 + 2,7 horas, 83,3 £ 2,2 horas y 102 £ 1,4 horas para los grupos A2, A3y
A4 respectivamente. Estos resultados demuestran que mientras las hembras
mantuvieron el dispositivo intravaginal, la FGA bloqueé la descarga preovulatoria de

LH en todos los grupos con independencia de la duracion del tratamiento.
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Esto se encuentra en coincidencia con las observaciones realizadas en otras
especies, Knights et al. (2000) apuntaron que el tiempo minimo necesario de exposicion
a la progesterona para una optimizacion de la respuesta al efecto macho en ovejas debia
ser de 3 a 5 dias, sin aportar ninguna ventaja en término de respuesta al efecto macho el

incremento de la duracion del tratamiento.

En hembras ciclicas el crecimiento folicular terminal, la descarga preovulatoria
de LH y la ovulacion son procesos que se instauran a partir de la luteolisis en los
ultimos dias del ciclo estral (Karsch et al., 1979). Estudios realizados con ovejas a las
que se les inducia la luteolisis administrando analogos de la prostaglandina Fa, el
intervalo entre el inicio de la luteolisis y la ovulacion fue de 57,1 + 3,8 horas (Wheeler
etal., 1975).

Mori y Kano (1984) en un experimento realizado con cabras Shiba, obtuvieron
un intervalo inicio de la luteolisis-pico de LH de cerca de 65 horas, similar al alcanzado

en ovejas en los estudios anteriores.

En nuestro trabajo, el grupo con periodo de mantenimiento del tratamiento
progestativo durante 72 horas, induce una respuesta mas precoz y mas sincronizada de
la descarga preovulatoria de LH (30 £ 1,4 horas) respecto de los grupos de 24 y 48
horas (34 = 2,7 y 35 + 2,2 horas respectivamente) (P > 0,05).

Estas concentraciones plasmaticas de progestageno durante 72 horas, se
corresponderian en condiciones fisioldgicas con el periodo de mantenimiento del cuerpo
luteo durante la luteolisis, permitiendo que el foliculo preovulatorio se mantenga mas

tiempo madurando, respecto de los otros dos grupos.

Maia et al. (2009), al mantener un dispositivo CIDR® durante 5 dias en cabras
Saanen y estimularlas mediante el efecto macho, obtuvieron un intervalo entre la
retirada del dispositivo intravaginal y el pico preovulatorio de LH de entre 55-60 horas.
La diferencia de horas entre este estudio y el nuestro, pueden deberse por un lado a las
caracteristicas intrinsecas de la estacionalidad reproductiva de las cabras de raza
Saanen, con un anestro estacional mas profundo que en la raza Murciano-Granadina, y
por otro lado al tipo de tratamiento utilizado, ya que pueden existir diferencias en los

periodos de aclaramiento plasmatico de ambos tratamientos después de su retirada.

En latitudes tropicales (20° N) en situacién de anestro menos profundo en

cabras lecheras, un tratamiento progestativo (0,3 g de progesterona) via intravaginal
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durante 5 dias asociado con efecto macho, daba como resultado un intervalo de
alrededor de 33 horas desde la retirada del dispositivo a la aparicion del celo, y la tasa
media de fertilidad alcanzada fue de 70,5% (Simdes, 2015).

El objeto del tratamiento progestativo es retardar el pico de LH, facilitando y
prolongando la exposicién de los foliculos en desarrollo al efecto de las gonadotropinas.
El tiempo de imprimacion de la progesterona es uno de los factores que puede modificar
el desarrollo folicular, interviniendo de esta forma en los procesos de maduracion

previos al momento de la ovulacién (Rosa y Bryant, 2002).

Cuando las ondas foliculares se desarrollan bajo un mantenimiento continuo de
altas concentraciones plasmaticas de progesterona, los foliculos de esa cohorte,
permanecen en un didmetro mas reducido respecto de aquellos que se desarrollan bajo

concentraciones mas bajas de esta hormona (Ginther y Kot, 1994).

La induccion de altas concentraciones plasmaticas de progesterona durante la
fase luteal temprana, afecta a la vida media del foliculo de mayor tamafio de la primera
onda folicular, acelerando el intercambio o “turnover” debido a una rapida pérdida del
feed back negativo sobre ese foliculo de mayor tamafio, provocando de esta manera el
resurgimiento de la segunda onda folicular, que generard nuevos foliculos jovenes y
sanos (Menchaca y Rubianes, 2002). La concentracién de progesterona juega un papel
esencial en el control de la renovacion folicular. Este efecto estd mediado
principalmente por el control que ejerce esta hormona sobre la pulsatilidad de la LH
(Savio et al., 1993), hormona esencial para la supervivencia del foliculo dominante en

las dltimas etapas de desarrollo folicular (Baird et al., 1991).

