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1. INFTRODUCCION

En la mayoria de las razas ovinas espafiolas y especiaimente en la Rasa
Aragonesa, el numero de corderos nacidos por parto es el factor técnico que
mas influye en el resultado econémico de las explotaciones. Por consiguiente, el
aumento de la tasa de ovulacion en las ovejas es uno de los objetivos prioritarios
en investigacion sobre produccién animal.

Se ha utilizado el cruce con razas protificas (Romanov, Finesa) con buenos
resultados productivos (VALLS ORTIZ et al., 1977) pero la poca adaptacién de
dichas razas foraneas y las complicaciones que implican en el manejo, hacen que
sea una practica de dificil utilizacion en muchos casos.

Los tratamientos hormonales de superovulacion (aplicacion de PMSG después
de un tratamienio progestativo) dan también buenos resultados, pero son
caros, exigen un nivel técnico y organizativo importante en las explotaclones y
tienen una respuesta muy variable.

La inmunizacion contra hormonas esteroides presenta una respuesta mas
uniforme dentro de una misma raza, y mucho mas moderada que la PMSG,
siendo raros ios partos triples. Por elio se ha convertido en una técnica muy
interesante que se ha utilizado con éxito en muchas razas de diversos paises.

De ahi el interés de estudiar las condiciones de utilizacién de dicha técnica en la
raza Rasa Aragonesa.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. Endocrinologia del ciclo sexual
2 1.1, Generalidades

Tras el inicio de la actividad sexual {pubertad), la oveja presenta ciclos sexuales
{intervalo entre dos celos consecutivos) cuya longitud varia entre 16 y 19 dias
segun las razas (normaimente 17), que se suelen dividir convencionalmente en
dos fases: [utea (dias 2 al 13 después del celo) y folicular (dias 14 a 1) La duracién
del celo (dia 0) es de 24 a 70 horas segtin el genotipo (normalmente 24-40 h }y la
ovulacidn se produce 24-32 horas después del comienzo del celo.

El mantenimiento de la ciclicidad viene determinado fundamentaimente por
mecanismos de retrorregulacion hormonal {feed-back) en el eje hipotaiamico-
hipofisario-ovdrico, si bien no pueden descartarse otras interacciones de tipo
neuroendocrino. La comprension del papel que juegan las diferentes harmonas
en el mantenimiento del ciclo sexual es basicamente la que se describié hace
ahora unos 10 ahos, si bien, se han producido importantes avances en este
terreno posteriormente.

La actividad reproductora de la oveja esta condicionada por el medio ambiente,
principalmente por la época del aftoo, o de una forma mas precisa, por ef ritmo
de luz que incide sobre la retina. En primavera, el tiempa de luz (fotoperiodo)
aumenta de un dia a otro, fo que provoca la desaparicién de la ciclicidad en gran
parte de los individuos durante un tiempo méas o menos prolongado,
dependiendo de la raza y el ambiente. Este periodo, caracterizado por la
ausencia de celo y ovulacion, se denomina época de anoestro estacionario.

2.1.2. Fase latea

La concentracidn piasmatica de progesterona (P) en la fase folicular precedente
se hallaba en niveles basales {0,1-0,3 ng/ml) y su procedencia era
fundamentaimente adrenal. A partir del segundo o tercer dia del ciclo comienza
a elevarse a consecuencia de la secrecidon creciente del cuerpo lateo,
recientemente formado tras la ovulacion, hasta alcanzar valores de 1 a 3 ng/mi
entre los dias 7 y 12. A partir de entonces desciende paulatinamente hasta los
niveles basales de la nueva fase folicular, a causa de la regresidon del cuerpo
tuteo. (Ver anejo 1).

Durante esta fase los foliculos crecen y se atresian sin que existan unas "ondas
de desarralio” determinadas y la secrecion de 178-estradiol (E2) por parte de ios
foliculos en crecimiento origina unos niveles sanguineos fluctuantes de esta
hormona {(DRIANCOURT et al., 1985a). Estradiol y progesterona actuan
sinérgicamente, de manera fundamental a nivel del hipotalamo, ejerciendo un



feed-back negativo sobre ia secrecion pulsatii de LH proveniente de la hipéfisis
{HARESIGN, 1985) Por ellc la LH se mantiene en niveles basales, originandose
descargas a frecuencias bajas (una cada 3-10 h ) (CLARKE, 1984) y de amplitud
relativamente grande (HANSEL y CONVEY, 1983}, siempre en comparacion con
la fase folicular

La FSH, procedente también de la hipdfisis, sufre fluctuaciones sujetas a gran
variabilidad individual, sin periodos fijos, que pueden ser cortos (3,5-6 dias),
largos (mas de 10 dias) o alternados (DRIANCOURT et al, 1985a). Este perfil
hormonal de la FSH puede ser debido al efecto inhibitorio del E2 y/o inhibina
folicuiares sobre la secrecion de FSH {HARESIGN, 1985), si bien no se descarta
algun mecanismo intrinseco del sistema hipotadlamo-hipéfisis (DRIANCOURT et
al., 1985a).

Hacia el dia 13 comienza la regresion del cuerpo liteo, con la consiguiente
disminucién progresiva del nivel de progesterona plasmatica. La prostaglandina
F2o{PGF3,) de origen uterino es la principal responsable, si bien la oxitocina
puede jugar también algiun papel (PETERSON et af., 1986). Esta prostaglandina
liega al ovario desde el Gtero por medio de los vasos linfaticos adyacentes y/o a
través de |a arteria ovdrica, transferida desde la vena Gtero-ovérica mediante un
mecanismo de contracorriente (HEAP et al., 1985; DRIANCOURT et al., 1985a).

2.1.3. Fase folicular

A medida que descienden los niveles de P, la frecuencia de LH aumenta
progresivamente, hasta alcanzar el ritme de una puisacion {descarga) por hora
aproximadamente Como consecuencia de dichao incremento en la frecuencia, la
concentracion plasmatica de LH es cada vez mayor, lo que permite la progresiva
maduracion de los foliculos activos presentes al comienzo de la luteolisis y la
consiguiente secrecion de cantidades crecientes de £2. Esta hormona, en
presencia de niveles basales de P, ejerce un feed-back positivo sobre |a secrecidn
de LH, siendo asi posible ta maduracion final de los foliculos en crecimiento
(HARESIGN, 1985). Como consecuencia directa de esto se produce una descarga
prolongada de E2 {unos 30 pg/ml) (RAWLINGS et al, 1984) rnanifestandose los
signos externos del celo a lo largo de todo este pico. La exposiciéon constante de
Ia hipofisis a los pulsos de GnRH generados por el hipotalamo, bajo niveles altos
de E2 y basales de P, incrementa la magnitud de las descargas de LH,
desencadenando el pico precvuiatorio LH-FSH (HANSEL y CONVEY, 1983)
Ambas hormonas, junto con la prolactina, alcanzan sus valores maximos
simultaneamente (HARESIGN, 1985; DRIANCOURT et al., 1985a) entre 1y 9 h.
después del comienzo del celo (HAUGER et al., 1977).

A lo largo de la fase folicular, androstencodiona y testosterona tienden a
incrementar sus niveles a partir del comienzo del celo observable. Sin embargo,
ambos andrégenos no parecen estar relacionados con cambios en los niveles de

LH o FSH en ovejas enteras, ni tampoco en ovariectomizadas. Al parecer, estos
andrégencs no juegan un papel directo y decisive en el control del
comportamiento sexual de la aveja (STANKOV y KANCHEV, 1984) Las
variaciones observadas en la concentracion de androgenos al comienzo del celo
podrian explicarse teniendo en cuenta que los andrégenos son los sustratos
precursores inmediatos de los estrégenos

Después del pico preovulatorio de LH, los foliculos dejan de segregar estradiol,
manteniéndose las gonadotropinas y esteroides en niveies basales (HANSEL vy
CONVEY, 1983). Se mantiene, no obstante, la frecuencia de descargas de LH en
aproximadamente una cada hora {CLARKE, 1984). ‘

Unas 18-24 h. después del pico LH-FSH, pero antes de la ovulacion, se produce
otro pico de FSH que llega a alcanzar los niveles del pico preovulatorio, pero su
duracién es mayor. Probablemente se debe_al cese de la retroinhibicién de la
inhibina folicular (HANSEL y CONVEY, 1983). El significado fisiclégico de este
segundo pico esta relacionado en otras especies animales con el desarrollo
folicular del ciclo siguiente, pero en la oveja no parece guardar gran relacidon
{DRIANCOURT et al., 1985a).

Poco mas tarde se produce la ovulacion, con ta consiguienie formacion de un
nuevo cuerpa luteo.

2. 2. Controi hormonal del desarrollo folicular y 1a ovulacion
2.2.1. Aspectos morfoldgicos y cronolégicos

Los folfculos primordiales acupan el estadio menos desarroliado del crecimiento
folicular. Ya presentes en la vida fetal, constan de un ovocito rodeado
Unicamente por 2 6 3 células basales y sus dimensiones rondan las 60y, En la
oveja adulta se estima que el intervalo de tiempo transcurrido hasta alcanzar el
tamano preovulatorio {8 mm aproximadamente) es de ungs & meses (CAHILL,
1981; HARESIGN, 1985).

El crecimiento folicular se inicia con la proliferacién de las células que rodean al
évulo, formando varias capas, y dando origen a la granulosa. Conforme avanza
el crecimiento, los foliculos son desplazados hacia el centro del ovario, la teca se
diferencia del tejido conective que la rodea y aparecen dos capas: interna y
externa, adquiriendo a la vez el dvulo la membrana pelicida (HANSEL y
CONVEY, 1983). Esta fase tiene una duracién de unos 4,3.meses (CAHILL, 1981).

Cuando los foliculos aicanzan un tamaiio de 0,2-0,4 mm de didmetro aparece en
ellos el antro, cavidad llena de liquido folicular, generado por coalescencia de
las peqguefas cavidades de liquido que se forman entre las células de la
granulosa. El évulo ha duplicado para entonces su tamaifio inicial. Cuando los



foliculos han alcanzade este estadio se les denomina foliculos antrales
(TURNBULL et al, 1977; HANSEL y CONVEY, 1983).

La velocidad de crecimiento en la fase preantral es lenta, independientemente
del dia del ciclo, pero a partir de la formacién del antro el desarrollo se acelera,
alcanzando un maximo entre 0,7 y 1,5 mm._ Este crecimiento se debe tanto a la
proliferacién ceiular como al incremento del volumen del liquido folicular
Posteriormente, la velocidad de crecimiento vuelve a reducirse progresivamente
hasta anularse précticamente en los grandes foliculos preovulatorios
(TURNBULL et al,, 1977; CAHILL, 1984)

A partir de un tamano de 1,5 mm, comienza a aparecer un proceso degenerativo
en todos los foliculos excepto en los que llegaran a ovular. Dicho proceso se’
denomina atresia y puede ocurrir en folicuios de cualquier tamafio mayor de 1,5
mm. La atresia se caracteriza morfolégicamente por la regresion folicular
{disminucién de tamanio con signos de desintegracién celuiar) y funcionatmente
por la pérdida de la capacidad de sintesis de estradiol (TURNBULL et al, 1977).
Sin embargo, fos ovocitos extraidos de foliculos atrésicos no parecen poseer
ninguna deficiencia o anormalidad letal, ya que se ha consequido obtener
descendencia de ellos mediante fertilizacion in vitro (CAHILL, 1981). El
fenémeno de la atresia parece estar relacionado con la relacién
estrogenos/androgenos en el fluido foticular, que es mayor que 1 en foliculos
normales y menor que 1 en los atrésicos (BAIRD y McNEILLY, 1981}). Ademas, los
andrégenos y particularmente la dihidrotestosterona, aceleran la atresia en
ratas (BAIRD y McNEILLY, 1981).

Mediante medidas del indice mitético en células de foliculos no atrésicos se
estima que los folicilus tardan unos § dias en crecer desde 0,55 a 2,1 mm ¥ unas
48 h mas hasta alcanzar el tamafio de la ovulacion (TURNBULL et al., 1977;
DRIANCOURT et al., 1985a). Ei tiempo totai transcurrido desde la formacion det
antro hasta la ovulacion se estima en 25-43 dias (BAIRD y McNEILLY, 1981;
CAHILL, 1981).

Los foliculos que logran ovular suelen medir poco antes de la ovulacién, entre 5
y 10mm. En ellos, el évulo esta rodeado de una capa de células de granulosa que
se denomina corona radiada. Tras la expulsién del ovocito el faliculo se
transforma en cuerpo hemorragico y posteriormente en cuerpo liteo,

2.2.2 Aspectos funcionales

»
A pesar del considerable esfuerzo realizado en los Gitimos afos, siguen sin
conocerse muchos aspectos relacionados con ias interacciones entre las distintas
harmonas y el crecimiento folicular. Sin embargo, algunos aspectos endocrinos
relacionados con el desarrollo folicular se han ido conociendo a partir de fechas
mas 0 menos recientes. Asimismo, la funcién falicular se va comprendiendo a
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partir de experiencias in vitro e in vivo, si bien ain es preciso identificar muchos
de los compuestos segregados por el foliculo y presentes en el fluido folicular,
cuya funcion no siempre se conoce.

El estimulo que provoca el crecimiento de los foliculos primordiaies,
aparentemente en estado de latencia durante largo tiempo, no s& sabe si
procede del dvulo o de las células contiguas. En la fase preantral la presencia de
gonadotropinas no parece fundamental para el crecimiento folicular, si bien se
acelera en presencia de éstas, ya que se han encontrado foliculos de 5 ¢ mas
capas de granutosa en ovejas hipofisectomizadas.

A partir de un determinado estadio de desarrollo, quizd algo anterior a la
formacion del antro, parece necesaria la exposicion de los foliculos a la FSH para
quedar sensibilizados a la LH. Asi, es necesario un tratamiento con FSH y LH para
inducir la ovulacién en ovejas con marcado anoestro -estacionario, siendo
insuficientes 1a LH o GnRH por si solas (HARESIGN, 1985). Ademas, un
tratamiento progestative previo es obligatorio para conseguir una buena
calidad de la ovulacion (MOORE, 1985).

La sintesis de hormonas esteroides en los foliculos antrales mayores de 3 mm se
lleva a cabo por cooperacion de la teca interna y la granulosa bajo el estimuto de
las gonadotrapinas. De este modo, ¢l estradiol se produce en las células de la
granulosa a partir de la androstencdiona procedente de la teca interna, previa
reducién a testosterona. La FSH ejerce un feed-back positivo sobre la
aromatizacion de la testosterona a estradiol (ver anejos 2 y 3). La
androstenodiona se sintetiza en la teca interna a partir del colesterol,
fundamentaimente por la via AS y la transformaciéon de! colesterol en
pregnenolona esta activada por ia LH. Por otra parte, el 17f-estradiol producido
ejerce un efecto autocrino inhibiendo la sintesis de progesterona a partir de
pregnencliona en la granulosa y un efecto paracrino similar en la teca,
obstaculizando asi la via A4 en ambos tipos de células (HANSEL y CONVEY,
1983).

Poco antes del pico preovulatorio aumenta el numero de receptores de LH en
teca y granulosa, mientras que los de FSH disminuyen (HANSEL y CONVEY, 1983)
o permanecen constantes (CAHILL, 1984}. Por ello, los foliculos adquieren una
mayor sensibilidad a la LH y una mayor capacidad de segregar estradiol De
estudios realizados in vitro se desprende que la LH es responsable, en mayor
medida que la FSH, de esa elevada produccién de estrégenos (HARESIGN, 1985),
siendo su concentraciéon en el liquido folicular mayor que la de los andrégenos
en foliculos no atrésicos de ese tamano

Ei incremento de la concentracion de receptores de LH en la teca y granulosa

debe de ser un proceso importante para asegurar una correcta maduracion
folicutar que permita la ovulacién tras el pico de LH. Asi, la presencia de dichos

1t
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receptores es un buen indicador del foliculo ovulatorio desde el momento de la
oleada LH-FSH (WEBB y ENGLAND, 1982a). En foliculos no ovulatorios, la
concentracian de andrégenos es mayor que la de estrégenos, lo que se
interpreta como una situacion en la que el sistema enzimatico aromatasa se
halia inactivo debido a la ausencia de receptores para la LH ( BAIRD y McNEILLY,
1981).

Al menos aparentemente la oleada LH-FSH transforma los foliculos activos en
atrésicos desde el punto de vista funcional, ya que disminuye en ellos la
concentracion de estradiol y pregesterona {HANSEL y CONVEY, 1983). Esto no es
debido a la falta de los precursores respectivos, sino a la inactivacion del sistema
aromatasa que se asocia a la disminucion de receptores de la LH en la teca y
granulosa (WEBB y ENGLAND, 1982b) A consecuencia de esto, los niveles
circulantes de estrogenos se halian en niveles basales.

2.2.3. Dinamica folicular integrada en ef ovario: crecimiento, reclutamiento y
seleccion

2.2.3.1. Crecimiento

Una vez revisado el crecimiento individual de los foliculos y sus funciones
principales, cabe plantearse el modo en que todo lo anteriormente expuesto se
integra en la dindmica del ovario dentro del ciclo sexual.

En contra de lo que se pensd en un principio, parece que no existen “ondas de
desarrollo® fijas en el ovario, sino que los foliculos se desarrollan al azar, de
forma no sincronizada, de manera que el crecimiento y la atresia se producen en
cualquier dia del ciclo. Esto se apoya en las siguientes experiencias: a) Los
investigadores no coinciden en el nimero de “ondas” ni en los dias del ciclo en
que se producen. b) Las fluctuaciones de FSH y estradiol no ocurren a intervalos
fijos. ¢) Ne hay una respuesta diferente a la PMSG dependiendo del dia que se
aplica, cerca del final de la fase lutea (DRIANCOURT et al., 1985a).
Probablemente el recambio folicular estd reguiado parcialmente por factores
intraovéricos (HANSEL y CONVEY, 1983).

Se asume que existen dos procesos en el ovario que llevan a 1a maduracién final
de fos foliculos: reclutamiento y seleccidon (DRIANCOURT et al., 1985h)

2.2.3.2. Reclutamiento

L]
Se entiende por recilutamiento el proceso por el cual un grupo de foliculos, en el
que esta{n) incluido(s) el (los) que ovulara(n) posteriormente, se desarrolla bajo
la influencia de los perfiles hormonales del ciclo sexual.
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Se cree que este proceso ocurre unas 48 h antes del pico preovularorio de LH,
coincidiendo tal vez con la luteolisis, ya que la eliminacion o regresidon forzada
de un cuerpe luteo lleva consigo la aparicidn de un foliculo unas 48 h mas tarde,
que es capaz de generar otro pico preovulatorio. Ademas, el intervalo entre el
tratamiento con LH en anoestro estacionario y el pico preovulatorio es de 30 a
55 h {DRIANCOURT et al, 1985a).

El tamanc de los foliculos que son reciutados se estima que es mayor de 2 mm,
basdndose en numerosas experiencias. El nimero de dichos foliculos reclutados
depende de la FSH circulante durante las 24 horas anteriores a la luteolisis, ya
gue se ha obtenido una tasa de ovulacién de B tratando con FSH desde 24 h
antes de la luteolisis hasta 60 h después, y solamente de 3 comenzando el
tratamiento en la luteolisis {DRIANCOURT et al., 1985a).

2.2.3.3. Seleccion

Se denomina seleccion al mecanismo que lleva a la determinacion del foliculo(s)
que ovulara(n) y a regresién de los restantes foliculos reclutados.

Este proceso se cree que es posterior al reclutamiento, ya que tanto la
ovariectomia unilateral como la cauterizacion de parte de los foliculos
reclutados o la irradiacién con rayos X durante el comienzo de la fase folicular
no alargan el intervalo luteolisis-ovulacidn.

Mediante la técnica de marcado con tinta china, se ha observado que parece ser
gue el foliculo que ovula es el mayor existente unas 30-54 h después de la
regresion del cuerpo ldteo anterior (DRIANCOURT, 1984).

Sin embargo otros hechos apuntan que puedé situarse en una fecha mas
temprana. Asi, 10 h después de la inyeccion de prostaglandina se observa una
mayor secrecion de estradiol por parte del ovario que después ovulara
(DRIANCOURT et al, 1985a) Recientemente, se ha observado un pulso de
estradiol, segregado por el ovario destinado a ovular, tan sélo 30 minutos
después de la inyeccién de prostaglandina. Dicho pulso fue precedido por otro
de LH en la mayor parte de los casos, lo que sugiere una preseleccion del foliculo
destinado a ovular antes de la iuteolisis (ATKINSON et al, 1986) -

El mecanismo bioquimico implicado en la selecciéon no se conoce. Existen, no
obstante, varias hipdtesis que tratan de explicar este proceso. Las siguientes son
teorias pasivas: ¢

- En los foliculos que se atresian estan ausentes las sefales
hormonales necesarias para proseguir el crecimiento a partir de
una fase determinada o puede que no exista un aporte de
gonadotropinas suficiente para permitir el mantenimiento de una
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completa actividad de los receptores en todos los foli
(HARESIGN, 1985). s los folicuios

- Cuan_do un foliculo alcanza un determinado nivel de desarrolio,
adquiere un estado de equilibric que le impide atresiarse a pesar

?;gsiscenso de los niveles de FSH circutante (DRIANCOURT et al.
Y .