La mayor duracién del tratamiento progestativo después de la introduccion de
los machos, no solo implica una reduccién del intervalo entre la retirada del tratamiento
y la descarga preovulatoria de LH, sino también una mayor sincronizacién de la

ovulacion y una mayor precocidad de la plena capacidad funcional del cuerpo luteo.

Si consideramos el tiempo que tarda en alcanzar la progesterona del ciclo
inducido, unos niveles plasmaticos por encima de los 0,5 ng/ml, nuestros resultados
pusieron de manifiesto que, este intervalo era de 4 dias para el grupo de 72 horas de
tratamiento y méas prolongado para los otros dos grupos, 4,2 y 5,3 dias respectivamente
para el de 48 y 24 horas. Aunque estas diferencias no eran significativas los resultados

hacen pensar en una luteinizacion mas rapida de las celulas foliculares (células mayores
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luteales que provienen de la granulosa) (Farin et al., 1986) debido al periodo mas
prolongado de accion de la alta frecuencia de pulsos de LH sobre estas células en la fase

folicular.

Otra observacion respecto de la secrecion de progesterona del ciclo inducido,
comparando el grupo de las 24 horas con los otros dos, fue que en el grupo de animales
sometidos a 24 horas de tratamiento progestativo, la progesterona no sélo tardd méas en
llegar a los 0,5 ng/ml, sino que las concentraciones maximas alcanzadas fueron mucho
mas bajas (1,8 ng/ml vs 4,28 y 4,07 ng/ml), menos de la mitad de las concentraciones
de los otros dos grupos. Analizando el trazado de la evolucion de las concentraciones de
la hormona en el grupo A2 (24 horas), a falta de mas dias de muestreo, se aprecia un
descenso de esos niveles a partir del dia 8, lo que puede indicar una peor calidad del

cuerpo luteo generado en el ciclo inducido.

Segun hemos sefialado anteriormente, el proceso de crecimiento folicular
terminal y la ovulacion sélo tienen lugar una vez que se instaura la luteolisis. En el
grupo de cabras tratadas con una inyeccion intramuscular de 25 mg de progesterona, el
intervalo entre la entrada de los machos y la descarga de LH fue de 66,7 * 4,2 horas,
esto implica que el periodo efectivo de accion blogueante de la progesterona debid
situarse entre las 24 y 48 horas, si tenemos en cuenta que los intervalos entre retirada
del tratamiento progestativo y la descarga de LH de estos dos grupos fue de 58 £ 2,7 y

83 + 2,2 horas respectivamente.

Esta hipdtesis coincide con las observaciones realizadas en cabra criolla de
Guadalupe por Chemineau en 1985, cuando al aplicar una dosis Unica intramuscular de
5,2 mg FGA en vehiculo oleoso observd un intervalo de 72,6 + 9,4 horas, desde la
introduccidon de los machos a la descarga de LH. De igual manera Martin et al. (1980)
en estudios con ovejas, al aplicar una inyeccién oleosa de 10 mg de progesterona via
intramuscular utilizando el efecto macho, el intervalo desde la introduccion de los

mismos Y el pico preovulatorio de LH fue de aproximadamente 60 horas.

Intervalos de tiempo similares, también en ganado ovino, fueron descritos por
Cognié et al. (1982) cuando aplicaron via intramuscular una inyeccién de 20 mg de

progesterona en vehiculo oleoso en el momento de la introduccion de los machos.
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Lassoued et al. (1995), realizaron un estudio en ambas especies, aplicando una
dosis Unica de 20 mg de progesterona en el momento de la introduccion de los machos,
consiguieron retrasar el pico de la LH hasta las 58,8 + 10,1 horas, frente a las 20,5 +

10,7 horas del grupo control, sin tratamiento.

Si analizamos los intervalos para cada grupo entre el descenso a 0,5 ng/ml de la
progesterona inyectada o los progestagenos retirados y el pico de LH, no aparecen
diferencias significativas entre grupos (31 horas, 28 horas, 29 horas y 24 horas para los
grupos Al, A2 , A3 y A4 respectivamente). Se ve ligeramente adelantado el grupo A4
(72 horas) respecto a los demas, posiblemente debido a la duracion del tratamiento.
Estos resultados coinciden con los obtenidos por Vilarifio et al. (2011) cuando al aplicar
en cabras un protocolo progestativo mediante CIDR durante 5 dias, el intervalo entre el
descenso a 0,5 ng/ml de la progesterona y el pico de LH fue de aproximadamente 30-35

horas.

Si atendemos, por otro lado, al intervalo entre el pico preovulatorio de LH y el
momento en el que la progesterona alcanza los 0,5 ng/ml para cada grupo, podemos
comparar y valorar el tiempo que tarda ese cuerpo liteo en formarse y ser activo. Los
tiempos fueron 71 horas, 93 horas, 66 horas y 66 horas para los grupos Al, A2, A3y
A4 respectivamente. La mayor diferencia se puede apreciar en el grupo que mantuvo el
dispositivo progestativo durante menos tiempo (24 horas), este retraso en el incremento
de la progesterona puede ser debido a la calidad del cuerpo luteo generado. A pesar de
que el tratamiento de 24 horas es eficaz a la hora de suprimir los ciclos cortos e inducir
ovulaciones, la imprimacidn progestativa no es tan eficiente como en los otros grupos,
generando un cuerpo luteo de peor calidad que secreta progesterona a concentraciones
mas bajas y de manera mas tardia, lo que podria tener un efecto negativo a la hora de
mantener la viabilidad el embridn (Meites et al., 1951; Wildeus, 2000).

Los resultados del experimento 1 demostraban que cualquier tratamiento de
progesterona o progestagenos capaz de mantener niveles plasmaticos durante mas de 24
horas, seria capaz de suprimir los ciclos cortos e inducir ovulaciones de calidad
precedidas de sintomatologia de celo, después de realizar un efecto macho en cabras en

anestro.
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Partiendo de este punto se disefid el experimento 2, con el fin de conseguir un
tratamiento  que por via intravaginal consiguiera los niveles plasméaticos de
progesterona, en concentraciones y duracion, capaces de ser efectivos en un mismo tipo

de protocolo.

En la Unién Europea, el Reglamento N° 37 /2010 de la Comisién de 22 de
diciembre de 2009, establece un procedimiento comunitario de fijacion de los limites
maximos de residuos de medicamentos veterinarios en los alimentos de origen animal.
En este Reglamento obligatorio y directamente aplicable a cada Estado miembro, la
utilizacion de la progesterona y progestagenos como el acetato de fluorogestona y el
acetato de medroxiprogesterona Unicamente estan permitidos para uso intravaginal con

fines zootécnicos.

Segun los resultados del experimento 1, un tratamiento que mantenga niveles
plasmaticos altos de progesterona durante al menos 24 horas, puede ser efectivo para
optimizar la respuesta al efecto macho, induciendo ovulaciones sincronizadas sin

presencia de ciclos cortos.

Conforme a estas restricciones del uso de la progesterona y analogos, Yy
atendiendo a los resultados alcanzados en el experimento 1, desarrollamos una
alternativa al uso de la inyeccion intramuscular de esta hormona, utilizando la via
intravaginal. En el experimento 2, se disefid y testd una capsula de gelatina para la

aplicacion intravaginal de progesterona.

Para el disefio de la capsula consideramos los experimentos desarrollados
previamente en administracion intravaginal de hormonas esteroideas en humanos.
Buckler et al. (1988), realizaron un estudio en mujeres a las que se les aplicaba 50 mg
de progesterona dos veces al dia mediante un supositorio vaginal durante 14 dias antes
de inducirles la ovulacién. Con esta técnica se alcanzaban y mantenian las
concentraciones plasmaticas de progesterona en el rango normal de la fase luteal del

ciclo, ademas conseguian suprimir la pulsatilidad de la LH durante los primeros 10 dias.

Nahoul et al. en 1993, también en humanos, aplicaron via intravaginal mediante
una capsula de gelatina, una dosis Unica de 100 mg de progesterona. Esta aplicacion
generaba un rapido incremento de los niveles séricos de progesterona hasta alcanzar su
méaximo nivel a las 6 horas con una concentracion maxima de 5 ng/ml. Las

concentraciones se mantenian en este rango cerca de las 24 horas y permanecian por
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encima de la linea basal hasta las 48 horas. Si se duplicaba la dosis incluida en la
capsula de gelatina intravaginal, las concentraciones se mantenian por encima de los
2,5 ng/ ml durante 72 horas (Kleinstein et al., 2002).

En un estudio realizado con geles de base oleosa que contenian 90 mg de
progesterona micronizada, se comprobdé como una Unica aplicacion intravaginal
resultaba en un incremento de los niveles de progesterona hasta un maximo de 10 ng/ml

después de 8 horas (Levine et al., 2000).