Sin gmbargo, existe también otra teoria “activa®, segun la cual el foliculo
domlngnte. al aicanzar un estadio concreto, segrega sustancias que inhiben el
cr:ecnnl'uento z‘je los demas foliculos. Esta altima se apoya en que: a} En ovejas
hipofisectomizadas tratadas con PMSG, el tratamiento con fluido f'olicular ovino

;;auso un cese del c'recimiento folicular, una reduccion de la division mitética en‘
2 granulosa y un incremento de la atresia (CAHILL, 1984). La inmunizacién de .

ovejas enteras contra una fraccion del liquido folicular bovino incrementé la
Egsa.d.e ovulacién sin afectar a la F5H, lo que sugiere 1a existencia de un

mhabndﬁor del crecimiento folicular” o una “proteina inductora de la seleccion®
en el fluido folicular (DRIANCOURT et af . 1985a).

.Ef mgntfnimiento del foifcqlo dominante podria explicarse segun las teorias
pasivas” por el alto cpntemdo de estradiol y/o FSH en e} liguido folicuiar, asi
¢oma por un mayor flujo sanguineo en ese foliculo. ‘

Resumiendo, parece que el {ios) foliculols) que lograra(n) ovular se encuentraln)
entre un grupo de foliculos activos que, por azar, se hallan en un estadio del
crec:mlent9 en el que su didmetro es de al menos 2 mm en un momento cercan

a la luteolisis. El nimerc de estos foliculos depende de ios niveies de FSl:
carcu_lapte durante las 24 h anteriores a la luteolisis. Estos foliculos “reclutados®
contintan su crecimiento bajo la accién hormonal ¥ s6lo uno o unbs pocos se
lu_brarén de; c_qnvertirse en atrésicos y conseguiran ovular debido a que poseen
cnerté sensibilidad especial a la accién hormanal o una c'apacidad de indpucir la
atresia de los demas foliculos. Esta mayor o menor capacidad para ovular ests

muy refacionada con el genotipo.
2.3. Regulacién de la tasa de ovulacion

2 3.1. Correlaciones hormonales con Ia tasa de ovulacién

2.3.1.1. Planteamiento y dificuitades encontradas

« . ’
Los principales fa_ctores que influyen sobre la tasa de ovulacién en la oveja son:
faza, peso, condicion corporal, edad, alimentacion y época del afo P(ir otra;
parte, el empleo de determinados productos farmacolégicos puede modificar
también la tasa de ovulacién. Usualmente se realizan trabajos en los que se
estudia la dindmica folicular y/o se miden determinados para’n?etros

14

hormonales, variando los factores anteriormente indicados, con el fin de
conocer los mecanismos que regulan la tasa de ovulacién y poder asi
incrementaria.

A pesar de los numerosos estudios comparativos realizados hasta la fecha en
este terreno, los resultados no son totalmente satisfactorios. La causa puede
encontrarse en la baja sensibilidad de las determinaciones hormonales,
incapaces de detectar diferencias inferiores al 10%. Como la tasa de ovulacién es
una variable discontinua, pequefias variaciones de los perfiles hormonales
pueden ser responsables de variaciones de una unidad en la respuesta
(SCARAMUZZI y RADFORD, 1983; HARESIGN, 1985). También puede pensarse
que los analisis hormonales, que son mediciones instantdneas de la liberacién
total de esas hormonas, pueden ser estimadores poco apropiados a fa hora de
interpretar el papel que juegan dichas hormonas en la dindmica folicular
(HARESIGN, 1985). Ademds, las hormonas que hacen posible la ovulacién no
tienen por qué ser las determinantes de la tasa de ovulacién (SCARAMUZZ| y
RADFORD, 1983} que podria estar regulada por factores intracvaricos de tipo no
endocrino. Por ultimo, la diferente sensibilidad del ovario y/o la hipéfisis a las
distintas hormonas bajo condiciones diversas puede enmascarar los hechas
reales (HARESIGN, 1985) dando lugar a resultados aparentemente paradojicos e
inconsistentes.

No obstante, pasamos a continuacién a exponer los avances realizados, con las
limitaciones anteriormente explicadas.

2.3.1.2. Hormona Luteinizante (LH)

Puede esperarse a priori que las gonadotropinas sean las principales hormonas
determinantes de la tasa de ovulacién, ya que su concentracion se incrementa
notabiemente en {as horas anteriores a la ovulacion. Sin embargo, no siempre se
encuentra una buena relacién entre ambas variables.

Asi, el intervalo entre el comienzo del celo y el pico de LH es mayor en razas
prolificas, asociandose el retraso de la oleada de LH con un aumento en la tasa
de ovulacién. Sin embargo, la raza Merino Booroola parece salirse de dicha
norma al compararla con la Merina, a pesar de que existe una notabie diferencia
en tasa de ovulacién entre ambas razas (HARESIGN, 1985). Ademas, dicha
retraso no pudo demostrarse entre ovejas con ovulacion simple y muitiple,
trabajando en diferentes niveles de peso y/o condicién carporal dentro de una
misma raza (RHIND et al,1985b; RHIND y McNEILLY, 1986; RHIND et al., 1986a)
ni tampoce en ovejas seleccionadas por tasa de ovulacion (THOMAS et af , 1984)

En algunos trabajos se ha observado que el pico de LH es significativamente
menor en ovejas con ovulacion simple (RHIND et al.,1985b; RHIND y McNEILLY,
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1986), pero en otro trabajo posterior (RHIND et al., 1986a) no se ha confirmado
este hecho.

En las ovejas con ovulaciones multiples se ha podide demostrar un incremento
de la frecuencia de pulsaciones de LH sélo en la fase folicular {RHIND et
a-“:,1986a) o en la latea (THOMAS et al, 1984) observandose tendencias en el
mismo sentido en fase folicular (THOMAS et al,, 1984; RHIND et al ,1985b) o en
ambas fases (RHIND y McNEILLY, 1986), asi como un incremento significativo de
la amplitud de dichas pulsaciones en este ultimo trabajo.

2.3.1.3. Hormona Foliculo-Estimulante (FSH)

No se han encontrado diferencias en la concentracién de £SH a lo largo de la
fase folicular asociadas a una mayor tasa de ovulacién entre las razas Finesa y
Suffolk, ni en la raza Merina entre los portadores de una o dos copias del gen
Booroola de alta prolificidad (gen F) y los que no poseen ninguna, pero si entre
las D'man y Timahdite (HARESIGN, 1985). Sin embargo, si se han constatado
mayores niveles de FSH durante ia fase lGtea en Merinos portadores del gen ¥ en
?garréc;zigosis o0 heterozigosis respecto a los Merinos narmales (DOWNING et al.,

Tampoco se han hallado diferencias significativas en la concentracion de FSH en
fase folicular o Iitea relacionadas con diferente tasa de ovulacion bajo distinta
alimentacion y/o condicion corporal (RHIND et al., 1985b; RHIND y McNEILLY,
IQQG; RHIND et al, 1986a), si bien e! pico de FSH fue mayor en [as ovejas que
tuvieron una sola ovultacién (RHIND y McNEILLY, 1986). En otros trabajos, las
diferencias en el tamaNo del pico fueron practicamente nulas {RHIND et af ,
1285b; RHIND et al., 1986a). Las causas de estas discrepancizs pueden ser de
origen raciat.

2.3.1.4. Prolactina

El papel de la prolactina en el ciclo sexual no se conoce exactamente. Sin
embargo, podria esperarse que influyese en la determinacién de la tasa de
ovulacion, dado que alcanza valores pico en la fase folicutar, coincidiendo con ia
oleada de LH-FSH.

Los resultados son una vez mas contradictorios. Se han encontrado mayores
niveles de esta hormona en la fase folicular de ovejas con ovulacién simple, y
tendencias en el mismo sentido errla fase lutea (RHIND y McNEILLY, 1986) Sin
embargo, los valores pico no fueron diferentes. En otros trabajos el pico de
profactina fue mayor en las ovejas con ovulacién muitipie (RHIND et a/., 1985b),
Pero no se constataron diferencias significativas en otros momentos de |a fase
folicular. tina vez mas el factor raza, junto con otros, ha podido originar esas
discrepancias.

En conclusién, los parametros con que se ha caracterizado tradicionalmente la
secrecion hormaonal parecen insuficientes a la hora de explicar totalmente la
regulacion de la tasa de ovulacion. Sin embargo, a partir de los datos de que se
dispone en la actualidad puede afirmarse que la variacién de los citados
parametros suele acompafiar a modificaciones en la tasa de ovulacion, si bien la
causa ultima de ambos fenémenos puede ser todavia desconocida.

2.3.2 Factores que condicionan la tasa de ovulacion

El mecanismo de actuacidn de los principales condicionantes de la tasa de
ovuiacién citados al comienzo del apartado 2.3.1 1 podria explicarse mediante
parametros endocrinos. A pesar de los considerables esfuerzos realizados en
esta direccion, la situacion general no es totalmente satisfactoria. La razén
puede residir en qué se pretende estudiar los mecanismos de un proceso que
todavia no se conoce en profundidad (DRIANCOURT et al., 1284).

No obstante, parece que algunas ideas se van reafirmando progresivamente.
2.3.2.1. Raza

Es conocido que la tasa de ovulacion esté sujeta a grandes diferencias raciales,
Asi, las razas comunmente llamadas "prolificas* ovulan cuantitativamente de
forma similar a como lo hacen otras bajo tratamientos superovulatorios {FSH,
PMSG, etc.): Finesa (3,5), Romanov (3,4), Merinc Booroola (4,2), Dahman (2,8),
Cambridge (4,0), (BINDON et al., 1986) HuYang (3,11) (HARESIGN, 1985} frente
a, p. ej., Merino {1,49) (HANRAHAN, 1987).

Parece ser que existen diferencias en cuanto a la dindmica dei crecimiento
folicular, al menos entre algunas de dichas razas, que afectan al tamafio de ios
foliculos preovulatorios, tasa de reclutamiento y de atresia, asi como a las
estrategias de! desarrollo folicular (DRIANCOURT et al., 1984; DRIANCOURT et
al., 1985b; FERNANDEZ ABELLA et al, 1986) Se sabe también que existen
diferencias raciales en la sensibilidad a ia accién hormonal (HARESIGN, 1985;
BINDON et al, 1986). Por tanto, parece poco probable que las diferencias
raciales en tasa de ovulacion puedan explicarse sélo a partir de diferencias en los
perfiles de secrecién hormonal.

2.3.2.2. Nutricién, peso y condicién corporal

Es bien conocide que en algunas razas una mejora de la alimentacion en el
periodo anterior al comienzo de la cubricion (flushing) produce incrementos en
la tasa de ovulacion, pero a menudo las causas que provocan esta aumento se
confunden entre si. s

Se sabe que un periodo minimo de 3 semanas es necesario para que un
"flushing” sea efectivo (25% de incremento en la tasa de ovulacion) en
condiciones de pastoreo, consiguiéndose pequefias mejoras adicionales (30%) al
duplicar dicho intervalo (SMITH et al., 1983). Este efecto parece asociado a una
mayor ingestion voluntaria en las ovejas de condicién corporal moderadamente



baja (GUNN, 1983). Si el *flushing” se realiza con “lupinus”, se pueden obtener
respuestas similares en periodos de una semana (SCARAMUZZ! y RADFORD,
1983; SMITH et a/, 1983} sin cambios en el peso vivo. La causa de este efecto esta
todaviasin aclarar

En lo referente al factor peso, existe un efecio positive “dindmico” (es decir,
debido a la ganancia de peso) y otro *estético® {es decir, del peso por si mismo)
(THOMPSON et al, 1985). Parece, no obstante, que esa correlacion positiva no es
totalmente independiente del estado de engrasamiento, pudiéndose observar
esta variacion sélo en determinados rangos de condicion corporal {GUNN, 1983).
Sorprendentemente, aparte de esta asociacién fenotipica entre peso y tasa de
ovulacion, puede existir otra de orden genotipico, ya que la seleccion por peso
ha llevado consigo el incremento de la tasa de ovulacién, al parecer’
independientemente def peso ( QUIRKE et al , 1985). Adems, la respuesta de las
ovejas a la sobrealimentacién varia segun las razas. En el Reino Unido se ha visto
que la sobrealimentacién no aumenta la tasa de ovulacion de la oveja Finesa o
sus cruces, contrariamente a lo que ocurre en las demas razas inglesas
(TREACHER, com. pers.). En la oveja Rasa Aragonesa no ha podido provocarse un
aumento significativo de la tasa de ovulacién en primavera s6lamente con
sobrealimentacion (FOLCH et af., 198S; FOLCH et af., 1987).

De trabajos realizados bajo diferentes niveles de alimentacion y/o condician
corporal parece deducirse que la primera influye en la etapa de seleccion,
mientras que la segunda actuaria sobre el reclutamiento. Asi, condiciones
corporales altas se asocian a una mayor proporcion de foliculos que entran en
fase de crecimiento rapido, probablemente a consecuencia de mayores
concentraciones de FSH en fase lutea y folicular. Por otra parte, una mayor
alimentacion conlleva frecuencias mas aitas en la pulsatilidact de la LH en [a fase
folicular, que permitirian ia maduracion final y ovulacién de un mayor numero
de foliculos (RHIND y McNEILLY, 1986; RHIND et al., 1986a).

2.3.2.3. Edad

La tasa de ovulacion es menor en las corderas (hasta un afo y medio
aproximadamente) y se incrementa progresivamente hasta alcanzar valores
maximos a los 3-5 afos de edad, que se mantienen hasta los 10 (CAHILL, 1984).

2.3.2.4. Epoca del afio

tos maximos valores se observan en otofio ¥ los minimos cerca de primavera.
Esta tendencia no se puede constatar en corderas o en ovejas de muy bajo peso
(SCARAMUIZZ] y RADFORD, 1983).
L]

En muchas ocasiones la disponibilidad de alimentacién de buena calidad a lo
largo del afo es la causa principal de las variaciones observadas. Sin embargo,
existe también un efecto independiente de la dieta, del que serian responsables
la estacion del afio y el fotoperioado, actuando posiblemente sobre la incidencia
de la atresia folicular (CAHILL, 1984) También se han descrito variaciones poco
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loégicas entre ciclos consecutivos dentro de la época de actividad sexua!‘.:;-y--

{THOMPSON et al., 1985).

2. 4. Métodos de inmunoneutralizacién hormonai

2.4.1. Generalidades

Estos métados se basan en la reduccién de la concentracidn de hormona ="

biologicamente activa por ligacion mediante _anticuerpos especificos genergdos
por el propio animal {en la inmunizacién activa) o p(ocedei:\tes.c;’ie otro animal
que se ha hiperinmunizado anteriormente (en la inmunizacién pasiva). La
inmunoneutralizacién hormonal se ha utilizado a menudq como ayuda en la
investigacién sobre endrocrinologia- Sin embargo,. recientemente, se ha
considerado la posibilidad de su utilizacidon préctica en gl campo de la
produccion animal. Asi, se ha inmunizado contra la somastostatina para acelerar
el crecimiento de los corderos {SPENCER et al., 1985), contra la GnRH como
alternativa reversible a la castracion quirdrgica (QUIRKE, 1985), contra los
fitoestrégenos para anular sus efectos perjudiciales sobre la reproducion (COX y
WILSON, 1976}, 0 contra esteroides ovéricos (SCARAMUZZI et al., 197?) o
inhibina (HENDERSON et al., 1984) con el fin de at{mentar la tasa de ovulacién.
El termino "inmunofisiologia” se ha acufiado recientemente para englobar y
describir los fenomenos relacionados con la inmt{noneutrahzacaon hprmonal y
sus repercusiones sobre las funciones de los organismos en que se aplica (COX y
WILSON, 1984b; SCOTT, 1984); el aprovechamuento_de estos_n_1étod95 a gran
escala es lo que se ha denominado “regulacion mmunof:golégma de‘ la
produccion animal”® (QUIRKE, 1985). Si bien los resultados no siempre hg_n sido
tan buenos como cabria esperar (HOSKINSON y DJURA, 1 984), las posibilidades
de aplicacién de esta técnica son muy numerosas.

2.4.2. Mecanismo de la respuesta inmunitaria

La entrada de determinadas sustancias extranas en el organfsmo de los animaies
superiores provoca la aparicion de una respuesta inmunitaria humoral y celular.
La inmunidad humoral se caracteriza por la aparicién fie anticuerpos en la
sangre y otros liquidos corporales, gue son inmunoglobulinas cepac_es de unirse
especificamente a la sustancia que ha provqcado la respuesta inmunitaria
{inmundgenn). El término "antigenc” se aplica a compuestos que se unen
reversibie y especificamente a anticuerpos, sean o no aptos'para desengadenar
la respuesta inmunitaria. Asi, existen compuestos que gebldo a su bajo peso
moiecutar, no son capaces de provocar dicha respuesta pero si que se unen
especificamente a determinados anticuerpos por su eleva_da similitud gstruct_urai
con el inmunégeno que indujo la formacién de esos anticuerpos. La inmunidad
celular se caracteriza por la aparicién de procesos dirigidos contra células
portadoras en su membrana de antigenos estrechamente relacionados con el
inmundgeno. Respuestas de este tipo son el rechazo de trasplantes, la
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hipersensibilidad retardada y los fenémenos de citotoxicidad. Ambos tipos de
respuesta (humoral y celular) van encaminados a la eliminacion de antigenos.

Después de una primera exposicién a un inmundégeno existe un perfodo variable
Qe latencia, tras el cual se inicia una respuesta humoral en términos de
inmunoglobulinas de la clase M. Cuando e} organismo se somete a una segunda
sensibilizacion con la misma sustancia se acorta Ia fase latente, se obtiene una
mayor respiuesta en titulo de anticuerpos especificos que es mas duradera que la
anter{or y los anticuerpos son fundamentaimente de la clase G. Estas
exposiciones crean una “memoria inmunolégica®, en virtud de la cual es
necesario un solo contacto con el inmunégeno, para que se produzcan
respuestas similares o mayores. Sin embargo, si se realizan sensibilizaciones
repetidas con dosis bajas durante periodos cortos, o altas durante largos’
periodos de tiempo, se produce el fendmena de la tolerancia o "paralisis
inmunoldgica®, que se caracteriza por ia disminucién o supresion de la
respuesta humoral especifica contra ese inmundgeno.

2.4 3. Base celular de la respuesta inmunitaria

El sistema inmunitaric esté formado por linfocitos T, linfocitos B y células
accesorias. Los linfocitos T y B estdn presentes en ta circulacion sanguinea, asi
como en el timo, los ndédulos linfaticos y el bazo. Las céiulas accesorias se
encuentran en casi todos los drganos, en los érganos linfoides y en menor
medida en {a sangre y finfa. Los linfocitos T proceden de la médula osea y acaban
su maduracién en el timo, aunque pueden sufrir otra posterior en los drganos
linfoides. Las células B también se originan en la médula ésea y completan su
maduracion en la bolsa de Fabricio (en las aves) o en el tejido linfatico asociado
al intestinc {mamiferos).

Los macréfagos fagocitan el inmundgeno, lo degradan parcialmente y exhiben
fragmentos dei misme en su membrana celular con el fin de que sean
reconocidos por los linfocitos T coadyuvantes (helper). Esta operacién se
denomina "presentacién” de los antigenos y pueden realizaria también las
células accesorias. Los finfocitos T coadyuvantes reconocen los antigenos
exhibidos y quedan activados. A continuacién éstos son capaces de activar
aquelios linfocitos B que tienen unido el antigenc en su membrana, que son los
que han quedado comprometidos desde su formacion en la médula para el
feconocimiento de ese grupo estructural especifico. Estas células B activadas
inducen la maduracion de celulas T citotdxicas que destruyen las células
portadoras de dichos antigenos, (celulas “infectadas®). Ademas, las células B
acti_vadas se reproducen formando un clon de células B que exhiben el
anticuerpo a modo de receptor de membrana y constituyen las células de
memoria circulantes. Otros miembros del clon sufren una diferenciacion
terminal pasando a llamarse células plasmaticas. Las células plasméticas son de

mayor tamano, dejan de reproducirse y dedican todos sus recursos a la -
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produccion de anticuerpos. A pesar de que viven s6lo unos pocos dias, producen
cantidades considerables de anticuerpos especificos. La informacion
correspondiente a estos dos dGitimos apartados puede encontrarse en las
siguientes revisiones: ROITT, 1979; McCONNELL, 1982; SIMPSON, 1984;
OUTTERIDGE, 1985,

2 4.4. Inmunizacion contra conjugados esteroide-proteina

Las moléculas de bajo peso molecular {como los esteroides o la mayoria de fos
farmacos) deben unirse covalentemente a proteinas para que puedan inducir la
formacién de anticuerpos especificos. Dado que los anticuerpos son mas
especificos para la parte de la molécula mas accesible a 1os linfocitos circulantes,
es conveniente unirlos a través de otra molécula que haga de *"puente” o “brazo
espaciador” entre la proteina y el hapteno. Son normalmente empieados el
hemisuccinato, carboximetiloxima o carboxietiltioéter. El sitio de conjugacion
en los esteroides debe elegirse en funcién de la especificidad que se desee, ya
que, en general el lugar de conjugacion suele ser mal detectado por los
anticuerpos. En cuanto al nimero de residuos por molécula de proteina, el
optimo parece entre 15 y 30 (WEBB et al , 1984), o entre 8 y 30 (NIESCHLAG y
WICKINGS, 1978), bajando considerablemente la respuesta inmunoldgica si son
10 o menos (NISWENDER et al., 1971). La proteina puede ser albimina sérica
bovina (BSA), aibimina sérica humana (HSA), y-giobulinas {y-G), ovoalbumina,
poli-L-lisina, tiroglobulina o hemocianina (KLH). Al parecer, es conveniente que
la distancia filogenética entre el animal que se va a inmunizar y el del que
procede la proteina sea lo mayor posible (WEBB et al., 1984).