Después de una aplicacion intravaginal de progesterona, los niveles plasmaticos
de la hormona alcanzan su concentracion maxima entre las 3 y 8 horas, dependiendo de
la formulacion utilizada como vehiculo (Artini et al., 1995). La progesterona es una
hormona esteroidea que deriva del colesterol y presenta caracteristicas lipofilicas. Su
limitada solubilidad en agua requiere de una base oleosa para mejorar su absorcién
(Bernadett et al., 2013).

Las matrices hidrofobas estdn formadas por un lipido sélido, frecuentemente
acidos grasos, que constituye el soporte matricial en el que se encuentra disperso el
principio activo (Vila y Delgado, 1992). Estas matrices constituyen una interesante
alternativa para la obtencién de niveles sostenidos en plasma de una sustancia

hidrofébica.

Los aceites vegetales son componentes adecuados para la formulacién de formas
farmacéuticas de liberacion controlada (Reitz y Kleinebudde, 2007; Martini et al.,
2000). En nuestro disefio incluimos el aceite de palma como vehiculo para facilitar la

absorcion y alargar la biodisponibilidad de la hormona.

La lecitina de soja fue incluida como uno de los excipientes en la formulacion
del contenido en la capsula. Las lecitinas tienen caracteristicas tensoactivas que mejoran
la absorcion del farmaco al disminuir la tension superficial de las sustancias

liposolubles, facilitando su disolucion (Van Hoogevest y Wendel, 2014).

Otro de los excipientes afadidos con objeto de aumentar la solubilidad y
estabilidad de la progesterona, fue la ciclodextrina. Las ciclodextrinas son
oligosacéridos ciclicos con una alta solubilidad en agua (Stella y G.He, 2008). La
principal base de su uso farmacéutico se debe a su estructura, la conformacién espacial
de las ciclodextrinas es de tipo tronco-conica (Loftsson et al., 2005), con un marcado

caracter hidrofilico hacia el exterior del cono, e hidrofobico en su cavidad interior. Esta
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conformacién es la responsable de la solubilidad en agua de las ciclodextrinas, al mismo
tiempo que presentan una gran capacidad de encapsular moléculas hidrofébicas en el
interior (Barreto y Cunha-Fihlo, 2008).

Para el disefio de nuestro formato de administracion intravaginal optamos por las
capsulas de gelatina, en las cuales se podia dispensar facilmente el contenido oleoso

con la progesterona y los diferentes componentes antes sefialados.

Se realizaron varios replicados de este experimento (datos no incluidos en esta
memoria) hasta determinar la dosis de progesterona méas adecuada, asi como el tipo de
vehiculo y el resto de componentes, que se correspondiera con una cinética y
mantenimiento de la amplitud de los niveles plasmaticos de progesterona acorde con los

periodos minimos identificados en el experimento 1.

El metabolismo de la progesterona se lleva a cabo de manera muy rapida por lo
que para mejorar las propiedades farmacocinéticas de la hormona se decidio la
utilizacién de progesterona micronizada, que reduce el tamafio de las particulas e
incrementa la absorcién y la biodisponibilidad de la hormona (Kimzey et al., 1991). La
aplicacion vaginal evita el primer paso de metabolizacion por parte del higado lo que
resulta en una mejora en el mantenimiento de las concentraciones plasmaticas (Archer
et al., 1995).

Los resultados del experimento 2 demostraron que la nueva capsula intravaginal
disefiada mantenia unas concentraciones plasmaticas de progesterona muy similares a

las que aparecen cuando se aplica una dosis mas reducida por via intramuscular.

La progesterona administrada via intramuscular se absorbe rapidamente, alcanza
su concentracion plasméatica méxima sobre las 2 horas y mantiene niveles altos durante
aproximadamente 8 horas (Nillius y Johansson, 1971; Simon et al., 1993). Estas
caracteristicas farmacocinéticas de la progesterona, permiten administrar dosis bajas de

esta hormona.

Con una inyeccion de 25 mg de progesterona se consiguen unas concentraciones
plasmaticas como las que se observan en la fase luteal del ciclo (Nillius y Johansson,
1971; Johansson, 1972). Estos datos coinciden con nuestros resultados al aplicar una
dosis de 25 mg de progesterona via intramuscular en vehiculo oleoso en cabras, donde

la concentracion plasmatica maxima se alcanzo a las 2,86 + 0,59 horas de la inyeccion,
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y las concentraciones séricas eran las caracteristicas de la fase luteal en esta especie
(2,4£0,17 ng/ml).