Normalmente se utiliza, ademas del inmundégeno, un coadyuvante, con el fin de
obtener una mayor respuesta inmunitaria. Para ello normalmente se empiean
paredes celulares de bacterias que exaltan dicha respuesta. También se utilizan
sustancias sintéticas como el sulfato de dextrano o de! tipo del poliacrilato que
reemplazan parcialmente la funcién celular del timo y exaltan la memoria
celular de la médula 6sea (SCARAMUZZI y HOSKINSON, 1984). El coadyuvante de
Freund o et Drakeol producen respuestas elevadas y de gran duracién (COX,
1984; COX y WILSON, 1984), mientras que el dietil-aminoetil-dextrano (DEAE-
dextrano) provoca respuestas mas agudas y de menor duracion (SCARAMUZZ] y
HOSKINSON, 1984), al menos en la inmunizacion contra hormonas esteroides.

2.4.5. Inmunizacién contra hormonas esteroides

2.4.5.1. inmunizacién activa

Los primeros antigenos se sintetizaron en los afios 40, pero se trataba de
conjugados labiles a través de grupos éster, que probablemente eran
hidrolizados antes de suscitar la respuesta inmunclégica. Sin embargo, 10 afios
mas tarde se conseguirian derivados estables (ERLANGER et al., 1957; ERLANGER
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et al, 1959) y |la inmunizacion se utilizaria para aclarar el papel de algunas
hormt(.)fr_\as ﬁo para poner a punto técnicas radiocinmunoanaliticas, con el fin de
cuantiticar dichas hormonas. (Para una revision sobre @l tema, ver NIESCHLA

WICKINGS, 1978). ' o

Perﬂo fue a mediados de los 70 cuando se observé, durante unas endoscopias de
rutina, que la inmunizacién activa de ovejas contra androstenodiona (AD)
incrementaba la tasa de ovuiacién (SCARAMUZZI et al, 1977, GELDARD y
SCARAMUZZI, 1983). Resultados similares se obtuvieron por inmunizacién activa

contra testosterona (T) (SCARAMUZZI et al., 1981), estrona (E;) (MARTIN et a/,, -

1979; SMITH et a/, 1981), 17 B-estradiol (E;) (SCARAMUZZ| et al., 1980b) o
progesterona (P) (HOSKINSON et al., 1982b). Sin embargo, ia ausencia de celo y
ovulacién acompariaba normalmente a los tratamientos de inmunizacién contra
AD (SMITH et al., 1981), T (SCARAMUZZI et al., 1981), E; (COX y WILSON, 1976;
SCARAMUZZ! et al., 1980b), €2 (COX y WILSON, 1976; SCARAMUZZ! 'et al.'
1980b) y P (HOSKINSON et al., 1982b}, debido a los altos tituios de anticuerpo;
aicanz_ados <on et adyuvante de Freund. El protocolo de inmunizacién consistia
en la inyeccion de unos 0,37-1,5 mg del conjugado {dependiendo del tipo de
inmundégeno) en 3 ml de una emulsién a partes iguales de suero fisiolégico y
adyuvante de freund completo (FCA) o incompleto (FIA) para la primera dosis o
las de refuerzo, respectivamente. Esta emulisién s2 distribuia en 2 inyecciones
(M.} de 0,9 mi en las patas traseras y otras 6 (5.C} a lo largo del lomo. A partir
de 1979 se sustituy6é el adyuvante de Freund por el dietil-aminoetil-dextrano
(DEAE-—De_xtrano) con lo que se consiguieron respuestas inmunoldgicas menores
Y mas umfor:mes entre animales, asi como subidas y bajadas mas rapidas del
titulo de anticuerpos {COX y WILSON, 1976; COX et al., 1984a) resolviéndose asi
l0s problemas de ausencia de ovulacién y celo. En 1981 se simplificé el protocoio
potablgmgnte, siendo necesarias sélo 2 dosis de 1,5 mi (5.C.) en ef cuello en cada
inmunizacion, que se redujeron posteriormente a una sola dosis de 2 ml {5.C.) en
F! cueile por cada inmunizaciéon. En octubre de 1983 se comerciali26 el
ur::munt_sgenp_androstenodiona-?a-carboxieti#tioéter: HSA (0,6 mg/ml) en
disolucién fisiolégica de DEAE-dextranc (50 mg/mi) 1'% tiomersall(preservativo
0,2 mg/ml) con el nombre de FECUNDIN (Glaxo). Parece ser que la reduccion dé
la qantldad de producto inyectado a la mitad en cada dosis produce resultados
mejores (CROKER et al, 1986) o parecidos (SMITH y McGOWAN, 1986) El
!ntervqlo entre la primera dosis y el refuerzo suele ser de 3-4 semanas' cuandd se
Inmuniza por vez primera. En sucesivas ocasiones, una sola dosis es suficiente
debido a la memoria inmunolégica creada previamente,

E_! unteryalo de tiempo entre la dosis Ye recuerdo y el comienzo de la cubricién
smcroqnzada determina el titulo de anticuerpos en el periodo anterior a la
ovuiac;én_y condiciona por tanto las caracteristicas de la respuesta en términos
reproducttwos“ Al parecer, un periodo mayor de 2 semanas se requiere para
conseguir una fertilidad aceptable mientras que un periodo superior a 5
semanas reduciria considerablemente la prolificidad (GELDARD, 1984; CROKER

et al., 1984; CROKER et al, 1987b). Dado que los niveles de inmunizacion se
mantienen durante el citado periodo, la sincronizacion no es necesaria.

2.4.5.2. Inmunizacién pasiva

ta inmunizacién pasiva permite reducir las fuentes de variabilidad individual a
lo largo de las experiencias. Asi, las caracteristicas del suero inyectado {titulo,
constante de afinidad, especificidad) son las mismas para todos los animales
tratados y pueden conocerse a priori. Ademds, la variabilidad del titulo
cdirculante es mucho menor debido a que se inyectan cantidades conocidas, que
pueden ajustarse por el peso vivo o por el peso vivo metabélico si se desea. Al
tratarse normaimente de inyecciones intravenosas, se evita la variabilidad del
tiempo de absorcién que normalmente acompafa a los tratamientos por via . C
o .M., pudiendo fijar con més precision el momento de actuacion del antisuero.
Por otra parte, al tratarse de anticuerpos que no han sido generados por el
propio animal, la caida del titulo es mucho mas rapida (vida media de unos 15
dias, WEBB et al., 1984) que en la inmunizacion activa. Por ello se trata de un
procedimiento que actua perturbando la fisiologia de los animales tratados
durante periodos cortos y sin implicar directamente la respuesta inmunitaria del
animal. Ademas, existe la posibilidad de efectuar tratamientos con mezclas de
sueros contra diversos esteroides en proporciones definidas. Finaimente, la
inmunizacion pasiva no provoca interferencias en los esquemas de seleccién por
tasa de ovulacién o prolificidad, debido a su corto periodo de actuacion.

Sin embargo, desde el punto de vista de una posible aplicaciéon tecnolégica
existen varias desventajas, coma son el peligro de contaminacién del suero, la
relativamente gran cantidad de suero que hay que inyectar 1.V. (entre 7,5y 40
ml, dependiendo del titulo del antisuero inyectado y del que se pretende
alcanzar en el animal) y la necesidad de disponer de grandes cantidades de
antisuero de caracteristicas uniformes. La produccidn de anticuerpos
monoclonales de oveja contra esteroides resolveria en gran medida estas
dificultades.

La inmunizacion pasiva contra AD, T, Et, E2 0 una mezdcla de los cuatro produjo
incrementos en la tasa de ovulacion (LAND et al, 1982; LAND et al., 1983)
comparables a los obtenidos por inmunizacién activa (WEBB et al., 1984; RHIND
et al., 1986b}. El tratamiento consiste en la aplicacion de aproximadamente 1
*dosis standard® (definida como 32 mi de suero 1/100.000: RHIND et al., 1987b)
IV. a la retirada de la esponja (RHIND et al, 1985a; RHIND et al,, 1986b) ¢ 1.5
*dasis standard” en cubricién no sincronizada (RHIND et al., 1987a; RHIND et al,

19875).

2.4.6 Efectos producidos por la inmunoneutralizacion de esteroides ovaricos en
ovejas
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2.4.6.1. Generalidades

Los estudios realizados para conocer los efectos de la inmunizacién se han
realizado fundamentalmente sobre ovejas hiperinmunizadas activamente, con
el fin de exacerbar las diferencias WUnos trabajos se han centrado
fundamentalmente en aspectos morfalégicos como el tamafo y pesc de los
ovarios, cuerpo luteo, glandulas adrenates o hipdfisis; un lote de animales
inmunizados, 0 no, contra la proteina portadora de los esteroides como
determinantes hapténicos {(normatmente B85A) se han utilizado come controies.
Otros trabajos incluyen aspectos funcionales como las concentraciones
hormonales en pltasma y/o liquido folicular, o el desarrolic de los foliculos bajo
los niveles moderados de inmunoneutralizacion gque se utilizan para
incrementar la prolificidad. Finalmente, otros articulos se centran en la
mortalidad embrionaria o en los efectos sobre la descendencia.

2.4.6.2. Sobre gléndulas endocrinas

Qwvario

Ei ovario aumenta significativamente de peso en ovejas hiperinmunizadas
contra E1 o E2 (SCARAdUZZ! et af., 1980b), AD (SCARAMUZZl et al, 1980a) y T
{SCARAMUZZ! et al., 1981). También se encontraron incrementos significativos
de peso tanto en los cuerpos luteos coma en ¢ resto del ovarie en ovejas
hiperinmunizadas contra £1 o AD (SCARAMUZZI y HOSKINSON, 1984), lo que
indica wna mayor actividad ovérica Ausencia de ovulacion y foliculos
luteinizados son frecuentes en ovejas hiperinmunizadas contra tos estragenos y,
en menor medida, contra los andrdgenos. En ovejas hiperinmunizadas contra P
se produjeron ovulaciones aun en presenzia de cuerpos liteos.

Utero

El utero puede incrementar su tamafo hasta el correspondiente a la cuarta
semana de gestacion, al menos en un 20% de las ovejas hiperinmunizadas
contra E1 (MARTIN et ai., 1979). Otre trabajo anterior no sefiala estas diferencias
{SCARAMUZZ| et al., 1980b}.

Glandulas adrenales ¢ hipéfisis

Las glandulas adrenales tienen un peso significativamente superior en ovejas
hiperinmunizadas contra E1, pero ho contra E2 (SCARAMUZZI et af, 1980b) o
AD (SCARAMUZZ! et al., 1980a}. La hipdfisis no experimenta cambios aparentes

relacionados con la inmunizacion contra E1, E2 0 AD.

En conclusion, la hiperinmunizacién contra los esteroides ovaricos citados
provoca hipertrofia en algunas gldndulas endocrinas. Este efecte no se ha
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escrito para los niveles mas bajos de inmunizacién que se emplean con fines
reproductivos.

2.4.6.3. Sobre el ticlo sexual

Cuando el titulo de anticuerpos es elevado, se produce ausencia de celo y
ovulacién independientemente del tipo de esteroide neutralizado, si bien esto
ocurre de manera especiai en el caso de los estrogenos.

Algunas experiencias muestran gue a titulos moderados la inmunizacidn contra
AD no afecta a la longitud del ciclo, ni a la duracién del celo, si bien el intervalo:
comienzo del celo-pico de LH es mayor que en los controles (SCARAMUZZ! et al.,
1977), pero no siempre de forma significativa (SCARAMUZZI y HOSKINSON,
1984) Por otra parte, el intervalo entre la regresién del cuerpo liteo
{concentracién de P<1 ng/mi) y el comienzo del celo es menor en las
inmunizadas (SCARAMUZZI y HOSKINSON, 1984). Consecuentemente con ¢sto,
se ha observado que el celo se adelanta en la cubricion de ovejas Merina
inmunizadas que se sincronizaron con MAP en estacion sexual (SCARAMUZZI et
al., 1987), sobre todo para titulos altos (MURRAY et al., 1985a). Sin embargo, se
observé el hecho contrario en la cubricion de ovejas Border-Leicester x Merino
en primavera, sincronizadas con FGA y PMSG (ROBINSON y SCARAMUZZI, 1986)
sobre todo en el lote de titulo alto (SCARAMUZZI et al., 1987). En otra
experiencia, la sincronizacion con prostaglandinas sintéticas retraso el celo de
las inmunizadas (SCARAMUZZ| y HOSKINSON, 1984), pero no siempre
{SCARAMUZZI et al, 1987). Es dificil saber si las discrepancias observadas se
deben a la raza, método de sincronizacién o época del afo.

La inmunizacién activa contra P produce acortamientos del ciclo (HOSKINSON et
al., 1982b), consecuentemente con el papei que dicha hormona juega en el ciclo
sexual

2.4.6.4. Sobre el desarrollo folicular

La inmunizacién activa contra AD, en los niveles moderados que se emplean con
fines reproductivos, no afecta al nimero de foliculos totales, antrales o
atrésicos, ni a su distribucién por tamanos (SCARAMUZZI y HOSKINSON, 1984,
DRIANCOURT et af., 1985b). Tampoco modifica su velocidad de crecimiento, ni la
talla al comienzo de la madurez (respuesta a la hCG) (SCARAMUZZI y
HOSKINSON, 1984) ni al nimero de foliculos que regresan entre los dfas 13y 15
del ciclo anterior, &l ndmero de foliculos preovulatorios del dia 17 que se
reclutan el dia 13 o el tamaio de dichos folicuios (DRIANCOURT et al., 1985b).
Por el contrario, la inmunizacion activa contra AD provoca una reduccion de la
proporcion de foliculos que se atresian entre los dias 15 y 17 (DRIANCOURT et
al., 1985b). Al parecer, la atresia podria presentarse en foliculos algo menores en
las inmunizadas (SCARAMUZZ1 y HOSKINSON, 1984).
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Estos hechos parecen indicar una actuacion casi exclusivamente en la etapa de
seleccién a través de la neutralizacion de los androgenos, que parecen estar
relacionados con la atresia (BAIRD y McNEILLY, 1981)

2.4.6.5. Sobre el equilibrio hormonai

Consideraciones generaies

La inmunoneutralizacién de hormonas esteroides perturba notablemente el
equilibrio hormonal que existe en animales no inmunizados. La comprensiéon de
la nueva situacidn de equilibrio que se establece resulta bastante dificil, habida
cuenta de las interacciones entre las diversas hormonas y el sistema inmunitario.
Asi, los esteroides ejercen su accién en las células efectoras controlando la
expresion génica, tanto a nivel de la transcripcién como en etapas posteriores
(BECHET, 1986). Dado su caracter hidréfobo, penetran libremente en las células
a través de la membrana, debiendo unirse a receptores citoptasmaticos y/o
nucleares para poder actuar.

El control de la entrada a la céfula lo realizan proteinas plasmaticas ligadoras de
esteroides, siendo la fraccién libre la que puede penetrar en ia célula. Los
anticuerpos tienen una constante de &finidad unas 100 veces superior a la de
dichas proteinas (NIESCHLAG y WICKINGS, 1978) por lo gue la fraccién
biolégicamente activa puede ser 100 veces menor a pesar de que la
conicentracion total del esteroide se haya triplicado (FAIRCLOUGH et af., 1976).
Como los receptores celulares tienen constantes de afinidad iguales o mayores
que los anticuerpos (FAIRCLOUGH et al., 1976) los efectos de la inmunizacion
contra un esteroide sobre un tipo concreto de células dependera del grado de
competicién existente, que venira determinado por la cantidad y afinidad
relativa de anticuerpos o receptores, asi como por la concentracion de dicho
esteroide.

A la complejidad inherente al feed-back entre esteroides y gonadotropinas,
deben anadirse relaciones no muy bien conocidas entre esteroides ovéricos y
sistema inmunitario: los estrégenos parecen exaltar la respuesta inmune,
mientras que andrégenaos o progestadgenos la atentan.

Ademas, los érganos inmunocompetentes pueden tomar parte en la regulacion
del eje hipotalamico-hipofisario-gonadal en animales no inmunizados
(GROSSMAN, 1985).

Esteroides
Las concentraciones plasmaticas de hormonas esteroides se han medido en la

vena ovarica y/o yugular de ovejas hiperinmunizadas contra dichas hormonas y
se ha visto que son muy superiores, al menos en una de ias dos venas, a las
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encontradas en las correspondientes controles. Asi, los niveles plasmaticos en
fase lutea de AD, T, E1, E2 y P fueron significativamente mayores,
independientemente del esteroide contra el que se hiperinmunizaron (AD, T, E1
o E2). Esto parece debido a un incrementa en la secrecion neta de esteroides
{calculada a partir de la diferencia de concentraciones entre ambas venas)
(SCARAMUZZ| et al, 1980a; SCARAMUZZI et al., 1980b; SCARAMUZZI et al .,
1981) asi como a una mayor vida media de estas hormonas (NIESCHLAG y
WICKINGS, 1978) y una menor velocidad de eliminacién metahdlica (MCR}
(HODGKINSON et a/., 1986), como consecuencia de su ligacion a los anticuerpos.

Debe tenerse en cuenta que, aunque ia especificidad de los anticuerpos es muy
satisfactoria cuando se determina "in vitro” a diluciones altas (PATHIRAJA et al .,
1984; LAND et al., 1982), no tiene por qué ser asi "in vive”, donde |a dilucion es
mucho mas baja, como se deduce de los analisis “in vitro” realizados a diluciones
menores (MARTENSZ et al., 1979; SCARAMUZZI et af , 1980a; WEBB et al., 1984}

Hormona luteotrépica (LH)

La hiperinmunizacion contra AD o E1 incrementd significativamente tos niveles
basales y medios de LH a lo largo de todo el ciclo sexual, asi como la frecuencia
de pulsaciones en ta fase litea, si bien de forma no significativa; por otra parte,
la amplitud de las descargas a lo largo de todo el ciclo se incrementd por
hiperinmunizacién contra E1, pero no contra AD (SCARAMUZZI y HOSKINSON,
1984). La hiperinmunizacidén contra T causd incrementos en los niveles basales
de LH (MARTENSZ y SCARAMUZZI, 1979), asf como en la frecuencia y amplitud
de [as pulsaciones (SCARAMUZZ! y HOSKINSON, 1984). Estos niveles elevados de
LH no parecen ser debidos a una mayor vida media de la LH en los animales
hiperinmunizados, al menos contra E2 (PANT et al., 1978}, sino mas bien a un
aumento de la amplitud y/o frecuencia de las pulsaciones de LH. De hecho, se ha
encontradc una mayor frecuencia de la pulsatilidad en la fase iatea de ovejas
inmunizadas pasivamente contra AD, T, E1 o E2 a niveles moderados de
inmunizacion (PATHIRAJA et al., 1984).

La elevacidn de la concentracién plasmatica de LH puede ser la causa, al menos
en parte, del incremento de la sintesis de esteroides asi como de las alteraciones
morfolégicas observadas en el ovario (SCARAMUZZ! et al., 1980a; SCARAMUZZ!
et al., 1980b; SCARAMUZZ! et a/ , 1981}

Hormona foliculoestimulante (FSH) .