Una de las razones por las que una dosis baja de progesterona administrada por
via intramuscular consigue mantener durante mas tiempo altas concentraciones
plasmaticas en comparacioén con la via intravaginal, es que la zona donde ha sido
inyectada actia como un deposito al almacenarse en el tejido graso, lo que no ocurre

cuando la progesterona se administra via vaginal (Johansson, 1972).

La mucosa vaginal absorbe rapidamente lipidos y proteinas (Hafez, 1977;
Forsberg, 1995). Existen estudios que indican que la vagina puede presentar un efecto
reservorio y la mucosa funcionar como una membrana limitante que determine la
cantidad de progesterona que la atraviesa (Archer et al., 1995). Ademaés, una
administracion vaginal de progesterona desaparece mas rapido de la circulacién
sistémica que una aplicacion intramuscular, por lo que se necesitan mayores dosis para
alcanzar el mismo efecto que con una inyeccion de 25 mg de progesterona (Nillius y
Johansson, 1971).

Los primeros estudios realizados en humanos a este respecto utilizaron 25 mg de
progesterona si la administracion es intramuscular, y 100 mg si es intravaginal (Nillius
y Johansson, 1971). En nuestro caso la dosis intramuscular fue la misma, sin embargo la
intravaginal se aumento hasta los 120 mg de progesterona. El aumento de la dosis en la
administracion intravaginal no supuso cambios en la semivida de eliminacion, siendo
ésta mayor cuando se aplica la progesterona mediante la capsula intravaginal en
comparaciéon con la via intramuscular (6,45 + 6,51 vs 8,87 = 0,09 horas). El
aclaramiento de la progesterona administrada por capsula intravaginal es también mayor

gue cuando se aplica una inyeccion intramuscular (2,98+102,73 vs 0,54+0,01 ml/kgxh).

El perfil de liberacion de progesterona se determind durante un intervalo de
tiempo de 42 horas, extrayendo sangre cada dos horas en ambos grupos. Esta frecuencia
del muestreo fue suficiente para determinar que las medias de las concentraciones en
ambos grupos fueron significativamente diferentes durante todo el periodo de estudio
(P<0,05), aunque las mayores diferencias se detectaron en las primeras y en las Gltimas

horas.
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En concordancia con los estudios realizados anteriormente por otros autores, las
concentraciones maximas de progesterona plasmatica se alcanzaron antes en el grupo
que recibid la inyeccion intramuscular que en el grupo al que se le aplico la cdpsula
intravaginal (2,86+0,59 horas vs 4,29+0,43 horas, respectivamente). Levy et al. (2000)
en un estudio farmacocinético de capsulas de 100 mg de progesterona micronizada
aplicadas en mujeres via intravaginal, obtuvo concentraciones méximas a las 6,23 +
6,57 horas, un intervalo de tiempo significativamente mayor que las dos horas que
sefialaban Simon et al. (1993) cuando se aplicaba una inyeccion intramuscular en

vehiculo oleoso.

Contreras-Solis et al. (2008) aplicando una dosis de 25 mg de progesterona
intramuscular en vehiculo oleoso en ovejas ovariectomizadas obtuvieron una
concentracion plasmatica maxima similar a nuestros resultados (3,02 + 0,55 vs 2,4 +
0,17 ng/ml) pero se alcanzaba cerca de una hora antes (1,80 £ 0,58 vs 2,86 + 0,59
horas), esto puede ser debido a la frecuencia horaria de muestreo en este estudio, en el
primer periodo después de la administracion.

En la informacion bibliografica de los tratamientos con progesterona se sefiala
que su eficacia depende mas del tiempo durante el cual se mantienen unas
concentraciones plasmaticas minimas (hasta los 0,5 ng/ml), que de las concentraciones
maximas que se alcanzan. En estudios previos donde se combinaron el efecto macho
con un tratamiento progestativo, se vio una correlacion positiva entre la duracion de la
imprimacion por la progesterona (minimo de 30 horas) y la aparicion de ciclos estrales
con cuerpos lateos de duracién normal (Pearce et al., 1987). Existe una relacién directa
entre el periodo durante el cual la progesterona estd presente en unas concentraciones
minimas y el retraso en la aparicién del pico preovulatorio de LH. Mientras la
progesterona esté ejerciendo su efecto, permitira que el foliculo preovulatorio
permanezca mas tiempo expuesto al estimulo de las gonadotropinas, mejorando de esta
manera la maduracién del mismo, asi como la calidad de la ovulacion y del cuerpo luteo
(Shangha et al., 2002).

El tiempo durante el cual se mantuvo la progesterona plasmatica por encima de
los 0,5 ng/ml cuando se aplicé una inyeccion intramuscular de 25 mg fue de 36 * 2
horas, mientras que el de la capsula intravaginal fue de 28+2 horas. Este era uno de los
puntos mas criticos de la validez préctica del uso de la capsula, porque de este intervalo

iba a depender la eficacia del nuevo tratamiento alternativo, ya que para conseguir un
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efecto en la respuesta al efecto macho se requeria al menos de 24 horas de imprimacion

de progesterona segun los resultados del experimento 1.

El posible efecto fisiolégico de este descenso de la progesterona en la via
intravaginal unas horas antes respecto de la intramuscular, podria influir en las
caracteristicas del ciclo inducido por la presencia de los machos, al no ser capaz de
suprimir durante suficiente tiempo la aparicion del pico preovulatorio de LH, y generar
una ovulacion de mala calidad con el consiguiente descenso de la fertilidad.

Con el fin de valorar las caracteristicas de la respuesta al efecto macho en cabras
tratadas con esta capsula intravaginal, se disefid el experimento 3, donde se incluia un
tratamiento similar al del experimento 1 con una esponja intravaginal de FGA
mantenida durante un periodo de 30 horas.

Los resultados demuestran que el intervalo entre el descenso de la progesterona
a 0,5 ng/ml y el pico preovulatorio de LH en el grupo que recibio la inyeccion
intramuscular y la administracion de la capsula intravaginal fueron de 31 horas y 30
horas respectivamente. Estas diferencias no son significativas y coinciden con el grupo
al que se le aplicé la esponja intravaginal durante 30 horas, en el que este intervalo fue
de 29 horas.

Vilarifio et al. (2011) administraron un dispositivo CIDR durante 5 dias a cabras
en anestro estacional, la progesterona plasmatica descendié a los 0,5 ng/ml sobre las 8
horas desde la retirada del dispositivo vaginal. En ese mismo estudio, el intervalo entre
la bajada de la progesterona a 0,5 ng/ml y el pico preovulatorio de LH fue de
aproximadamente 30-35 horas, coincidiendo con nuestros intervalos para cada uno de
los tres grupos.

Estos intervalos se mantienen constantes y coinciden con los del experimento 1,
donde el intervalo desde el descenso de la progesterona a 0,5 ng/ml al pico
preovulatorio de LH en el grupo que mantuvo la esponja durante 24 horas, fue de 28
horas. En cabras ciclicas el intervalo entre el inicio de la luteolisis y el pico
preovulatorio de LH es de aproximadamente 65 horas (Mori y Kano, 1984). La
diferencia de horas entre estos dos datos se debe a que la luteolisis comienza de 24 a 36
horas antes de que la progesterona plasmatica alcance niveles inferiores a 1 ng/ml
(Bazer et al., 1998), por lo que nuestros resultados estan en concordancia con las

aportaciones de estos autores.
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La aparicion de la descarga de LH desde la introduccion de los machos en el
grupo al que se le aplico la capsula intravaginal fue 14 horas antes que en el grupo de la
inyeccion intramuscular (53 horas vs. 67 horas). Este nimero de horas es superior a las
8-10 horas de diferencia en lo relativo al periodo en el que las concentraciones
plasmaticas de progesterona descienden a 0,5 ng/ml, esta circunstancia explica la mayor
precocidad en el inicio de la descarga preovulatoria de LH en las cabras tratadas con la
capsula intravaginal. Esto podria indicar que le efecto fisioldgico de supresion de la
descarga de LH en el caso de la capsula se pierde horas antes que cuando se aplica una
inyeccién intramuscular. Nillius y Johansson (1971) ya pusieron de manifiesto estas
diferencias farmacocinéticas de la progesterona en funcion de la via de administracion
de la misma, destacando que la via intravaginal requiere de dosis mas altas para obtener
el mismo efecto que una dosis baja administrada intramuscularmente, y aun asi no
consigue mantener durante el mismo tiempo altas concentraciones plasmaticas de la

hormona.

La capsula intravaginal mantiene altos niveles de progesterona plasmatica hasta
aproximadamente 30 horas desde su aplicacidn, este periodo es suficiente para alterar la
duracion de la secrecion pulsatil de LH generada por el estimulo de los machos y la
ovulacién inducida no va seguida de un ciclo corto, ni baja secrecion luteal. Esta
circunstancia coindice con los resultados del experimento 1 donde los tratamientos de
esponjas intravaginales de FGA durante 24 horas, ya eran capaces de evitar la aparicion

del ciclo corto caracteristica del primer ciclo inducido por el efecto macho.