La concentracién de FSH se incrementa por hiperinmunizacién contra E1 o E2
{SCARAMUZZI et al, 1980b), mientras que no se altera por hiperinmunizacion
contra T y disminuye en la fase [Gtea de ovejas hiperinmunizadas contra AD
{MARTENSZ y SCARAMUZZi, 1979) La inmunizacion pasiva a dosis moderadas
produce incrementos transitorios de FSH para los antisueros contra E1 o E2
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mientras que para los sueros anti-T o anti-AD no se observan cambios, o tal vez
una ligera disminucion en la concentracion de FSH en la fase IGtea (PATHIRAJA
etal, 1984}

2.4.6.6. Sobre fa fertilizacién y ia mortalidad embrionaria

Se considera que entre 30-40% de las ovulaciones observadas en rebafios de
explotaciones normales no llegan a producir los corderos correspondientes
(MOORE, 1985). Estas pérdidas reproductivas durante la época de celo se deben
fundamentaimente a la mortalidad embrionaria ya que {os fallos de fertilizacién
se producen tan solo en un porcentaje del 4-14% en condiciones normales
(KELLY, 1984).

Hacia el dia 12 (unos 4-5 dias antes de la implantacién) el blastocisto debe
producir una senal que evite directa o indirectamente la regresion del cuerpo
lGteo: es lo que se llama “reconocimiento materno de la gestacion” (FINDLAY,
1984; THATCHER, 1985). La mortalidad anterior a este dia se traduce en un
retorno en cele en la fecha esperada, mientras que en caso contrario el cuerpo
lateo se mantiene durante un perioda de hasta 40-50 dias (FINDLAY, 1984).
Basado en esto, la mortalidad embrionaria ocurre mayoritariamente antes del
dia 12 {(KELLY, 1984). La incidencia de anormalidades cromasémicas solc es
responsable de un 6-11% de la mortalidad embrionaria (MURRAY et a/, 1985b;
ROBINSON, 1986}.

La inmunizacion contra hormonas esteroides ha incrementado de forma
significativa la tasa de ovulacién en todos los casos (SCARAMUZZ! y HOSKINSON,
1984; WEBB et al., 1984) y la proiificidad y fecundidad en muchas ocasiones
{HARDING et al., 1984; SMITH et al, 1985a; CROKER et al,, 1987b) perc no
siempre (ALIFAKIOTIS, 1986; RHIND et al., 1986b). Con objeto de estudiar estas
pérdidas reproductivas se han realizado estudios basados en la recuperacion y
evaluacion de embriones procedentes de ovejas inmunizadas activamente
conira AD, en diferentes estadios durante el primer mes a partir de la
concepcidn. En estos trabajos se ha observado una menor tasa de recuperacion
en el dia 2 en ovejas inmunizadas contra AD (BOLAND et al., 1984; BOLAND et
al., 1986b), sobre todo cuando el titulo es alto en la cubricion (BOLAND et af ,
1986a) En los dias S (SCARAMUZZI et al., 1987) y 13 también se observé una
menor tasa de recuperacién cuando el titulo es elevado (BOLAND et af., 1986a).
Estos hechos se relacionan en todos los trabajos con una captacion fimbrial
defectuosa en las ovejas inmunizadas o una pérdida posterior a lo largo del
oviducto El numero de 6vulos fertilizados fue significativamente menor en
ovejas inmunizadas (BOLAND et al., 1984; BOLAND et al, 1986a) asi como la
proporcion de animales con évulos fertilizados (BOLAND et al., 1986b). Sin
embargo, las aberraciones cromosomicas se situaron cerca de un 11% en el dia 2,
similares a las observadas en los controles (MURRAY et al., 1985b; BOLAND et
al., 1986a). La composicidén cromosémica en los dias 13-14 y 24-32 de gestacion
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tampoco fue significativamente diferente (MURRAY et al, 1986) y la relacion de
sex0s no se apartd sustancialmente de 1:1 en ningun caso. En los dias 5
(SCARAMUZZI et al.,, 1987), 13 y 24-32 se constatd un menor numero de
blastocistos morfolégicamente normales por cuerpo l(teo en las inmunizadas a
titulo aito (BOLAND et al., 1986b). La longitud de ios embriones en el dia 13 fue
menor en los animales inmunizados (BOLAND et al., 1986a), asi como el indice
mitético, independientemente del tituio de anticuerpos (BOLAND et al , 1986b}.
Ademas, el peso de los embriones hacia el final del primer mes de gestacion fue
mayor en las ovejas control (BOLAND et al., 1986a; BOLAND et al., 1986b). Esto
se asocia con un retraso del desarrollo embrionaric en los citados estadios de
gestacién.

Se concluye que, a pesar de que los incrementos en ia tasa de avulacion
conllevan siempre un cierto aumento de la mortalidad embrionaria (KELLY,
1984), existe ademas un efecto negativo adicional del tratamiento sobre la
fertilizacién y el desarrollo embrionario, al menos en inmunizacién activa contra
AD. La captacion fimbrial podria también resultar afectada.

2.4.6.7 Sobre ia descencencia

Las inmunoglobulinas no pueden atravesar la barrera placentaria de los
rumiantes por lo que deben adquirirlas durante el primer dia de vida a través del
calostro, quedando asf protegidos pasivamente de las enfermedades en el
periodo anterior a la maduracion del sistema inmunitario {WILLIAMS y
HALLIDAY, 1978). Aunque los titulos circulantes son bajos en las ovejas
inmunizadas activamente contra AD en el dia del parto, se produce una
transferencia enriquecida a los corderos a través del calostro. De esta forma, los
titulos de anticuerpos anti-AD circulantes de los corderos en el dia 2 es
significativamente mayor que el de sus madres (WILSON et a/ , 1984)

A pesar de esto, no se han encontrado influencias negativas del tratamiento
sobre los parametros reproductivos de las hembras nacidas de ovejas
inmunizadas contra AD o E1, ni sobre el crecimiento o peso al nacimiento de los
corderos de ambos sexos (SMITH et al., 1984; COX et al., 1984b).

Sin embargo, en una experiencia, los machos descendientes de ovejas
hiperinmunizadas contra AD mostraron una menor actividad sexual que los
correspondientes controles (MATTNER et al., 1984). Como esto no se confirmd
por inmunizacién pasiva contra AD de corderos nacidos de ovejas control, se
concluyd que el efecto fue debido a la reduccién de la concentracion de
andrégenos libres gue atraviesan ta placenta durante la gestacion en las ovejas
inmunizadas, que tendria efecios negativos sobre la organizacién del sistema
nervioso central del feto.
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2.4.7. Posibles mecanismas de actuacion

Como se ha visto anteriormente, algunas de las perturbaciones hormonaies son
comunes para la inmunizacidén contra andrégenos y estrogenos, mientras que
otras no lo son. Asi, en ambos tipos de inmunizacion la tasa de ovulacién podria
incrementarse a consecuencia de los aumentos en la frecuencia de puisos de LH
(HARESIGN, 1985), si bien esto no parece ser suficiente. Se postulan otras
hipotesis basadas en la diferente actuacién de aiguna "proteina inductora de la
seleccion” o del “inhibidor del crecimiento folicular® (FGI) presentes en el
liquido folicular, {CAHILL, 1984; DRIANCOURT et af, 1985b). Si bien se tienen
pruebas indirectas de la existencia de estos compuestos, todavia no se han
aislado ni se han podidc por tanto estudiar sus concentraciones ni su
metabolismo.

2.4.7.1. Inmunizacién contra andrégencs

La AD no tiene ningun efecto directo sobre el control de la tasa de ovulacién
(SCARAMUZZI y HOSKINSON, 1984} ni sobre la liberacidn de gonadotropinas
(MARTIN et a/., 1983), a pesar de la existencia de receptores para los androgenos
en la pituitaria { WEBB et al, 1984), por lo que la reduccidn de la concentracion
de AD libre no puede ser directamente responsable del aumento de la tasa de
ovulacién observada a través de los mecanismos mencionados. Sin embargo, la
incidencia de la atresia, que e; menor durante los 3 dias anteriores a la ovulacion
en ovejas inmunizadas contra AD, parece estar mediada por los andrégenos En
efecto, en los foliculos de 1-3 mm de didmetro la concentracién de andrégenos
es superior a la de estrdgenas y es en este tipo de foliculos donde existe una
mayor incidencia de la atresia (CAHILL, 1984). Dado que los anticuerpos contra
hormonas esteroides penetran en el liquido folicular (SCARAMUZZi et al,
1980a; SCARAMUZZI et al , 980b), la reduccion de la fraccién de AD libre a nivel
local puede haber sido responsable de la menor incidencia de atresia observada
en los altimos dias del ciclo y por tanto, de una mayor tasa de ovulacién en estos
animaies (SMITH, 1985).

Otra posible explicacion no excluyente es que, a pesar de que los niveles de FSH
son similares a los controles (SMITH et al., 1986), la sensibilidad del ovario a ias
gonadotropinas podria estar incrementada. Asi se ha observado un efecto
sinérgico entre ia inmunizacion contra AD y ta dosis de PMSG sobre la tasa de
oviilacion en primavera (ROBINSON y SCARAMUZZI, 1986), aunque no en un
trabajo posterior (SCARAMUZZI et al., 1987). En cuaiquier caso, ia LH y FSH
puede que no se comporten del mismo modc que la PMSG, por lo que esta
hipotesis deberia ser confirmada en posteriores trabajos.

2.4.7.2. Inmunizacién contra estrégenos

.No se han realizado hasta la fecha estudios sobre la dinamica folicular en ovejas
inmunizadas contra estrégenos. Los incrementos observados en las
cancentraciones de FSH y LH podrian inducir el crecimiento de mas foliculos
antrales y permitir la maduracién de un namero mayor de foliculos
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preovulatorios (SCARAMUZZI, 1984; HARESIGN, 1985). También podria
explicarse por una mayor sensibilidad del ovario a las gonadotropinas, a juzgar
por la sinergia entre PMSG e inmunizacion contra E1 (HOSKINSON et al., 1982a;
SCARAMUZZI y HOSKINSON, 1984}, si bien esto puede ser dudoso (SMITH, 1985)
y no se ha ensayado con F5H.

2.4 8. Resultados.reproductivos obtenidos por inmunizacién activa contra AD o
pasiva contra T

En los cuadros 1 y 2, se recopilan datos pertenecientes a diferentes paises,
épocas del afo y razas. Como puede observarse, la tasa de ovulacién se ve
incrementada en la practica totalidad de los casos recopilados (hacia un 80%).
En estas condiciones, la incidencia de anocestro rara vez es significativa {un 5%
de veces). La fertilidad del lote inmunizado {normalmente al primer ciclo} tiende
a ser menor en el 70% de los casos, aunque de manera no significativa. A pesar
de todo esto, la prolificidad y fecundidad se ven incrementadas
significativamente solo en un 47 y un 41% de las experiencias, respectivamente.

Trabajos de recopilacion sobre experiencias reatizadas a gran escala en
condiciones reales de explotacién (no incluidas en estos cuadros) sefalan
incrementos de fecundidad gue oscilan entre -13,9% y +37,5% sobre los
controles en Australia (CROKER et a/., 1987b), entre 0 y 45% en Nueva Zelanda
{SMITH et al, 1985a), de 17 a 40% en el Reino Unido (media de 29%), un
22,2% +11,8% (X*D.E) (Rango desde -2 a +53%) (SMITH, 1985) y un
25,5%1+2,6% (X + D.E), con una probabilidad de obtener beneficios entre un
70 y un 80% en Nueva Zelanda (SCOBIE y BIRCHAM, 1985), dependiendo de las
condiciones de explotacidn.

2.4.9. Factores gue condicionan la respuesta en términos reproductivos
Raza

No parece que existan grandes diferencias raciales en la respuesta a ia
inmunizacién en términos de tasa de ovulacién y se considera que sus efectos
son aditivos al genotipo (SMITH, 198S), al menos en razas de prolificidad
intermedia. En razas mas prolificas, como Finnish Landrace y heterozigotos del
Booroola, parece haber una sinergia entre ambos factores, ya que dichas razas
presentan una respuesta excesiva a la inmunizacion (DAVIS y CROSBIE, 1985;
SMITH, 1985).

%
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] CUADRO 1 (continuacion) ) '
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CUBADRO 1 {conclusion)
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En términos de fecundidad, el Merino australiano parece responder menos que
sus hibridos, y a su vez estos responden menos que otras razas de Nueva Zelanda
(GELDARD, 1984). Sin embargo, estos resultados pueden estar sesgados por
efectos del peso, nutricién, manejo y situacion geografica (SMITH, 1985).

Edad

La respuesta en términos de tasa de ovulacién no difiere significativamente
entre los 6 meses y fos 7 afios (SMITH, 1985). En términos de fecundidad tampoco
se observan diferencias significativas entre 18 meses y 7 afios (SMITH, 1985), si
bien hay una tendencia a verse incrementada la respuesta con la edad
{GELDARD, 1984)

Peso

No se ha observado interaccién significativa entre el efecto peso y la
inmunizacion en lo que se refiere a la tasa de ovulacién {SMITH et af, 1985b), si
bien hay una cierta tendencia a actuar sinérgicamente (RHIND et al.,1986b).

En lo referente a la fecundidad, los dos factores tienden a actuar de manera
sinérgica, dado el efecto beneficioso del peso sobre la fertilidad y martalidad
embrionaria (SMITH et al,, 1985b; SMITH, 1385).

Candicién corporal

Los efectos de la inmunizacion sobre la tasa de ovulacién son aditivos a los
correspondientes a la condicién corporal (HARDING et al., 1984; RHIND et
3{.,.1986b; RHIND et al., 1987a; RHIND et al,1987b), siempre que no se haya
alcanzado el limite genético tipico de cada raza (RHIND et af ,1985a). Existe, no
obstante, una tendencia hacia respuestas mas elevadas para valores mas altos de
la condicidn corporal (RHIND et al, 1986b).

La fertilidad en el primer ciclo de cubricion tiende a disminuir a consecuencia de
la inmunizacién en ovejas de condicién corporal intermedia y baja, en ccasiones
significativamente (RHIND et af , 1986b), sobre todo si el titulo de anticuerpos es
alto (RHIND et ai., 1987b).

Er ovejas de muy alta condicidn corporal la prolificidad y fecundidad no
aumentan demasiado debido quizas a que se alcanza el limite aenético (RHIND
et al. ,1985a). !

Nutricion

El flushing y la inmunizacion actian de forma aditiva sobre la tasa de ovulacion
(SMITH, 1985; SMITH et af, 1985b), al menos para niveles altos de condicion
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corporal {(RHIND et al,1987a) Estos incrementos en |la tasa de ovulacién se
reflejan generalmente, al menos de forma parciai, en un aumento de ia
prolificidad (RHIND et al.,,1987a) y fecundidad (SMITH, 1985). Se ha descrito, sin
embargo, un case en que ambos factores interfirieron en términos de
prolificidad y fecundidad, a través de incrementos aditivos de los fallos parciales
en las avulaciones multiples {SMITH et al ,1985h).

La inmunizacion potencia los efectos perjudiciales de los fitoestrogenas sobre la
fertilidad. A pesar de que la tasa de ovulacién aumenta, la prolificidad y
fecundidad se mantienen (LITTLE et a/,1984).

Epoca del afo

Este factor no parece ser importante, al menos en lo referente a la respuesta en
términos de tasa de ovulacién en la raza Coopworth, ni en fecundidad en
Merino y Border-Leicester x Merino Tampoco influye sobre la efectividad del
efecto macho (SMITH, 1985).

Nivel de inmunizacién

La inmunizacién contra AD o T consigue estimular la productividad en los casos
en que factores endocrinos suprimen la expresién compieta del potencial
genético del animal (HOSKINSON y DJURA, 1984). Sin embargo, al contrario de
la PMSG, no es capaz de incrementar la tasa de ovulacién por encima de dicho
limite genético, de forma que una vez alcanzado éste por medios maturales
(mejora de la condicién corporal, estacién favorable, etc.) el efecto de la
inmunizacién es poco marcado (RHIND et af., 1985a).

La tasa de ovulacién esta correlacionada con el titulo de anticuerpos (COX Y -
WILSON, 1984; QUIRKE et al.,1986; RHIND et al,1986b), si hien de forma -
curvilinea, de tal manera que aumenta conforme aumenta el titulo hasta
alcanzar un méximo y disminuye para titulos superiores (WEBB et al,1984),
llegando a bloguearse la ovulacion y el celo en ovejas hiperinmunizadas (SMITH
et al,1981; SCARAMUZZI et al.,1981). Sin embargo, existe un amplio margen de
valores del titulo de anticuerpos en el que se obtienen respuestas adecuadas
(RHIND et al.,1987a; RHIND et al ,1987b).

La fertilidad también est4 relacionada con el titulo de anticuerpos, siendo éste
significativamente mayor en las ovejas vacias que en las que paren (QUIRKE et
al.,1986). Los niveles altos de inmunizacién asociados a intervalos inferiores a 4
semanas entre la dosis de recuerdo y la cubricion disminuyen el porcentaje de
ovejas en celo y la fertilidad (CROKER et al.,1984; GELDARD, 1984; SMITH, 1985;
CROKER et al.,1987a; CROKER et al.,1987b) asi como la tasa de fertilizacion y de
viabilidad y crecimiento embrionarios (BOLAND et al,1986b). Estos efectos
perjudiciales se acentian en animales de peso y condicién corporal bajos (SMITH
et al ,1985¢; RHIND et al ,1987h).
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3. ANTECEDENTES, PLANTEAMIENTO Y QOBJETIVOS
3. 1. Antecedentes

El Departamento de Produccion Animal del Servicio de Investigacion Agraria
realizé una serie de experiencias sobre inmunizacién activa contra
androstenodiona (FOLCH, 1986) y pasiva contra testosterona (FOLCH, et al, no
publicado) con anterioridad al comienzo del presente trabajo. Los resultados de
dichas experiencias, que pasamos a comentar brevemente, indicaron la
necesidad de estudiar los factores que pueden influir en la respuesta a la
inmunizacidn en términos reproductivos y poder asi optimizar esta técnica.

En el trabajo sobre inmunizacién activa contra AD se utilizaron un total de 426
ovejas adultas y 46 corderas de raza Rasa Aragonesa procedentes de 9
explotaciones. Las cubriciones se realizaron en otono, tras la inmunizacion de
aproximadamente la mitad de las ovejas. En el primer ano se vio que el
tratamiento no afectaba al porcentaje de ovejas en celo ni a la proporcion de
partos tiples (1,8 vs. 1,2% en el control, N.S). La tasa de ovulacién aumentd
(+17%, p<0,01) debide fundamentatmente al incremento del porcentaje de
ovulaciones dobles, pero la prolificidad s6lo aumentd en una de las
explotaciones (+127%, p<0,05) En ésta, la fertilidad no se redujo
significativamente por el tratamiento (-1,3%) pero mermé el aumento de la
fecundidad a un +6,5% sobre el control Se observé que parte de las ovejas que
tuvieron ovulaciones multliples (dobles o triples) sé6lo consiguieron lievar a
término una parte de dichas ovulaciones (fallo parcial de las avulaciones
multiples, FPOM). El FPOM aumenté a consecuencia de la inmunizacion
(+20,6%, p<0,01), siendo la razén fundamental de que la prolificidad no
aumentase significativamente en la mayor parte de las explotaciones. La
fertilidad global no se afecté significativamente a consecuencia de la
inmunizacién (-1,2%, N.S.). En las corderas los incrementos de prolificidad
fueron aigo menores ( + 11%) y la fertilidad disminuyd considerablemente en el
iote tratado {-23%) si bien no se consiguié significacion estadistica debido al
bajo numero de animales utilizados. Cuando parte de las ovejas se
reinmunizaron en la cubricién siguiente, los incrementos en prolificidad sobre
los controles (+ 14,2% p<0.05) y fecundidad ( +9%) fueron sensiblemente
mayores que los abtenidos en la primera inmunizacién. £l porcentaje de ovejas
en celo y |a fertilidad no variaron significativamente respecto de los controles, ni
tampoco el porcentaje de partos triples (2,3% vs 3,2%, NS.).

En el trabajo sobre inmunizacion pasiva contra T se utilizaron 195 ovejas adultas
en dos experiencias realizadas en primavera y otono, respectivamente. En ellas
se compard el tratamiento FGA + inmunizacion pasiva con el ctasico tratamiento
de FGA + PMSG o FGA sodlamente {control). Como los resultados de ambas
experiencias fueron muy similares, los datos pudieron combinarse. La tasa de
ovulacion del lote inmunizado se incrementé significativamente respecto del
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control {+22,8%, p<0,05) de manera similar al lote de PMSG {+32,5%,
p<0,05). Sin embargo, el porcentaje de ovulaciones triples fue mayor en este
ultimo que en el inmunizado (14% vs 4%), asi como la proporcion de partos
triples (9% vs 3%). La prolificidad de las ovejas inmunizadas se incrementé
respecto de las controles { + 14,8%) similarmente a las tratadas con PMSG
(+16,5%). La fertilidad aumenté ligeramente en ambos grupos tratados
(+8,4%), por lo que los incrementos en la fecundidad fueron de +22.8 y
+32,5% en los lotes de FGA +IP y FGA + PMSG, respectivamente. El FPOM fue
del mismo orden en los tres lotes (22, 25 y 23% para los lotes de IP, PMSG vy
control).