En los tres tratamientos, las concentraciones de progesterona plasmatica del
cuerpo lateo inducido alcanzan los 0,5 ng/ml 5-6 dias después desde la introduccién de
los machos, aunque aparece mas adelantada en el grupo que recibié la capsula
intravaginal. Los tiempos fueron aproximadamente de 126 horas para el grupo de
capsula y alrededor de 138 horas para los otros dos grupos, inyeccién intramuscular y
esponja intravaginal durante 30 horas. Esta diferencia de 12 horas se corresponde con
las 12-14 horas de adelanto en la aparicion del pico preovulatorio de LH en el grupo de
la cépsula intravaginal, respecto de los grupos con esponja intravaginal e inyeccién

intramuscular respectivamente (53 horas vs. 65 y 67 horas).

Si realizamos el calculo entre el pico preovulatorio de LH y las concentraciones
de progesterona plasmatica por encima de los 0,5 ng/ml, los intervalos son 73 horas, 71

horas y 73 horas para el grupo cépsula, inyeccion intramuscular y esponja,
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respectivamente. Lo cual nos indica que el periodo de formacion del cuerpo luteo e
inicio de la secrecion luteal, es el mismo después de la descarga de LH para los tres
tratamientos, lo cual apoyaria los criterios de valoracion de la efectividad del método,
en cuanto a los periodos necesarios en la formacion de un cuerpo ldteo de funcionalidad
normal (McCracken et al., 1999; Simdes et al., 2007).

El perfil de secrecion de progesterona después de la ovulacion inducida es
similar para los tres grupos de este experimento. Hasta el dia 5 del ciclo inducido (9
dias después de la introduccién de los machos) no hay diferencias en el nivel plasmatico
de progesterona, a diferencia de los que sucedia en el grupo A2 del experimento 1 (24
horas de tratamiento con esponja intravaginal de FGA) donde habia diferencias
significativas, con menores concentraciones de progesterona a partir del dia 8 desde la
introduccion de los machos. Una adecuada funcion luteal con suficiente secrecion de
progesterona en los primeros dias del ciclo es la condicion fundamental para asegurar la
viabilidad embrionaria y los resultados de fertilidad de cualquier método de control del
ciclo reproductivo (Bazer et al., 1998).

Basandonos en la efectividad de la capsula en cuanto a su respuesta endocrina,
con el experimento 4 se hizo una valoracién del nuevo protocolo IMA-PRO2® con
capsula intravaginal, a nivel de su aplicacién préactica en condiciones de campo, y de los
resultados de fertilidad que se podian alcanzar, comparados con el mismo protocolo de
inyeccidn intramuscular y con el protocolo clasico de esponjas intravaginales de FGA y
eCG.

En las dos explotaciones donde se llevé a cabo el primer experimento, se
comparaban los resultados de fertilidad después de la aplicacién de los dos protocolos
IMA-PRO2®, con inyeccién intramuscular y capsula intravaginal. Los resultados de
fertilidad, con inseminacién artificial a tiempo fijo 55 horas después del tratamiento con
cloprostenol, no fueron diferentes pero si inferiores para los grupos de tratamiento con
capsulas (50,8 % vs. 56,2 % y 46,9 % vs. 58,3 % en la explotacion 1 y 2

respectivamente).

Esta diferencia se podria explicar por varias causas, en primer lugar el nimero
de inseminaciones realizadas en estos experimentos ha sido inferior a las necesarias para
asegurar las diferencias con este tipo de tratamientos y practicas zootécnicas, donde
coinciden muchas variables, incluyendo el manejo del ganado en cada explotacion. En
los experimentos para determinar la validez del método IMA-PRO2® (inyeccion
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intramuscular) comparado con el hormonal de progestdgenos y eCG, Lopez Sebastian et
al., (2007) llevaron a cabo cerca de 2000 inseminaciones, cifra muy superior a las

realizadas en estos experimentos preliminares.

Por otro lado también este descenso de la fertilidad puede ser debido a que el
momento de la inseminacion a artificial a tiempo fijo, 55 horas después de la
administracion del cloprostenol, no era el idoneo para el grupo de tratamiento con

capsula intravaginal.

Los resultados del experimento 3, en cuanto al intervalo desde la introduccion de
los machos a la descarga preovulatoria de LH, pusieron de manifiesto que en el grupo al
que se le aplicd la cépsula intravaginal, esta descarga tenia lugar 14 horas antes
comparado con el grupo de inyeccion intramuscular (53 horas vs. 67 horas). Esta
diferencia de horas implica a su vez, que la formacién del cuero luteo también fue més
temprana y por tanto, la administracion de cloprostenol tuvo lugar en un cuerpo llteo

mas joven en el grupo de tratamiento con capsula.