3. 2. Planteamiento del trabajo

Los resuitados anteriormente expuestos indican que esta técnica no afecta
significativamente a la proporcion de ovejas en celo ni a su fertilidad. Es de
senalar el hecho de que se consiga aumentar moderadamente ia tasa de
ovulacién, reduciendo el porcentaje de partos triples respecto del tratamiento
clasico con PMSG. Sin embargo, parece ser que el fallo parcial de las ovulaciones
mualtiples reduce considerablemente los incrementos de prolificidad en la
inmunizacion activa contra AD en la mayor parte de las ocasiones. Esto debera
confirmarse en sucesivas experiencias ya que, de ser asi, dicho tratamiento no
seria aplicable en esta raza, al menos, bajo las condiciones en gue se realizaron
tos trabajos precedentes. Dado que la intensidad de la respuesta inmunitaria
esta sujeta a gran variabilidad, es fundamental cuantificar la magnitud del nivel
de inmunizacién en esta raza, asi como su evolucion temporal y la influencia que
ejerce sobre los resultados reproductivos. Asimismo, es necesario poder medir
parémetros hormaonales reiativos a la progesterona y la LH con el fin de conocer
si existen en los mismos alteraciones importantes relacionadas con el nivel de
inmunizacién que permitan explicar los hechos observados. Por otra parte, es
posible que factores como la alimentacion, edad, peso, condicion corporal,
tiempo transcurrido desde el ditimo parto, etc, condicionen la respuesta al
tratamiento en términos reproductivos, por lo que quizés habria que optimizar
los resultados aplicando esta técnica en las condiciones mas apropiadas. En
concreto se considerd interesante conocer la influencia de una suplementacion
nutricional moderada sobre la respuesta al tratamiento en términos
reproductivos, asi como tener alguna estimacion de como influyen las variables:
pese, condicién corporal y edad. Si se sigue observando un incremento del
FPOM debido al tratamiento, habria que saber si se debe a fallos de captacion
fimbrial, fallos en la fertilizacién o mortalidad embrionaria, con e! fin de
aproximarse correctamente al problema y tratar de solventarlo en futuras
experiencias.

En lo referente a la inmunizacién pasiva contra testosterona parece que los
incrementos en prolificidad y fecundidad son mayores que en la inmunizacién
activa contra androstenodiona debide a una mayor fertilidad y menor FPOM.

Aungue la inmunizacién pasiva contra esteroides cuenta con mas problemas
técnicos a la hora de una posible utilizacion a gran escala, constituye una
herramienta muy Gtil en la investigacion ya que permite controlar mejor el nivel
de inmunizacién de los animales. Por ello, parece necesario confirmar estos
datos mediante experiencias en que se ensayen ambos tipos de inmunizacion
paralelamente con el fin de realizar estudios comparativos respecto de los
parametros fisioldgicos que se han citado anteriormente.

3.3. Objetivos

Como consecuencia l6gica de las consideraciones anteriormente expuestas, se
plantean los siguientes objetivos para el presente trabajo:

1. Poner a punto una técnica que permita medir el nivel de inmunizacion en las
ovejas. o -

2. Conocer la evolucion de la respuesta inmunitaria en la inmunizacién activa
contra androstenodiona y pasiva contra testosterona.

3 Tratar de hallar relaciones entre los parédmetros reproductivos, la magnitud
de la respuesta inmunitaria y los niveles plasmaticos de progesterona y
hormona luteinizante.

4 Conocer la influencia de la alimentacion, peso, edad y condicién corporal
sobre la eficacia de la inmunizacién activa contra androstencdiona en
términos reproductivos.

5 Determinar si las pérdidas reproductivas encontradas se deben a fallos de
fertilizacioén o a degeneracion embrionaria en ambos tipos de inmunizacién,
y su relacién con la magnitud de la respuesta inmunitaria.

6. Saber si la capacidad de las ovejas para soportar una gestacion gemelar se ve
alterada por dichos tratamientos y en su caso, la dependencia del nivel de
inmunizacién.
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4, MATERIAL Y METODOS UTILIZADOS

4. 1. Inmunizacion de los animales
4.1.1. Inmunizacién activa contra androstenodiona

La inmunizacién activa contra AD se llevd a cabo con FECUNDIN {Cooper Zeltia).
Este preparado estd formado por 0,6 mg/mi del inmundgeno androstenodiona-
7a-carboxietil-tioéter: HSA (HSA = seroalbamina humana) (Anejo 4), 50 mg/mil
del coadyuvante dimetil-aminoetil-dextrano (DEAE-dextrano), 9 mg/ml de NaCl
y 0,2 mg/ml de tiomersal en solucién acuosa.

E! tratamiento se realizé por inyeccion subcuténea de 2 mi del preparado en el
cuelio. Cuando los animales se inmunizaron por primera vez, se aplicd una
segunda dosis anéloga 4 semanas mas tarde. El intervalo entre la dltima dosis y
la cubricidn esta especificado en cada experiencia y fue de 2 a 4 semanas.

4.1 2 Hiperinmunizacion activa contra testosterona

El inmunégeno utilizado fue testosterona-3-para- hidrazinobenzoil-BSA (BSA =
seroalbumina bovina) (Anejo 5). Dicho antigeno fue sintetizado y cedido
amablemente por M. Terqui {TERQUI, 1978). El procedimiento de inmunizacion
es el de VAITUKIAITIS ligeramente modificado (SCARAMUZZ| et al,1975). Se
tomaron 5 mg del inmundégeno, se disolvieron en 1,5 mi de suero fisioldgico y se
anadieron 0,5 ml de una vacuna triple, contra la difteria, tétanos y tosferina
adsorbida sobre hidréxido de aluminio (WELLTRIVAX, Wellcome). A esta mezcla
se anadieron, gota a gota, agitando en vortex, 2 ml de coadyuvante compieto
de Freund (Difco). La emulsién asf formada se inyecto intradérmicamente en 20
sitios de la zona ventral. Este proceso se repitié otras 2 veces a intervaios de 1
mes, sustituyendo el coadyuvante de freund completo por el incompleto
{Difco). Se realizaron tomas de sangre semanales, a partir de cada dosis de
recuerdo en las cuaies se midié el titulo de anticuerpos De un total de 8 ovejas
hiperinmunizadas s6lo se guardaron 3, que alcanzaron titulos de anticuerpos
superiores a 1/10.000.

4.1.3 Inmunizacién pasiva contra testosterona

El suero procedente de las ovejas hiperinmunizadas se inyectdé por via
intravenosa en la yugular. La cantidad inyectada varid segun la potencia del
suero y el titulo de anticuerpos que se pretendia alcanzar en las ovejas tratadas
(entre 20 y 40 mi de suero)

&

4. 2. Extracciones de sangre

Las extracciones de sangre se practicaron en la vena yugular, mediante tubos ai
vacio (VENQJECT, Terumo), con heparina de sodio en los casos en que habia que



obtener plasma. Los tubos fueron centrifugados a 1.500 g (Hermie Z-364) y los
plasmas recuperados se mantuvieron a -200C hasta su anélisis.

La abtencidn de suero en grandes cantidades de las ovejas hiperinmunizadas se
realizd en matraz erlfenmeyer de 500 m!{ mediante un sistema de vacio. Los
sueros se dejaron coagular a temperatura ambiente duranie 3 horas y después
durante toda la noche a 40C {unas 16 horas). Al dia siguiente, se separaron los
coagulos, se centrifugaron los sueros y se tomd una aliquota de 3 mi en tubo de
poliestireno para su analisis. A continuacién se congelaron a -200C hasta que se
analizaron y mezclaron en las cantidades apropiadas para tratar a las ovejas.

4. 3. Determinacion del nivel de inmunizacion
4 3 1 Introduccién

El titulo de anticuerpos es el parametro mas comunmente utilizado para medir
la respuesta inmunitaria humoral especifica de un animal tras 1a sensibilizacion
contra un antigeno determinado. Su definicién, asi como el método de
determinacién, varian ligeramente con el tipo de antigeno considerado. En el
caso de ias hormonas esteroides, ef titulo de anticuerpos se mide por RIA y se
define, segun ABRAHAM, 1970, cit. por SCARAMUZZ! et al. (1975) como la
dilucién que es capaz de ligar el 50% de una cantidad determinada de hormona
marcada afadida. El titulo de anticuerpos es, por definicidn, una estimacion
conjunta de la afinidad de los anticuerpos especificos y de su concentracion.
Definide asi, el titulo de anticuerpos depende de las concentraciones de
esteroide marcado y de antisuero en el volumen de la mezcla Asi, si
mantenemos fijos el volumen total y el volumen de la dilucién del antisuero, el
aumento de la cantidad de esteroide marcado conileva un incremento de la
cantidad de hormona ligada en términos absolutos, pero el porcentaje de
ligacion sobre el total afiadide disminuye. Como c¢onsecuencia de esto, al
aumentar la cantidad de esteroide marcado disminuye ef titulo y viceversa Es,
pues, muy importante especificar el protocolo de diluciones y volumen total
empleado, asi como la cantidad de esteroide afiadido. Los métodos empleados
por diferentes autores son bastante similares (SCARAMUZZ! et al., 1975;
MARTIN et ai.,1979; LAND et af ,1982). Las mayores diferencias residen en la
canitidad de esteroide utilizado (entre 10 y 38 pg). Algunos autores (WEBB et
al.,1984) sugieren la transformacién del titulo de anticuerpos en masa de
esteroide ligade por mi de antisuerc puro (sin diluir), con el fin de que los
valores sean practicamente independient.es de la cantidad de esteroide ahadido.

Para determinar el titulo de anticuerpos es necesario conocer el porcentaje de
ligacién de varias diluciones del antisuero, ya que la curva de esta variable frente
a la dilucién (o frente a su logaritmo) es de tipo ligistico, con 2 asintotas en las
que antisueros de diferente potencia serian aparentemente muy similares. Sin
embargo, en la zona del 50% de ligacién (punto de inflexion) es donde mejor se

aprecian las diferencias entre sueros. La determinacién de la dilucién
correspondiente es més fiable si procede de la interpolacién entre al menos 2
diiuciones, ya que los valores extrapolados suelen ser poco consistentes. Para
realizar esta interpolacion es necesario efectuar una serie de transformaciones
Dado el caracter sigmoidal de la curva, es aconsejable linealizarla mediante la
transformacion logit-log. A continuacién, una simple regresion no es suficiente,
ya que esta transformacion es heteroscedastica, es decir, la varianza de la
variable independiente (logit del cociente de ligacién) depende de ia variable
independiente (logaritmo de la dilucién). Por ello, es necesaric ponderar por la
varianza antes de realizar la regresion. Los datos del titulo de anticuerpos o de
ligacion plasmatica (expresados, p. ej., como pmols ligados/mi de antisuero
puro} presentan una gran variabilidad de un animai a otro. Por ello, es
conveniente transformarlos en logaritmaos con el fin de reducir la varianza antes
de realizar comparaciones entre lotes de animales. La media geométrica y la
media logaritmica se emplean con mas frecuencia que la media aritmética y la
media armodnica

Los datos del titulo de anticuerpos suelen ser muy poco reproducibles entre
laboratorios Esto es debido a que los valores de este tipo de determinacién son
muy sensibles a cualquier variacion de condiciones experimentales que afectan a
la ligacion antigeno-anticuerpo: en particular, pH del tampoén, temperatura y
tiempo de incubacién, temperatura y tiempo de contacto con el carbdn-
dextrano, capacidad de adsorcién del carbén, degradacion parcial del esteroide
marcado, y elementos extrafios que interfieran en dicha interaccién, como p. gj.
la presencia de contaminacién con el esteroide no marcado. Dentro de un
mismo laboratorio también puede haber sustanciales variaciones de un dia a
otro, por lo que es impotante incluir aiguna referencia dentro de cada anaiisis.

Para conocer la masa de esteroide afiadido por tubo es necesario conocer la
actividad especifica de la hormona marcada y la eficiencia deil contaje. Mientras
que la primera viene especificada por el fabricante (normalmente en Cifmmol),
la segunda depende del tipo de contador de centelleo, del tipo de vial utilizado,
del liquido de centelleo y de la composicion de ia muestra. Para corregir la
extincion (quenching) y poder transformar las cuentas por minuto (CPM} en
desintegraciones reales por minuto (DPM) es necesario disponer de standards
apropiados.

4.3 2. Técnica utilizada

El método empleado en este trabajo es el descrito por SCARAMUZZI et al, (1975)
adaptado a nuestras condiciones de trabajo:

De cada muestra de suero ¢ plasma se tomaron 100 ul y se afadieron 400 pl de
tampén fosfato-gelatina (P8BS 0,1 M, pH 7, 0,9% NaCl, 0,1% gelatina {Merck),
0,1% NaN3) en tubos eppendorff de 2 ml, etiquetados como 1/10. De cada uno



de éstos se tomaron 100 p! y se adadieron 900 pl de tampodn, en tubos
eppendorff etiquetados 1/100, y asi sucesivamente hasta 1/1.000.000 o una
dilucidn menor, segin el nivel previste de inmunizacion de las muestras. De
és5tos se pipetearon 50 pl por duplicado en iubos de poliestireno (12 X 70 mm,
Greiner) y se afiadieron 250 pi de una disolucion de unos 92 pg/mi de 1, 2, 6, 7-
3H-androstencodiona (Amersham, 80-110 Ci/mmol) o 1, 2, 6, 7-3H-testosterona
(Amersham, 80-105 Ci/mmol) en tamp6n fosfato, se agitaron en agitador de tipo
vortex (Dinko-D-051) y se dejaron incubar durante toda ia noche a 40 C{unas 16
horas). Otros tubos contenian 50 ul de tampén en vez de dilucién de antisuero
para estimar la cantidad total de hormona tritiada afadida (5 tubos cada 96) y la
ligacidn no especifica (4 tubos cada 96}

Al dia siguiente, se anadié 1 ml de suspension de carbén activo (2,5 mg/ml Norit
A, Sigma) y dextrano T-70 {0,25 mag/ml, Sigma} en tampén fosfato a todos los
tubos, por series de 96, excepto a los totales, que se les anadié 1 mi de tampoén.
Se agitaron los tubos y se incubaron a 4oC durante 15 minutos, se centrifugaron
a 2.000 g (Selecta-Macrofriger) durante otros 15 minutos {excepto los totales) y
se tlecantaron los sobrenadantes en viales de centelleo (15 x 55 mm, Greiner). Se
anadieron 4,3 m! de liquido de centeileo [667 mi de talueno {Merck), 333 ml de
triton X-100 (Merck), 2,67 gr PPQ (Sigma) y 66,7 mg POPOP (Sigma) por litro], se
agitaron y se contaron durante 1 minuto (LKB-Rackbeta). Las adiciones se
reatizaron con un diluidor semiautomatico (Microlab 1000}, mediante
micropipetas (Socorex}, un dispensador de repeticion (Multipette, Eppendorff) o
un dispensador acoplado a fa botelia del liquido de centelies (Hirschmann-
dispenser).

4 3.3. Estimacion de la eficiencia del contaje

3e prepararon dos series de standards de quenching, una con tritén en el liquido
de centelieo (eficiencias mas bajas) y otra sin triton (eficiencias mas altas). A 10
viales de centelleo de cada serie se anadieron 100 ul de una disolucién de
testosterona marcada (unas 12.000 CPM), 4,3 mi de liquido de centeties (con o
sin tritdn} y 0, 5, 10, 15, 20, 30, 60, 120 y 300 ! de clorafarmo (Panreac). Otro vial
de centeilec se llend con sélo liguide de centelleo para estimar el ruido de
fondo. Estos viales fueron coniados y las DPM se estimaron mediante ¢l numero
H, & partir de standars certificados, en 24035 + 158 DPM. En cada ensayo, estos
viales fueron contados a continuacion de las muestras, determinando la relacion
de canales. La eficiencia con que se contd cada uno de los totales fue estimada
por interpolacién entre 3 standards, mediante un polinomio de interpolacion de
Lagrange. En el Anejo & se ofrece el prpgrama de ordenador correspondiente
{DIPIEM) redactadoe en BASIC. La eficiencia de las muestras fue cercana al 22%
{Anejo 7). La masa de esteroide total por tubo {pg/tubo) se calculd mediante la
formula: M= T x P x 1.000/(2.220.000 x A), siendo A= actividad especifica
{Ci/mmol); P= peso molecular de esteroide marcade (grimel); T=

STANDARDS DE QUENCHING SIN TRITON

DFM DE LOS PATRONES DE EXTINCION 1 24035
PERIODO DE SEMIDESINTEGRACION DEL 180TOFQO:x 4478
TIEMPO TRANSCURRIDO: 32

Fatron H Eficiencia CFM
1 1124 S1.95 124414
2 Y47 48,72 114649
& 834 47,09 11279
4 731 44.76 10720
S &49 144,24 10601
) 565 A0, 05 Q595
7 376 34, 60 8292
8 2014 25.49 6113
9 a1 F.71 2238

STANDARDS DE QUENCHING CON TRITON

DPM DE LOS PATRONES DE EXTINCION 3 240335
FERIODO DE SEMIDESINTEGRACION DEL ISOTOPOs 4478
TIEMFO TRANSCURRIDO: 32

Patron B Eficiencia CFM
i 505 —H.923 9321
2 A46£2 18.34 2180
3 396 36.953 8747
4 354 IIB.79 8091
S 325 32.94 76887
& 262 0. 80 7377
7 127 21.29 ¢ 5102
a 53 12.33 2960
9 36 i.22 202

Eficiencia y relacién de canares <1 ambas series de standards de quenching. £l
numero H se ha sustituido por la relacién de canales muitiplicada por mil
(SCRx 1000}
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Figura 1. Curva de extincion en ambas series de standards. SCR es la relacion de
canales

radioactividad media de los totales (DPM); 1.000 y 2.220.000 son factores de
conversion (pmolsymmol y DPM/uCi), respectivamente).

La eficiencia y relacion de canales en ambas series de standards de quenching
esta expresada en la pagina 51y Figura 1.

4.3.4 Reduccién de datos

Para la reduccion de datos se redacté un programa en BASIC que sirve también
para la determinacion de hormonas por RIA Dicho programa {DOSTIF) se basa
en un modelo de 3 pardmetros a la hora de ajustar la curva logistica:
U= 1141 + D-Cb), siendo U = (B-N)T (en ef caso de determinaciones del titulo de
anticuerpos) o U = (B-N)/{Bo-N) (en el caso de determinaciones hormonales); B =
CPM ligadas al anticuerpo; N= ligacién no especifica (CPM); T= CPM totales
afadidas por tubo; Bo= CPM ligadas al anticuerpo en ausencia de harmona no
marcada; D= concentracién o cantidad de hormona por tubo {en &l caso de
determinaciones hormonales) o el inverso de la dilucién {para el titulo de
anticuerpos). La linealizacion se realiza mediante la transformacién lagit-log:

Logit U= Log [UA1-U)] = Logb + cLogD

siendo Log el logaritmo decimal o neperiano. En el modelo de los 2 parametros,
by ¢, éstos se determinan mediante una regresion simple o ponderada por la
varianza del logit. £n el modelo de ios 3 parametros, N se optimiza en funcion
del coeficiente de correlacion. Esto es necesario porque la ligacion no especifica,
que se determina mediante tubos sin anticuerpo o con un exceso de hormona
fria, es distinta para cada tubo, pues depende de la cantidad de hormona
marcada libre F= T - B. Asi se consigue un valor optimizado entre cero y N que
proporciona e coeficiente de correlacién mas alto y, por tanto, un mejor ajuste.

El inconveniente de la transformacioén logit-log es la heteroscedasticidad: la
varianza del logit depende de la respuesta U, que a su vez depende de D, con io
que se viola uno de los principios en que se basa el anélisis de regresion. Para
solventar el problema de falta de uniformidad de la varianza se suele realizar
una ponderacién por la varianza, de manera que a cada D. se asigna un "peso”
Wi, que es inversamente proporcional a la varianza del logit para ese D, : W, =
1/Var (Logit Uj), siendo Var (Logit U;) = Var (U/{u; (1-U;)2), U a respuesta media
de las repeticiones de D.

La estimacion de la varianza de U. a partir de las 2 ¢ lo mas 3 repeticiones que se
hacen de cada D; es bastante deficiente. Estudios mas completos en este sentido
indican que |a varianza de U; se ajusta bien a la ecuacion:

Var (U;) = S2 Ub;



siendo S2 la varianza de Uj= 1 y h un numero real que normalmente se situa
entre 1y 2 Los valores de estos parametros dependen de cada tipo de andlisis, y
se recomienda utilizar valores medios obtenidos a partir de muchos ansayos. A
faita de dichos valores, puede realizarse una estimacion en cada ensayo por
analisis de regresion de log (Var U; ) frente a log U,

Una vez conocidos todos estos parametros, D; se obtiene a través de la
determinacién de la potencia correspondiente a la respuesta medida, en
relacion al D; mds cercano a la mediana de los D;. Los niveles de confianza al 95%
se obtienen a partir de los de la potencia.

El programa DOSTIF, que se presenta en el Anejo 8, realiza, pues, las siguientes
operaciones:

1. Calculo de las respuestas de cada tubo y de la respuesta media, U;, para cada
Dy, asi como de su varianza, Var (U,) suponiendo N =0.

Calculo de los pardmetros S2y h.

Estimacion de la varianza del logit para cada D;.

Asignacion de los pesos W; a cada D;.

Regresion ponderada y determinacion del coeficiente de correlacion.

O W e W

Realizacién de los pasos 1 a 5 suponiendo N= 1, 2, etc. CPM hasta llegaralia
ligacién no especifica determinada en el analisis.

7. Guardar todos los parametros referentes al N que ha conducido al maximo
coeficiente de correlacién.

8 Determinacion de la potencia y de su intervalo de confianza al 95% mediane
el terorema de Fieller.

En la salida del ordenador figuran impresos, por este orden: coeficiente de
correlacion (r}, CPM medias totales (T), S (SIGMA), h, coeficiente de correlacién
de la recta de regresion dei logaritmo de la varianza U; frente al logaritmo de U;
{r), ligacion no especifica optimizada (NSB optimizada), ligacidén no especifica
media medida en el ensayo en cpm {NSB), pendiente y ordenada en el origen de
la recta logit-iog, desviacion standard residual, error standard de la pendiente y
ordenada, asf como la referencia de la muestra, el porcentaje de ligacion y el
valor buscado con los limites de confianza inferior y superior. En el caso de que
se tratase de una determinacion hormonal, aparecen también la sensibilidad, el
“rnidrange”, 1a ligacién del blanco (Bo) en CPM y el tanto por uno de iigacion
del blanco. En la pagina 55 y Figura 2 se muestra una tipica salida de ordenador
del programa DOSTIF.

54

TITULO DE ANTICUERFOS ANTI-T,MORUECOS Y OVEJAS HIPERINMUNES., 10/9/87.

TOTALES:

b 4744

2 4896

3 4671

4 4629

S K436
LIGACIONES NO ESPECIFICAS:

1 81

2 24

3 20

4 a3

S 90

] a4

DILUCION LDIL. B (CFH) LOGIT

1 1t 10 2.30258509 4155, 000 1.98198760
t 2 io 2.30258509 4598. 000 3. 60951292
2 1 100 4.60517G19 3795, 000 1.39815422
2 2 100 4.60517019 3887.000 1.5270G1465
3 1 1000 6.90775328 2564, 000 - 13637537
3 2 1000 &. 90775528 2300, 000 -. 07135687
4 1 10GG0 ?.21034037 418. 9000 =1.97038344
4 2 10060 2.21034037 581,000 -2.084232563
= 1 160000 11.51292547 155. 000 ~3.73308873
3 2 100000 11.51292547 137.000 —3.71951138
& 1 1000000 13. 81551056 664, 000 =-3. 450040788
6 2 1000000 13.81351054 B82.000 ~4.a83877828

CARACTERISTICAS DEL ANALISIS:

r=-, 972040878977 T= /4475.2 BIGMA= 3.49595117178E-2
he 1,1922298%5116 r= ,B94373459949

NEB optimizada= 3& NEB= @7

PENDIENTE (c} = =, 771487042359

ORDENADA (Lb) = &, 19865888573

DESVIACION STANDARD RESIDUAL = - 2313121196467
ERROR STANDARD DE tLh= . 152268278287

ERROR STANDARD DE c= ,(14980429753

&95-7/7 50 as7 544 825

Tipica salida de ordenador del programa DOSTIF aplicado a la determinacion del
titulo de anticuerpos
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Figura 2. Evolucién del porcentaje de ligacion del esteroide marcado con el
logaritmo decimal de la dilucién.
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Una explicacién mas detallada de estos conceptos y operaciones puede
encontrarse en diversos trabajos publicados (FINNEY, 1964: RODBARD, 1971;
FELDMAN y RODBARD, 1971; UKRAINCIK y PIKNOSH, 1981; RODBARD, 1974;
LEJEUNE, 1979; HUET, 1984)

Los datos de titulo de anticuerpos fueron a menudo transformados en masa
ligada por mi de antisuero puro. Teniendo en cuenta que el numero de pl de
antisuero puro en cada tubo es 100/D;, siendo Di= 10, 100, 1.000, etc. para las
diluciones 1/10, 1/100, etc., ta férmula que relaciona ambaos parémetros es: M, =
5 x Mt X DyP, siendo M, la masa ligada (pmols/mi); My la cantidad total de
esteroide marcado afiadido por tubo (pg/tubo); D, el inverso del titulo de
anticuerposy P el peso molecular del estercide marcado {g/mol).

Estos datos, o los del titulo de anticuerpos, fueron transformados en logaritmos
para casi todos los célculos. —

4.3 5. Control de calidad

La realizacidn del control de calidad se efectud mediante la inciusion de varias
referencias en cada analisis. Dos muestras de unos 150 ml procedentes de dos
ovejas inmunizadas contra AD y T respectivamente, fueron repartidas en
aliquotas de 1 ml y congeladas a -20°C. Los titulos de anticuerpos de estas
referencias son del mismo orden que las que normalmente se analizan. En cada
analisis se descongel6 una aliquota que se introdujo cada 96 tubos, de manera
que en cada centrifugacién hubo una referencia.

Con objeto de poder comparar con mayor fiabilidad, todas las muestras de una
misma experiencia fueron determinadas en un mismo andlisis ¥ sus posiciones
dentro del mismo fueron aleatorizadas.

Para ver si existe algun efecto de la posicion de las muestras dentro del analisis
se consideraron 5 andlisis de titulo de anticuerpos anti-testosterona en ios que la
referencia estaba incluida 4 veces, es decir, una en cada una de las 4
centrifugaciones realizadas a lo largo del andlisis. Se realizé un ANOVA de 2
factores sin repeticién (SOKAL y ROHLF, 1979) en el que la variacién total del
valor estimado para la referencia se descompuso en variacion “entre dias”
(entre andlisis) y "entre posiciones dentro del andlisis”. Los resultados de la
referencia se transformaron en logaritmos decimales de la masa de esteroide
ligado por ml de antisuero. Los resultados (Cuadro 3) muestran que existe una
variacion significativa entre analisis (entre sucesivos dias} pero no entre las
posiciones dentro de un mismo analisis, aunque esta cerca del limite de
significacion

Los coeficientes de variacién intra e inter-analisis se calcularon segun el
procedimiento revisado por RODBARD (1974). Los valores de las referencias se
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transformaron en logaritmos de la masa de esteroide ligado por mi de antisuero

puro.

CUADRQO 3
ANOVA de dos factores sin repeticion, mostrando la variacién entre andlisis
{dias} y entre posiciones

Fuentes de Media de e e
variacion GL cuadros F Significacion
Entre dias 4 0,101217 23,5 p< 0,01
Entre posiciones 3 0,020365 4,7 N.S.
Error 12 0,004302 - -

Para determinar dichos coeficientes de variacion se tomaron los resultados de las
referencias de 7 andlisis en los que se hicieron entre 2 y 6 repeticiones de la
referencia en el caso de la testosterona y 4 anélisis con 2-5 repeticiones en el
caso de la androstenodiona, Los coeficientes de variacion intra e inter-andlisis de
estos dos tipos de determinaciones fueron 5,7% {n= 20) ¥9.7% (n= 6), 5,9%
{n=11) y 8,8% (n= 3) respectivamente. Los nUmeros entre paréntesis indican
los grados de libertad de la media de cuadrados correspondiente. Las medias
globales fueron 2,14 para la referencia anti-T y 2,38 para la referencia anti-AD.

4.4. Determinaciones de progesterona

4.4 1. Técnica utilizada

Todos los analisis de progesterona fueron realizados personalmente en el
laboratoric de RIA del Departamento de Reproduccién Animal del INIA de
Madrid, segun el método de LOPEZ SEBASTIAN et al., (1980). Se trata de un RIA
con extraccion previa y la separacién de las fracciones libre y ligada se lleva a
cabo por adsorcion con carbén-dextrano.

Se tomaron 200 pl de plasma y se agitaron con 3 ml de hexano (Merck} durante 1

minutc en tubos de vidrio (15x100 mm), mediante un agitador de tipo vortex
(Heidolph-DSG 302). Tras la congelacion de la fase acuosa en nitrégeno liquido,
los extractos orgénicos fueron decantadqs en otros tubos de vidrio (12x75 mm),
evaporados a 379C por arrastre con aire y los extractos secos fueron
reconstituidos en 200 pl de tampoén fosfato-gelatina (0,1 M, pH=7) Los 7
standards de progesterona (25-1600 pg/tubo) se prepararon en metanol {Merck)
y se anadieron 200 pl de cada uno, en tubos de vidrio, donde fueron evaporados
y reconstituidos de igual manera que las muestras. Se aRadieron 100 pl de una
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disolucion de anticuerpo antiprogesterona, generado en oveja, a todos los
tubos, excepto a los na especificos. En las condiciones descritas, dicha dilucion es
capaz de ligar el 30-50% de! total de progesterona marcada ahadida, en
ausencia de hormona no marcada. A continuacién, se afadieron 100 pi de
disolucion de 1, 2, 6, 7, 16, 17-3H- Progesterona {(Amersham, 100-130 Ci/mmol},
aproximadamente 10.000 CPM/tubo. Los tubos se agitaron e incubaron durante
toda fa noche a 40C {unas 16 horas). En cada analisis se incluyeron 3 totales, 3 na
especificos, 3 tubos de maxima ligacién {Bo) y los 7 standards por triplicado.
Todas las muestras se analizaron por duplicado y se incluyeron 2-6 tubos de cada
una de las 2 referencias de nivel alto de progesterona (oveja prefada) y bajo
(oveja ovariectomizada) a lo largo del andlisis.

Al dia siguiente, se anadié a todos los tubos, a excepcion de los totales, 500 ul de
una suspension de carbon activo (1,25 mg/ml} y dextranc T-70 (0,05 mg/ml).
Pasados 15 minutos, fueron centrifugados a 4°C durante 15 minutos (2.000 g).
Los sobrenadantes se decantaron en viales y se afadieron 6 mi de liquido de
centelleo (PPO y POPOP, 4 gr v 100 mg/l de tolueno). Los viales se agitaron y
fueron contados durante 1 minuto, al cabo de hora y media.

En la pagina 59 y Figura 3, se indica una tipica salida de ordenador del programa
DOSTIF aplicado a la determinaciéon de progesterona asi como las graficas
correspondientes.

4.4.2 Control de calidad

En un total de 9 anélisis realizados, el porcentaje de ligacion del blanco (Bo)
respecto del total oscilé entre el 38,9-54,6% (47,1% £ 1,66%) y la ligacidn no
especifica representé un 1,9% £ 0,03%.

La ordenada en el origen fue 5,86 % 0,133 correspondiente a un porcentaje de
ligacion especifica respecto al blanco del 99,7%. La pendiente fue de -
1,3310,022, La sensibilidad fue calculada mediante el programa DOSTIF segun
un procedimiento habitual (FELDMAN y RODBARD, 1971) y fue de 0,09+ 0,014
ng/ml en las condiciones de trabajo. El “midrange” se situé en 0,92 £ 0'025
ng/ml.

La reproducibilidad se estimd por los coeficientes de variacion intra e inter-
andlisis (RODBARD, 1974). En un total de 5 andlisis, se incluyeron aleatoriamente
entre las muestras 2-6 repeticiones de cada una de las 2 referencias. En el nivel
alto (1,84 ng/ml) los coeficientes de variacion intra e intér-andlisis fueron 10,4%
{n=13) y 17,6% (n=4), respectivamente En el nivel bajo (0,19 ng/mi) fueron
36,1% (n=15) y 58,1% (n = 4). La magnitud de los coeficientes de variacion en el
nivel bajo se debe a que la referencia correspondiente tiene una concentracién
praxima al {imite de deteccién (RODBARD, 1974; HALFMAN, 1981).
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Tipica salida de ordenador del programa DOSTIF aplicado a la determinacién de

progesterona
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Dentro de cada experiencia, las muestras que se debian comparar
posteriormente se realizaron en un mismo analisis y los lotes de tratamientos
fueron aleatorizados Aquellas muestras cuyos duplicados diferian
notablemente fueron reanalizadas.

4.5, Determinaciones de LH
4.5.1 Técnica utilizada

Los analisis de LH se realizaron en el laboratorio de RIA de la Station de
Physiclogie de la Reproduction del Centre de Recherches de Tours (Francia). Se
trata de un méiodo de competicién (BLANC y POIRIER, com. pers.) y la
separacion de las fracciones libre y ligada se realiza por centrifugacion, tras la
adicion de un segundo anticuerpo y polietitenglicol.

4.5.2. Control de calidad

Todas las muestras fueron aleatorizadas y analizadas por duplicade en un misma
ensayo. Se incluyeron regularmente a lo largo del analisis dos referencias, de
nivel alte y bajo. Los coeficientes de variaciéon fueron 8,4% (n=11) para la
referenciade 2,2 ng/mly 7,1% (n=11) para la de 12,5 ng/mi.

4.6. Determinacion del peso y condicién corporal

El peso y ia condicion carporal se tomaron por ta mafana, estando las ovejas en
ayunas. E! peso se determiné con una precision de 0.5 kg.

La condicion corporal se midié siguiendo el baremo descrito por RUSSEL et al.,
{1969).

4.7. Determinacion de la tasa de ovulacion

La tasa de ovulacién se determinéd por endoscopia (endoscopic de 7 mm de
didmetro marca STORZ) en las ovejas previamenie tranquilizadas con 0,3 cc de
ROMPUN La determinacion de la edad y tipo de cuerpos lateos y foliculos se
realizé medianie la técnica de OLDHAM y LINDSAY (1980). En la realizacion de
endoscopias colaboraron i.L. Alabart, |. Blasco y J. Folch.

4.%. Recuperacion de embriones

En la experiencia 3, se utilizd la técnica de HUNTER (HAFEZ, 1980) modificada
(COGNIE, no pub.). La técnica consiste en:
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1)  Extraer los cuernos uterinos y oviductos por laparotomia ventral. Se realizé
una incision de unos 8 cm cerca de la linea alba en el animal previamente
anestesiado mediante PENTOTAL.

2) Lavado de ambos cuernos mediante unos 30 cc de PBS-BSA que eran
aplicados, mediante una aguja atraumatica, en el cuerpo del Utero y
recuperados cerca de la unién utero-tubdrica mediante una aguja
apropiada.

Inmediatamente después de ser recuperado, el liquido de lavado era observado
alalupa binocular para la localizacion de los embriones.

En la experiencia 4, la recuperacion se realizé lavando e! oviducto desde la union
utero-tubérica y recuperando el liquido de lavado y los embriones por el Ostium
del oviducto.

En la obtencién de embriones colaboraron: J.L Alabart, 1. Blasco, M.J. Cocero, Y.
Cogniéy . Folch.

4.9. Evaluacién de la viabilidad embrionaria

La viabilidad de los embriones recuperados se determiné atendiendo a criterios
morfolégicos (WINTERBERGER-TORRES y SEVELLEC, 1987). Este trabajo fue
realizado por M.J. Cocero.

4.10. Transferencia de embriones

Dos embriones de viabiliad morfolégica comprobada eran introducidas
mediante una pipeta capilar a través del Ostium ipsilateral del ovario que ha
ovulado y depositados en el oviducto.

4.11. Métodos Estadisticos

Los parametros reproductivos como tasa de ovulacién, prolificidad, fertilidad,
fecundidad, etc. fueron analizados mediante test de Chi-cuadrado En las tablas
de 2 x 2 se aplico la correccién de continuidad de Fisher-Yates cuando alguna de
las frecuencias esperadas era menor de 10 Cuando alguna de éstas era menor
de 5, se empled el test exacto de Fisher.

El analisis de correlacién-regresién se aplico, en general, para relacionar
variables continuas. Los titulos de anticuerpos se transformaron en logaritmos
decimales antes de realizar correlaciones. Los coeficientes de regresion se
compararon mediante la t de Student
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5. EXPERIENCIAS REALIZADAS

5.1. Experiencia 1: Resultados reproductivos de corderas inmunizadas contra
AD y evolucion temporal del nivel de inmunizacién en corderas inmunizadas
pasivamente contra T o activamente contra AD

5.1 1. introduccién

Los resultados comentados anteriormente indicaban una disminucion de la
fertilidad en corderas inmunizadas activamente contra AD respecto de los
controles, que podria estar asociada al bajo peso de los animales tratados
(FOLCH, 1986) Sin embargo, es también necesario conocer si el perfil del nivel
de inmunizacion es similar al observado en otras razas {(COX, 1984; SCARAMUZZI
et al, 1987) o si, por el contrario, existe alguna irregularidad que pudiera
explicar los resuitados observados. Dado que la inmunizacién pasiva contra T se
utilizarfa en otras experiencias, es también importante determinar 1a evolucion
del nivel de inmunizacién contra dicha hormona en animales de condiciones
similares.

La presente experiencia pretende comprobar si se repiten los parametros
reproductivos observados anteriormente, asi como conocer la evolucion del
titulo de anticuerpos en ambos tipos de inmunizacién.

5.1 2. Material y Métodos
Animales

Se utilizaron 40 corderas, de 10 a 12 meses, de similar peso y condicion corporal.
Un lote de 25 de dichas corderas elegido al azar, fue inmunizade con 2 dosis
subcutaneas de 2 ml de inmunégeno anti-AD (FECUNDIN, Cooper-Zeitia) en el
cuello a 4 semanas de intervalo, permaneciendo el reste de las corderas como
lote control. La cubricién se realizé en otofo tras la introduccién de 5 machos
enteros con marcador, 4 semanas después de la Gltima dosis. El cele fue
sincronizado en ambos lotes mediante esponjas vaginales impregnadas de 40
mg de FGA (CHRONOGEST, Intervet) mantenidas durante 10 dias y la cubricion
se llev a cabo en el celo siguiente al aparecido tras la retirada de’la esponja, con
el fin de evitar posibles interferencias con el tratamiento. Se practicaron
endoscopias a todas las ovejas 9-11 dias después de la introduccién de los
machaos. .

En una muestra de 10 animales inmunizados elegidos al azar, se tomaron
muestras de plasma sanguineo (5 ml} con el objeto de seguir la evolucion del
titulo de anticuerpos. Las tomas se realizaron inmediatamente antes de la
primera y segunda dosis de Fecundin y semanalmente hasta la introduccion de
los machos, asi como al parto.
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Otro lote de 8 corderas de similar peso y condician corporal que no se Encluyé. en
la cubricién, fue inmunizado pasivamente contra T mediante inyeccion
intravenosa (yugular) de 20 mi de antisuero de tituto 1/13.495 (Cu{;\dro 4). S_e
extrajo sangre antes de la inyeccidon y a tes 15 minutos, 9 dias y 20 dias después
de la misma Las muestras fueron centrifugadas a 4°C inmediatamente y el
piasma recuperado se congeid a -200C hasta el dia del analisis

CUADRO 4
Caracteristicas del antisuero inyectado

T-1{T) 13.495
T-1 (AD) 50
pmols ligadovml (Testosterona) 5329
pmols ligados/ml (Androstenediona) 21,3
pmols ligados/ml (Progesterona) 0,41

Analisis

La determinacidn del titulo de anticuerpos anti-AD y anti-T se realizo por RIA
(SCARANMUZZ] et. al., 1975} utilizando 27,120,47 v 23,6+ 0,28 pg de hprmona
marcada por tubo, respectivamente. El antisuero inyectado fug titulado
también respecto 3 AD y P para conocer su especificidad en ausencia de otros
esteroides. La capacidad de ligacion plasmatica de los diferentes esteroides se h{s
expresado en picomoles ligados por cada mililitro de antisuero purc y se caiculd
a partir del titulo de anticuerpos (Cuadros 4 y 5)

CUADRO 5
Estimacion de! titulo de anticuerpos circulante a partir del peso (X £ ES)

Peso (kg) 324+ (88
N 10

Volumen sanguineo estimadao (litras) 23+ 0,06
Ligacion estimada (pmols/mi) 484 + 1,32
Ligacion medida (pmols/imli) ) 764 £ 5,32
T-1 estimado {Testosterona) 123 = 3

I+

T-1 medido (Testosterona) 189 13

Analisis estadistico

Las comparaciones de los datos reproductivos se realizaron mediante el test de
Chi-cuadrado con correccion de Yates. El calculo de fa ligacidn estimada a partir
del peso se hizo suponiendo que el antisuero inyectado se diluye en un volumen
sanguineo que es el 6,75% del peso vivo del animal (GURTLER et al ,1976)

5.1.3. Resultados
Evolucion del nivel de inmunizacién activa contra AD

La ligacién plasmatica de AD es muy baja en los animales no inmunizados (tan
solo unas decenas de femtomoles por mililitro) y se incrementa
significativamente a las 4 semanas de la primera inmunizacién. Tras la dosis de
recuerdo, los niveles de anticuerpos se incrementan hasta alcanzar un maximo
alrededor de la primera semana, descendiendo progresivamente durante las
semanas siguientes. La capacidad de ligacion plasmatica a la cubricion
representa aproximadamente un 42% de los valores maximos y existe una
buena correlacién entre los niveles de inmunizacion en ef dia de introduccion de
los machos y los de la primera semana después del recuerdo {r= 0,9875;
p<0,001)

Al parto, los niveles de inmunizacion son todavia detectables y simitares a los
encontradas antes de {a sequnda dosis (Cuadro 6 y Figura 4).