Baril et al. (1993b) describieron la importancia de mantener intervalos idoneos
entre el pico preovulatorio de LH y la inseminacion artificial a tiempo fijo, para obtener
buenas tasas de fertilidad. A medida que el cuerpo luteo es mas joven, el intervalo entre
la administracion de la prostaglandina, y la aparicién del celo y la ovulacién, es menor
(Fonseca et al., 2012). Si esto ocurrid asi en nuestro experimento, realizar las
inseminaciones artificiales a la misma hora con los dos protocolos ha podido perjudicar
a la fertilidad del grupo de cépsula, que tendria que haber sido inseminado algunas
horas antes. Baril et al. (1993a) ya expusieron la importancia de realizar las
inseminaciones artificiales dentro de las 15 horas después de la descarga preovulatoria
de LH.

Las tasas de fertilidad que se obtuvieron con el tratamiento control
(progestagenos y eCG) en la explotacion 3, e inseminacion sistematica a las 46 horas de
retirada del tratamiento progestativo fueron del 64 %, lo cual corresponde con lo
descrito en la literatura en trabajos donde se desarrolla esta metodologia en un elevado

namero de animales (Baril et al., 1996; Leboeuf et al., 2008).

Estos resultados de fertilidad aunque con diferencias no significativas, también
fueron superiores a los obtenidos con el protocolo IMA-PRO2® y capsulas

intravaginales (64,2 % vs. 54,1 % grupo control e IMA-PRO2® respectivamente), si
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bien de nuevo el nimero de inseminaciones fue inferior a las idoneas para este tipo de

pruebas de campo.

Estos resultados preliminares comparativos entre el método hormonal clésico y
la nueva propuesta metodoldgica, aunque con un numero limitado de inseminaciones,
son un buen punto de partida para la valoracion de este nuevo protocolo y su puesta en

préactica en las explotaciones de caprino lechero.
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Conclusiones

Los resultados del trabajo experimental permiten llegar a las siguientes conclusiones:

1. 24 horas de tratamiento progestativo son suficientes para retrasar la descarga
preovulatoria de LH después de la introduccion de los machos (efecto macho),
induciendo la primera ovulacion acompariada de signos de celo y formacion de

un cuerpo luteo sin presencia de ciclo corto.

2. Los tratamientos progestativos de mayor duracion 48 y 72 horas, en el
momento de la introduccion de los machos, retrasan la descarga de LH, la
ovulacion y el periodo de formacién del cuerpo lateo, consiguiendo una mayor
secrecion de progesterona con diferencia significativa desde el dia 4 del ciclo
inducido, respecto del tratamiento progestativo de 24 horas.

3. La administracién en cabras ovariectomizadas de una capsula intravaginal de
gelatina que contiene 120 mg de progesterona en un vehiculo oleoso, genera
durante las primeras 24 horas después de la administracion, un perfil y patron
similar de las concentraciones plasmaticas de progesterona  que la

administracion de 25 mg por via intramuscular en vehiculo oleoso.

4. Las concentraciones plasmaticas de progesterona con la capsula intravaginal
descienden al nivel de eficacia fisioldgica de 0,5 ng/ml a las 28 horas de la
aplicacion, aproximadamente 8 horas antes que con la administracion

intramuscular.

5. Con la capsula intravaginal de progesterona administrada en el momento de la
introduccién de los machos, la descarga preovulatoria de LH tiene lugar 12 horas
antes que con el tratamiento de una esponja intravaginal durante 30 horas, lo que
coincide con la conclusién anterior en que el efecto de bloqueo hipotaldamico de
la progesterona es inferior a las 30 horas en el protocolo con céapsula

intravaginal.

6. De la misma forma que la inyeccion intramuscular de 25 mg de progesterona,
la capsula intravaginal de 120 mg evita la presencia de ciclos cortos después del
efecto macho, y la secrecion posterior del cuerpo lGteo en el ciclo inducido tiene

niveles de secrecion normal de progesterona.

135



Conclusiones

136

7. El método IMA.PRO2® utilizado con capsula intravaginal, consigue
resultados similares de fertilidad después de la IA sistematica a las 55 horas
después del tratamiento con cloprostenol, respecto del método original con

administracion intramuscular de progesterona.

8. El método IMA.PRO2® con capsula intravaginal consigue resultados similares
de fertilidad después de la IA sistematica, respecto del método hormonal
utilizando progestagenos y eCG, si bien estos resultados con diferencias no
significativas, como en la conclusion anterior, estan basados en los datos de un

reducido nimero de animales inseminados.
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