CUADRO 6
Evolucion de la ligacion plasmatica de AD en la inmunizacién activa contra AD

Dias M, {(pmols/mi) C.V. (%9 (N=10)
- 56 (1a dosis) {29,3) + 4,0)103 13,7
- 28 (22 dosis) 25 * 0,5 20,4
21 486 =+ 19,0 39,1
14 41,6 *143 34,4
-7 273 t 6,47 23,7
0 (cubiricion) 203 * 6,94 34,2
149 (parto) 30 + 694 19,0

©

Evolucidn del nivel de inmunizacién pasiva contra T

El decrecimiento del titulo de anticuerpos siguiod la ley exponencial (r = 0,9595;
p<0,001) (Cuadro 7 y Figura 5). El tiempo necesario para que se reduzca a la
mitad de los valores iniciales fue estimado en 5,1 + 0,34 dias (x + ES).
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La ligacion de AD y P del anticuerpo anti-T fueron del 0,37% y 0,08%/,,
respectivamente, respecto de la ligacion de T, {o que da cuenta de su elevada
especificidad (Cuadro 7).

CUADRO 7
Evolucién de la ligacidon plasmatica de T en la inmunizacién pasiva contra T
(X t ES) y coeficiente de variacion (C.V.)

Dias M (pmols/mi) C.V.{%%(N=10)
0 (antes)* (189,5} + 5,1).103 2.7
0 (después)* 76,4 * 532 7,0
9 158 * 1,31 8,3
20 52 % 0,63 12,1

* Antes y después de aplicar el suero antitestosterona
Resuitados reproductivos

Todas las corderas presentaron celo y ovulacidn, excepto una en el lote
inmunizado {no incluida en los datos). La distribucion de celos fue similar en
ambos grupos, con un intervalo recuerdo-cubricién de 28 a 39 dias (Cuadro 8 v

Figura 6).

CUADRO 8
Parametros referidos al primer ciclo de cubricion de corderas de raza Rasa
Aragonesa
Lote inmunizadas Control
N 25 15
Peso (kg) 32,4 + 1,03 324 1,26
Condicion corporal 35 3,4
intervalo recuerdo-cubricién 31,2 £ 0,6 309 £ 06
Ligacion de AD en plasma (pmis/ml}) 20,3 * 6,94 -
Fertilidad (%) 59,1 53,3
Tasa de ovulacién ) 1,52+ 0,14 1,10 £ 0,13
Prolificidad 1,15+ 0,10 1,13 £ 0,13
Fecundidad ' 0,68 0,60
FPOM (N} 42,9(14) 0.0(2)

FPOM: falio parcial de la ovulaciones multiples

-——== LOTE 1
LOTE C

5 17 19 21 23 25 27

Figura 6. Frecuencias relativas acumuladas (%) de.ovejas cul?iertas en diferentes
dias del segundao ciclo tras la retirada de las esponjas. {: lote inmunizado; C: lote
control



La tasa de ovulacion aumentd ( + 38%) a consecuencia del tratamiento, pera no
se alcanzd significacion estadistica debido al bajo niumero de animales
disponibles (p<0,09). £ FPOM se vio incrementado considerablemente
{+42,9%), pero no se pudo afirmar significativamente debido a la baja
proporcién de ovulaciones dobles en el lote control {Cuadro 7). La tasa de
ovulacion de las ovejas que no parieron (1,44} no fue mayor que las que si lo
hicieron (1,62)

La prolificidad apenas aumenté en el fote inmunizado (+1,8%, N.S). La
fertilidad fue algo mayor en el grupo tratado (+ 10,9%, NS} y la fecundidad
aumento ligeramente { + 13,3g, N S.).

5.1.4 Discusion

La evolucion del tituio de anticuerpos tras la inmunizacién activa contra AD
coincide con la publicada en otras razas. Sin embargo, los valores encontrados
por nosotros son sensiblemente inferiores a los aparecidos normalmente en la
literatura consultada. Dado que los incrementos en tasa de ovulacién son
similares a los observados por otros autores, estas diferencias podrian ser
debidas a que muchas medidas, y en especial los titulos de anticuerpos, no son
comparables entre labaoratorios. El nivel de anticuerpos al parto es todavia
detectable, por 1o que puede pensarse en su transferencia a los hijos a través del
calostro, como se ha observado en otras razas (MATTNER et a/, 1984; COX at al.,
1984).

La evolucion del tituto de anticuerpos en la inmunizacion pasiva es mucho mas
rapida que en la activa, coma se esperaba. A partir de los dates obtenidos,
puede predecirse una ligacién a los 17 dias de unos 6,5 pmois/ml, que
representaria un 8,5% del valor inicial. Asimismo, se prevé que los niveles de
anticuerpos especificos circulantes alrededor del dia 43 sean practicamente
indetectables a estas dosis de antisuero. Esto seria importante si los anticuerpos
resultasen ser perjudiciates para la implantacién y/o desarrolio del embrién, en
cuye caso ia inmunizacion pasiva contaria con mejores resuitados reproductivos
que la activa.

A pesar de que la tasa de ovulacién se incrementé notablemente, la prolificidad
aumentd muy poco debido sélo a la gran incidencia del FPOM en el lote
inmunizado, ya que la tasa de ovulacién de las ovejas prefadas y vacias fue
similar Las causas del FPOM observado no pueden conocerse a partir de los
datos de esta experiencia, pero podrian ser: captacidon fimbrial defectuosa,
fertilizacién parcialmente impedida o mortalidad embrionaria parcial.

La fertilidad del lote tratado fue incluso un poco superior a la del lote control,

por lo que no se confirman los datos anteriores en que fue menor (FOLCH,

1986). El peso de estas corderas (32,4 kg) fue similar al de aquel trabajo {31,2),
por lo que las diferencias observadas no pueden atribuirse al peso.

Concluyendo, no puede afirmarse que la inmunizacién activa contra AD
disminuya la fertilidad en corderas. Sin embargo, s/ parece claro que existe una
gran incidencia de FPOM al igual que ocurre en ovejas adultas. Seria necesario
conocer a qué es debido el FPOM en las avejas inmunizadas y si dicho FPOM est4
relacionado con el nivel de inmunizacién o de alimentacién. Por otra parte, seria
interesante comprobar si ocurre algo similar en la inmunizacién pasiva, en que
ios anticuerpos desaparecen de la circulacién mucho mas rapidamente.

5. 2. Experiencia 2: Pardmetros reproductivos de ovejas reinmunizadas en
invierno sometidas a un ritmo intensivo de reproduccién: influencia de una
moderada suplementacién nutricional y estudio del perfll hormonal de LH en el
perfiodo periovulatorio

5.2.1 Introduccién

En experiencias anteriores realizadas con ovejas adultas sometidas a 3 partos en
dos aftos (FOLCH, 1986) se vio que en el primer afio de tratamiento la
inmunizacion activa contra AD incrementé notablemente la tasa de ovulacién,
pero también el FPOM, de forma que la prolificidad y fecundidad apenas
variaron. Sin embargo, se observé una tendencia a obtener mejores resultados
en el segundo afio de tratamiento. Cuando la alimentacién no es suficiente, el
acortamiento del intervalo parto-cubrici6n puede ocasionar que los animales no
se encuentren preparados para soportar una gestacién gemelar. Por ello, esta
experiencia se diseid para comprobar si una moderada suplementacién
nutricional puede reducir el alto FPOM observado en fos animales inmunizados.
Por otra parte, la existencia de picos preovulatorios de LH anormaies se ha
asociado con un ma!l funcionamiento posterior del cuerpo liteo (RHIND et af.,
1986a) y los perfiles de secrecién de LH parecen ser diferentes en las ovejas
inmunizadas (SCARAMUZZ! y HOSKINSON, 1984). Por dicha razén se decidio
medir algunos de los pardmetros més importantes relacionados con el pico
preovulatorio de LH, con el objeto de saber si existen alteraciones a este nivel
que pudieran justificar los hechos observados.

5.2 2. Material y Métodos

Animales

Se utilizaron ovejas que habian estado sometidas a un ritmo de 3 partos en 2
afos. Treinta y ocho ovejas que habian sido inmunizadas en una o varias
cubriciones anteriores fueron reinmunizadas de nuevo en esta experiencia (Lote
I} y 28, que no habfan sido inmunizadas nunca, no se trataron y sirvieron de
controles (Lote ). Se administraron 2 m! de FECUNDIN (Cooper-Zeltia) al Lote |



tres semanas después del parto, destetdndose todas las ovejas 3 semanas mas
tarde. Ambos lotes fueron divididos al azar en 2 grupos: uno recibié una racién
de mantenimiento consistente en 750 g de heno de alfalfa y 300 g de paja (Lotes
M): el otro se alimenté con la misma racién més un suplementc de 250 g de
cebada (140% de la racion de mantenimiento, lotes S) durante un mes. Ei celo se
sincronizé mediante la insercion de esponjas impregnadas de FGA (40 mg,
Intervet) durante 10 dias y la cubricién se realizé con 6 machos enteros provistos
de arnés marcador, en el celo aparecido tras la retirada de las esponjas {4
semanas después de la dosis de recuerdo).

Celos y tomas de sangre

Los controles de celo se realizaron cada 4 horas y se tomé una muestra de sangre
{5 ml) en tubos heparinizados cada 4 h a partir del celo observable. Otra toma de
sangre se realizd una semana después del parto a ovejas y corderos para conocer
el tituto de anticuerpos en ese momento.

Las muestras fueron centrifugadas rapidamente a 1500 g y el plasma se congelé
2 -200C hasta que pudo ser analizado.

Andlisis

El titulo de anticuerpos se midié por RIA {SCARAMUZZI et af, 1975) utilizando
21,0£0,15 pg de androstenodiona tritiada por tubo. La determinacién de las
concentraciones de LH se realizd por RIA mediante una técnica de doble
anticuerpo (BLANC y POIRIER, com. pers.). Todas las muestras fueron analizadas
en un mismo ensayo, siendo el coeficiente de vartacion 8,4% (n=11} para el
nivel de 2,2 ng/mly 7,1% (n = 1) para el de 12,5 ng/ml.

Andlisis estadistico

La comparacién de los pardmetros reproductivos entre grupos se realizé
mediante el test de Chi-cuadrado, con correccidn de Yates o ei test de Fisher
exacto cuando fue necesario. Las restantes variables se compararon mediante la
t de Student. Los tftulos de anticuerpos fueron transformados en logaritmos
decimales y se expresaron como pmols ligados por ml de antisuero puro. Los
niveles basales medios de cada animal se calcularon a partir de los valores
anteriores hasta 8 h antes del pico preovuiatorio y a partir de 12 h despues de!
mismo.

5.2.3. Resultados .
Tituio de anticuerpos
El titulo de anticuerpos en la cubri¢idén no dependié del nivel de alimentacion,

peso, edad o condicidn corporal. El titulo de anticuerpos al parto estuvo
fuertemente correlacionado con el alcanzado a la cubricién (r= 0,7713, <0,0t ).

E! nivel de inmunizacién de los gemelos una semana después del nacimiento fue
muy similar y existe una alta correlacién entre el tftulc de anticuerpos de los
corderos y el de sus respectivas madres (r= 0,9827, p<0,001), que tendié a ser
superior al de éstas (Cuadro 13).

Parametros reproductivos

La tasa de ovulacién aumentd por un efecto neto del tratamiento (+25,4%,
<0,01), teniendo también influencia el peso (<0,01) y la edad {(p<0,001), pero
no el nivel de alimentacion ni la condicién corporal en los rangos estudiados. La
correlacién con el peso fue significativa en los Lotes | (r= 0,3487, p<0,05) y C
(r=0,7315, p<0,001) pero la pendiente de la recta fue mayor en el Lote C
(0,5946 vs 0,0357, p<0,001). En el lote inmunizado, la tasa de ovulacién estuvo
correlacionada con el titulo de anticuerpos (r = 0,3465, p<0,05).

La prolificidad no se vio significativamente incrementada por el tratamiento
(+5%) a consecuencia del FPOM, que se duplicé en el Lote | respecto al Lote C.
La sobrealimentacion no consiguid reducir significativamente el FPOM (-6,9% ),
que tendid a aumentar con el nivel de inmunizacién (Cuadros 9 y 10). No se
apreciaron influencias significativas del peso, edad o condici6n corporal.

La fertilidad fue menor en el Lote | (-25,8%, p<0,05) pero no hubo diferencias
significativas al considerar dos ciclos consecutivos de cubricion (-18,8%). Las
perdidas reproductivas completas y totales fueron también mayores en el Lote |
(+29,4%, p<0,01). La fertilidad no mejoré apreciablemente en ios lotes
sobrealimentados ( + 3,1%) ni dependi6 del nivel de inmunizacién. La tasa de
ovulacién de las ovejas inmunizadas que no parieron al primer ciclo no fue
significativamente mayor que las que si lo hicieron (1,62 vs 1,53, N.S.).

No hube diferencias apreciables entre lotes en el porcentaje de ovejas en celo ni
en su distribucién (Cuadro 9 y Figura 7).

Pardmetros hormonales

No se vieron diferencias significativas en el intervalo de tiempo transcurrido
entre el comienzo del celo y el pico de LH entre grupos (Cuadro 11). Los valores
maximos de LH fueron mayores en el Lote M (p<0,05), pero no existe un efecto
neto del nivel de alimentacién sobre dichos valores, sino de |a edad {p<0,05)
(Cuadro 12). Tampoco existe una dependencia del grado de inmunizacién
dentro del Lote | {p<0,05). *
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po (horas) en el pico preovulatorio. Se tomé como

Figura 8. Concentraciones piasmaticas de LH (ng/ml) frente al tiem

hora 0 el valor maximo de cada oveja

Los niveles basales de LH (Cuadro 11 y Figura 8) fueron mayores en el Lote |
(p<0,05), pero no se vio un efecto neto del tratamiento sino de la edad <0,01).
Dentro del Lote |, estos niveles no dependen del grado de inmunizacion.

CUADRO 12

Influencia de la edad sobre ia LH y la tasa de ovulaciéna
RANGO (afios) 2-6 7-10
EDAD (afos) 35 +030 79 + 0,14
N 36 29
LH BASAL {(ng/ml) 2,1 £ 0,08a 29 +0,13b
LH PICO (ng/mil) 36,5 + 1,91¢ 44,9 * 2 45d
TASA DE OVULACION 1,22a 1,83b

.b: p<0,01; ¢, d: p<0,05

CUADRO 13
Nivel de inmunizacién (pmois/ml) de las ovejas y de su descendencia una
semana después del parto (X t ES)

N MADRES HUOS

13 86+ 344 13,6 £ 4,62

5.2.4. Discusion

Los resuttados que hemos obtenido indican que el nivel de inmunizacién
depende sélo del individuo y no del peso, condicion corporal, edad o régimen
alimenticio. Segtn esto, el efecto de dichas variables actuaria porsimismoynoa
través del titulo de anticuerpos que adquiere el animal.

La ausencia de relacién entre el titulo de anticuerpos y la condicién corporal
coincide con resultados de otros autores {RHIND et al., 1986b). Los niveles de
inmunizacién al parto estdn correlacionados fuertementé con los de la
cubricién, como era légico suponer. E! hecho de que los corderos tengan un
titulo mas alto que el de sus madres coincide con un trabajo anterior {(WILSON et
al., 1984), indicando una transferencia enriquecida de anticuerpos a través del
calostro.

La tasa de ovulacién aumento6 por efecto del tratamiento, independientemente
de los efectos que tuvieron otras variables y se vio correlacién con el titulo de
anticuerpos, como en otros trabajos (COX et al., 1984b). En esta experiencia
hemos demostrado que el incremento de ia tasa de ovulacion debido al peso es
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felial

significativamente menor en el lote inmunizado. Ello no debe'intergretarse
¢omo una respuesta diferente al tratamiento segun e! peso del anlmalf sino mas
bien como gue existe un “techo” en la tasa de ovu!acuén para Iais condegones_ de
esta experiencia. Asi, las ovejas cuya tasa de ovulacién esté préxima a duc_ho nivel
debido a su elevado peso, ne pueden incrementarla medsaqte esta tgcnlca., Esto
estd en acuverde con otros trabajos sobre inmunizacién pasiva Fontra
testosterona (RHIND et al., 1985a, RHIND et al., 1987a), peru en contradlaén_con
otro de inmunizacién activa contra AD (SMITH et af., 1985b). En conclusién,
posiblemente, el que exista 0 no interaccién entre estos qos factores (peso y
tratamiento) dependa deefectos raciales y/o mt_ad.uo ambientales, como por
ejemplo la época del ako o el intervalo parto-cubricién: este hecho no tiene por
qué repetirse bajo otras condiciones.

Parece claro que una sobrealimentacion de este tipc! en las condicioqe_s de la
presente experiencia no es capaz de reducir ef FPC_)M ni aumentar la fgrtlhdad de
forma significativa en las ovejas inmunizadas. Sin embargo, es posible que el
régimen administrade haya sido insuficienteu para llegar a una conclusiéon
definitiva, pues guizé niveles mas aitos de nutricién y/o mas prqioqqadqs en el
periodo anterior a [a cubricién hubieran mostrado resuitadog significativos en
uno u otro sentido. Es interesante el hecho de que ¢l FPOM tienda a aur'nentar
con el thulo de anticuerpos, lo que deberd confirmarse en otras experiencias.

i.a explicacién de la baja fertilidad en ambos fotes, pero especiaimente en el
inmunizado, puede atribuirse a que la cubricién se real‘lzé en un r!'nomento
demasiado cercano al parto anterior (unos 50 dias), que es incluso inferior a! que
corresponderia al sistema de 3 partos en 2 afios (unos 30 dlqs).. El §t_ress debido a
las tomas de sangre pudo haber influido también en esta baja fertilidad.

El intervalo de tiempo entre el comienzo del celo y el ;?icq de L_H tendid a ser
mayor en las ovejas inmunizadas, pero no se aicanzé slgmﬁcacaén estadist!ca..
Otros autores han encontrado resuitados significativos en e_ste sentu-do
(SCARAMUZZI et al., 1977), aunque no ha sido asi en un trabajo posterior
{SCARAMIUZZI y HOSKINSON, 1984).

El incremento de la tasa de ovulacion observade en las ovejas inmumwzadgs no
parece estar mediado por la LH, ya que no se ha visto en esta experiencia un
efecto neto del tratamiento sobre los niveles basales ni mé:slmos de dicha
hormona. Tampoco estan correlacionados con el titulo de anticuerpos. Otros
autores también han observado que el aumento de la tasa de ovulacién en
ovejas inmunizadas no estd mediado*por la tH (SMITH, 1985). El hec!'\o de que
los valores maximos del pico de LH sean menores en los lotes sobrealimentados
coincide con otras experiencias (RHIND et al., 1985b; RHIND et al., 1986a), pero
@n estas las diferencias no fueron significativas Puede que haya una tendencia
en este sentido, pero en la presente experiencia se ha acentuado por un efecto
de la edad.

No se obervaron picos de LH que presentasen anomalias suficientemente
importantes como para explicar la baja fertilidad y elevado FPOM del lote
inmunizado.

En conclusién, los niveles moderados de sobrealimentacion ofertados no sirven
para reducir el FPOM ni incrementar la fertilidad de una forma apreciable en los
animales tratados, siendo tal vez necesario incrementar {a racién de suplemento

y/o comenzarla varias semanas antes de la cubricién para conseguir los efectos
deseados.

El FPOM, contrariamente a lo observado en otras experiencias, en esta raza,
también ha aumentado en las ovejas reinmunizadas, por lo que debers
estudiarse su causa. El hecho de que se observe una tendencia a aumentar con el
titulo de anticuerpos deberé ser confirmada en otras experiencias en que se
compare la inmunizacion activa con la pasiva, asi como la primera inmunizacion
frente a las posteriores reinmunizaciones. Por otra parte, ha quedado bien
demostrado que el nivel de inmunizacién que adquieren los animales tratados
no depende de factores como el peso, edad, condicién corporal o nivel de
alimentacién, dentro de los rangos estudiados. Finalmente, parece que los
resultados obtenidos no pueden relacionarse con anomalias graves del pico
preovulatorio de LH.

5. 3. Experiencia 3: Efectos del nivel de inmunizacién sobre los parametros
reproductivos, supervivencia embrionaria y concentracion plasmatica de
progesterona en ovejas inmunizadas o reinmunizadas activamente contra AD o
pasivamente contra T

5.3.1. Introduccién

En las experiencias anteriores hemos observado que los incrementos de la tasa
de ovulacién que se consiguen mediante las técnicas de inmunizacién vienen
acompafiadas por pérdidas reproductivas parciales y/o totales segin los casos,
que reducen considerablemente ios beneficios que se pretenden conseguir. Se
ha demostrado en el Merino Australiano que existen fallos de fertilizacion,
degeneracién embrionaria y retraso del desarrolio embrionario en ovejas
inmunizadas activamente contra AD, sobre todo cuando el intervalo entre el
recuerdo y la cubricién es corto (BOLAND et af , 1984; BOLAND et af,, 1986a;
BOLAND et al.,, 1986b; SCARAMUZZ! et al., 1987).

Los objetivos de la presente experiencia son, en primer lugar, conocer si estos
mismos problemas ocurren en la raza Rasa Aragonesa y en qué medida, tanto en
inmunizacién activa contra AD como en inmunizacién pasiva contra T,
comparando ambos métodos de inmunizacién. En segundo lugar, aclarar si esos
efectos sobre el desarrollo embrionario son de igual intensidad en ovejas
inmunizadas por vez primera que en las reinmunizadas. Finalmente, saber si los
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resultados reproductivos en inmunizacién pasiva contra T dependen o no del
tiempo que actua el anticuerpo en el periodo anterior a la cubricién, con el fin
de corroborar las diferencias observadas anteriormente.

Por otra parte, la progesterona es fundamental para el establecimiento de ia

gestacion. Se sabe que los niveles de dicha hormona son superiores en ovejas

hiperinmunizadas contra AD, desde los primeros dias posteriores a la ovulacion,
que en ovejas no inmunizadas (SCARAMUZZI et al., 1977}, y que la elevacién de
la concentracién de progesterona en los primeros dias del ciclo induce la
regresion prematura del cuerpo luteo (PETERSON et al, 1986). Por elio es
fundamental conocer la evolucién de la progesterona en el ciclo sexual y saber si
existen alteraciones graves en los perfiles de esta hormona que pudieran
explicar los hechos constatados.

En esta experiencia se pretende, pues, profundizar en [as causas de las pérdidas
reproductivas observadas, bajo diferentes protocolos, y conocer su dependencia
del nivel de inmunizacion, asi como la funcién dei cuerpo ituteo en dichas
condiciones.

5.3.2. Material y Métodos

Lotes y tratamientos

Se utilizaron 249 ovejas Rasa Aragonesa aduitas que parieron 5-8 meses antes de
la cubricién de la presente experiencia. Se sincronizaron los celos mediante la

insercién de esponjas vaginales de FGA (30 mg, Intervet) que se mantuvieron
durante 12-13 dias y se formaron los siguientes lotes:

LOTES AP: Constituidos por ovejas que no habian sido inmunizadas

anteriormente y que fueron tratadas con 2 dosis de 2 mi de FECUNDIN {Cooper-
Zeitia) 2 4 semanas de intervalo. El tiempo transcurrido entre la sequnda dosis y
la retirada de la esponja fue de 2 semanas (lote AP2, n=33) o 4 semanas (lote
AP4, n =35).

LOTES AR: Formados por ovejas que habfan sido inmunizadas contra AD en

anteriores experiencias y que fueron reinmunizadas con 2 ml de FECUNDIN 2

semanas (lote AR2, n=29) o 4 semanas antes de la retirada de la esponja (lote
AR4, n=31}.

LOTES P: Compuestos por ovejas que no habian sido tratadas anteriormente y
que recibieron antisuero anti-testosterona a la retirada de ia esponja (lote PO,
n=32j o bien una semana antes (lote P1, n=33). La dosis se ajusté al peso vivo
del animal, recibiendo 0,8 mi/kg {.V.) de un antisuero 1/131.500 (iote P0) o
1/199.900 (lote P1).
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Los tituios de los sueros anti-testosterona inyectados y su capacidad de ligacion
dela ADyla P, estdn expresados en el Cuadro 14.

LOTE C: Lo formaron 56 ovejas que no se habian tratado en experiencias
anteriores y sirvieron como controles. No recibieron ningin tratamiento,
excepto la esponja de FGA.

CUADRO 14
Caracteristicas de los antisueros inyectados
LOTEPO LOTEM
{TA})-1 131.500 199.900
CAPACIDAD DE LIGACION DE T {(nmols/mi) 57.5 874
CAPACIDAD DE LIGACION DE AD (pmols/ml) 2543 186,4
CAPACIDAD DE LIGACION DE P {pmols/ml) 0,97 0,89

Deteccidn de celos

La retirada de las esponjas se realizé en 2 dias consecutivos y los celos se
observaron cada 6 horas mediante la introduccién de un 2% de machos enteros
provistos de marcadores. Las ovejas en celo se separaron y se realizé una monta
dirigida a ias 12 horas de la deteccién del celo. A partir de entonces se
mantuvieron con un 4% de machos enteros.

Recuperacion de embriones

Aproximadamente a la mitad de las ovejas de cada lote se les extrajeron los
embriones en los dias 5-7 del cicilo mediante el lavado del tracto uterino,
mediante la técnica citada por HAFEZ (1980) y modificada por COGNIE (no pub.),
previa anestesia con PENTOTAL. La viabilidad de los embriones recuperados se
determiné atendiends a criterios morfolGgicos. La valoracién fue realizada por
COCERO siguiendo el criterio descrito por WINTERBERGER-TORRES y SEVELLEC
(1987). La otra mitad de las ovejas de cada iote se utilizé para obtener resultados
reproductivos y seguir la evolucién de la progesterona. La tasa de ovulacion en
éstas se determiné por endoscopia $-7 dias después de la retirada de las
esponjas.

Tomas de sangre

Se practic6 una toma de sangre en tubos heparinizados (5 mi} a todas las ovejas
de los grupos ARy P a la retirada de la esponja, con el fin de determinar el titulo
de anticuerpos. £n los lotes AP, s6lo se hizo un muestreo al azar de 10 ovejas por
lote. Adicionalmente, se tomé otra muestra a todas las ovejas del grupo P1 a los
30 minutos de [a inyeccién intravenosa del antisuero.
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Con el fin de conocer la concentracion de progesterona, se tomaron muestras de
sangre a todas las ovejas de los lotes AR, Py C en los dias 3, 5 y 13 del ciclo {dia
del celo =dia 0). El plasma fue congelado a -20°C hasta que pudo ser analizado.

Analisis de las muestras

Los titulos de anticuerpos fueron determinados por RIA {SCARAMUZZI et
al.,1975) utilizandc 21,5 6 0,15 pg de androstenodiona tritiada ¢ 25,81 0,12 pg
de testosterona tritiada por tubo.

La progesterona fue analizada por RIA mediante una técnica de extraccién
(LOPEZ SEBASTIAN et af., 1980). Los coeficientes de variacién medios intra e
inter-andlisis fueron 10,4% (n= 13} y 17,6% (n=4) para una referencia de 1,84
ng/ml ¥ 36,1% (n = 15) y 58,1% (n = 4} para el nivel de 0,19 ng/ml.

Andlisis estadisticos

Los pardmetros reproductivos asi como los correspondientes ai estudio de fa
calidad embrionaria fueron comparados mediante el test de Chi-cuadrada o el
test de Fisher exacto. Las variables continuas fueron comparadas mediante la t
de Student, con la modificacion de Behrens-Fisher cuando las varianzas eran
significativamente diferentes. Los titulos de anticuerpos fueron transformados
en sus logaritmos previamente al anélisis con el objeto de reducir la varianza.
Los efectos de las variables peso, edad y tasa de ovulacién sobre otros
parametros fueron analizados por ANOVA y las medias se compararon
mediante el test de Schefféa.

5.3.3. Resultados

Nivel de inmunizacion

El titule de anticuerpos no estuvo correlacionado con la edad o el peso en
ninguno de los grupos. El nivel de inmunizacién fue mayor en las ovejas
reinmunizadas que en las que se trataron por vez primera, y fueron asimismo
mayores en las que se cubrieron a 2 semanas de la dosis de recuerdo. En las
ovejas reinmunizadas, los niveles de inmunizacién de los lotes ARZ o0 AR4 no
fueron significativamente distintos.

La ligaciébn plasmatica de las ovejas del grupo P1 tras la inyeccién fue de
671+ 32,8 pmols/ml y se redujo al 41,7% en una semana, lo que supone un
periodo de semirreduccion de 5,3 £ 0,55 dias.

Pardmetros reproductivos (Cuadros 15,16,18 y 19)

Los incrementos en la tasa de avulacién fueron significativos en todes los lotes y
ne hubo diferencias apreciables entre los grupos en que se extrajeron los
embriones y los destinados a observar pardmetros reproductivos. La tasa de
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42,0%0,7
98,2
ac
1,7ac

42+0,3
36,3+1,52

P1
33
40,7+1,0
54%0,6
280,7 £22,7b
97,0
43,5+ 2,24b
2,3b

32
41,5+1,2
4,7+05
403,2+40,22
96,9
54,7%3,01b
2,1d

ARA4
31
42,1+0,7
55£0,5
93,6
2,1b

CUADRO 15
Variables medidas en el total de las ovejas utilizadas

AR2
29
41,2+1,2
41104
2,1b

273,0+£58,7 | 220,5%+ 48,1
96,6

AP2
35
46,01 1,1
20,5 + 5,9d
97.1
37,3120,95 | 47,412 2,64b | 42,9+ 2,41d
2,0d

68104

AP2
33
43,3%1,2
59+0,5
98,71 40,7¢
87.9
38,7%1,35
2,0b

LOTE

Ovejas cubier-
intervalo Ret.
FGA-celo {h)

Edad (afios)
tas (%)

Peso (kg)
Ligacién
ptasmatica
{pmols/ml)
Tasade
ovulacién

¢, d: p<0,05
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Infiuencia del nivel de inmunizacién sobre los pardmetros embrionrios y reproductivos de ovejas reinmunizadas
activamente contra AD

RANGO DE LIGACION (PMOLS/ML)

CONTROL

LOTE

73-183 183-440 >440

<73

18 14 12 10

56

N total

Ligacion plasmatica

(pmols/ml)

110,7+4.9 275,3%16,1 727,9%74.4

319+45

Abd
1,5(7)
28,6bd

0,4bd
51,4%£3,97b

4bd

2b

1)

1,7¢
1,7(8)

87,5¢

1,78
1,4c{27)

85,20

Tasa de ovulacion

Prolificidad {n)
Fertilidad (%)
Fecundidad

2,19(8)
100,02

1,6(8)
87,5¢

2,1ad
47,91 4,75bd

1,5 14
43,3+3,82

41,01 2,22

1,2¢
36,3% 1,528

Int. FGA-celo (h)

57,1(6)
50,0

66,7 (10)
571

75,0(9)

75,0(25)

Tasa de recuperacion (%) (n)

Tasa de viabilidad (%)

58,3

66,7

a, b:p<0,01; ¢, d: <0,05

ovulacion estuvo correlacionada con el peso (r=0,2623, p<0,001) y con la edad
(r=0,1757, p<0,05) y no hubo diferencias entre grupes en las pendientes de las
rectas correspondientes (en conjunto, 0,0287 y 0,0308 para el peso y edad,
respectivamente).

La tasa de ovulacion se correlacioné significativamente con el titulo de
anticuerpos en los lotes de inmunizacién activa (r=0,4754, p<0,001), pero no
fue asi en los de pasiva.

El porcentaje de ovejas en celo fue cercano al 100% en todos los grupos, sin
diferencias significativas entre ellos (Figura 9). En los lotes AP2, AP4, AR2, AR4,
PO y P1 el celo se retrasd 2,4 h (N.S), 1,0 h (N.S), 11,1 h {p<0,001), 6,6 h
(p<0,05), 18,4 h (p<0,001) y 7,2 h (p<0,001) respecto del lote C y se observéd
una correlacién significativa entre dicho retraso y el titulo de anticuerpos en los
lotes AR (r = 0,4063, p<0,01) pero no en los lotes P.

La fecundidad se correlaciond significativamente con el peso (r=0,2125,
p<0,05) pero no ocurrié o mismo con la prolificidad. Ambas variables no se
vieron significativamente afectadas por el hecho de que se tratase de la primera
inmunizacién o porque el intervalo recuerdo-cubricién fuese 2 6 4 semanas. La
prolificidad fue mayor en los lotes inmunizados que en el control (de +4,9% a
25,2%) aunque sélo se consiguio significacion estadistica en el lote P1 ( +39,9%,
p<0,05); sin embargo, {a fertilidad fue significativamente menor en dicho lote
(-31,48, p<0,05) mientras que no fue asf en los demas lotes (-3,4% a -18,5%,
N.S) -

La prolificidad de los grupos AR se incrementé en todos los niveles de
inmunizacién establecidos, pero alcanzé significacion estadistica en el nivel de
275 pmois/ml { + 50%, p<0,05) sin afectar a la fertilidad, la cual, por el contrario,
si se vio reducida significativamente en las ovejas de titulo muy alto (unos 728
pmols/ml; -56,6%, p<0,01).

En los grupos P, la prolificidad también se incrementé de manera significativa en
los niveles de inmunizacién moderados ( +42,9%, p<0,01), mientras que no lo
hizo en el nivel alto. La fertilidad desminuy6 ligeramente en todos los niveles,
pero las diferencias no fueron significativas y no se observé tendencia alguna en
relacién con el nivel de inmunizacién.

Las pérdidas reproductivas totales, parciales y completas, asi como el FPOM no
difirieron significativamente entre los diferentes protocolos de inmunizacion,

Parametros embrionarios {Cuadros 17,18 y 19)

No se encontraron diferencias significativas entre tratamientos en el porcentaje
de embriones recuperados. En las ovejas inmunizadas activamente contra AD
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dicho porcentaje tendié a disminuir conforme aumentaba el nivel de L
inmunizacién, aunque no se alcanzé significacion estadistica. En las ;
inmunizadas pasivamente contra T no se observé esta tendencia.
o £S
CUADRO 19 : b g 85
Influencia del nivel de inmunizacion sobre los parametros embrionarios y ‘. i
reproductivos de ovejas inmunizadas pasivamente contra T ! L
RANGO DE LIGACION (PMOLS/ML)
CONTROL
- <262 262-372 >372
N 56 16 12 13 _
LIGACION
PLASMATICA e 151,2423,22 | 274,4+9,93 | 528,1£3918
{pmois/mi)
TASA DE
b b b
OVULACION 1,72 2,2 2,0a 2,2
frgogmmmo 1.43¢(27) 2,06(7) 2,04(8) 1,4ab(7)
PERTILIDAD 85.2 71,4 62,5 M4 | § ¢ ¢ & § 3 § & % § °
FECUNDIDAD 1.2 1.4 1.3 1,0
TASA DE e e
RECUPERACION | 75,0(25) 60,0(7) 81,8(6) 85,7(7) ; v <
(%) | ge
TASA DE : SE
VIABILIDAD 66,7C 778 444 33,3d -
(%) &G
N: numero total de animaies; (n): ndmero total de animales a que se refiere el ks
valor de la variable. 83
ab: p<0,01; ¢, d: p<0,05 R
&3
El porcentaje de embriones viables fue inferior en todos los grupos tratados &R
respecic del control, alcanzando significacién estadistica en los grupos AP2 (- 85
36.3%, p<0,01) y AP4 (-33,4%, p<0,05). En ambos tipos de inmunizacién tendié ge
a disminuir conforme aumentaba el nivel de inmunizacién, pero sélo se alcanzé fe
significacion en la categoria mas alta (528 pmols/ml) de los lotes de -
inmunizacion pasiva contra 7(-33,4%, p<0,05). -
g & g 2 € g g g 8 g e

..)lotes AR2 en la izqda. y PO en la dcha. respectivamente.

Figura 9. frecuencias relativas acumuladas (%) de ovejas cubiertas en funcién del tiempo (horas) tras la retirada de
FGA. Las escalas superior e inferior, asl como los trazos grueso y fino se refieren al primero y segundo dia

consecutivos en que se retiraron las esponjas, respectivamente. (Ver Material y Métodos). (——) lote C, (------) lotes

AR4 enlagrificaizqda. y Pl enladcha,,(.........
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Figura 10. Evolucién de la concentracién plasmaética de progesterona (ng/mi} en
los lotes AR (—), P{ YYC(.......)enlosdias 3, Sy 13 del ciclo sexual
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Sélo se encontraron 4 6vulos no fertilizados entre un total de 145 embriones
observados; dos pertenecian al lote AP4 y los otros dos al control.

Niveles de progesterona (Cuadro 26 y Fig. 10}

No hubo diferencias significativas entre las grupos en el dia 3 del ciclo sexual. Sin
embargo, en el dia 5 los valores se duplicaron en los grupos AR2 (p<0,01) y AR4
{p<0,05) respecto de los controles, y en el dfa 13 se triplicaron en ambos lotes
AR (p<0,01). La tasa de ovulacion influy6 significativamente sobre los niveles de
progesterona en el dia 13 (p<0,01), pero también hubo un efecto neto del
tratamiento que fue independiente de la tasa de ovulacién (p<0,001) y no se
observe interaccién entre ambos factores. La concentracién de esta hormona en
los grupos AR se correlaciond con el titulo de anticuerpos a la retirada de la
esponja: dda 3, r = 0,4504 (p<0,05); dia 5, r = 0,5557 (p<0,01); dia 13, r = 0,7050
{(p<0,001}.).

CUADRO 20
Concentracién plasmatica de progesterona de los diferentes lotes en tres dias
del ciclo sexual {(ng/ml)

LOTE DIA 3 DIAS DIA 31 N
AR2 0,60 + 0,085 1,16 £ 0,191b | 3,73 + 0,6332c 13
AR4 0,50 + 0,059 0,95 + 0,073d | 3,82 + 0,399ac 16
PO 0,35 * 0,044 0,53 * 0,062 1,58 + 0,211d 10
P1 0,46 * 0,063 0,52 £ 0,081a | 1,60 + 0,119b 12
C 0,36 + 0,045 | 0,45 + 0,0302c | 1,28 + 0,100b 14

a,b: p<0,05

En los lotes de inmunizacién pasiva contra T, los niveles de progesterona
tendieron a ser més altos que los del lote control, pero no se alcanzé
significacién estadistica y no se observé correlacién con el titulo de anticuerpos.

5.3.4. Discusién

En la presente experiencia ha quedado claramente demostrado que el titulo de
anticuerpos que alcanzan las ovejas inmunizadas activamente contra AD influye
decisivamente sobre numerosos parametros fisiol gicos dei animal . En concreto,
niveles aitos de inmunizacién ocasionan alteraciones fisiolégicas que se
manifiestan en un retraso en la aparicién del celo, pérdida de fertilidad y
elevacion de |2 concentracién de progesterona plasmatica a partir del dia 3 del
ciclo, asi como en una tendencia a disminuir las tasas de embriones viables y
recuperados. La tasa de ovulacidon no aumenta por encima de un nivel de
inmunizacién determinado, lo que parece indicar que existe un limite genético
en estas condiciones, por encima del cual no puede incrementarse la tasa de
ovulacién por medio de esta técnica. Al parecer, sélo las ovejas que lograsen
alcanzar un nivel de inmunizacion situadoe dentro de un rango determinado
lograrian mejorar sus caracteristicas reproductivas.
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En la inmunizacién pasiva, la situacién parece similar, ya que existe una menor
supervivencia embrionaria en el rango de alfta ligacién plasmética de
testosterona. La fertilidad de las ovejas que se trataron con el antisuero una
semana antes de [a cubricién fue significativamente menor que las del control,
pero ello ne ocurrid en las que se trataron en el dia de la cubricién aun a pesar
de que el titulo de anticuerpos de éstas fue significativamente mayor que el de
aquéllas. Esto parece indicar que la presencia de altos niveles de anticuerpos
anti-testosterona en los dias precedentes a la cubricién resulta perjudicial para
el normal desarrollo de la gestacidn.

El hecho de que la viabilidad embrionaria sea significativamente mener en las
ovejas inmunizadas por primera vez y no ocurra esto en las reinmunizadas,
corroboraria resultados anteriores en que los pardmetros reproductivos
mejoraron s6lo en las reinmunizadas (FOLCH, 1986). Sin embargo, es curicso el
hecho de gue esta menor viabilidad embrionaria encontrada en la presente
experiencia no se haya correspondido con un empeoramiento en los resultados
reproductivos respecto de las reinmunizadas.

£s importante destacar que sélo se haya encontrade un 2,8% de évulos no
fertilizados, los cuales no se han podido ascciar al tratamiento. Esto contrasta
con otros trabajos, en que se ha encontrado un menor tasa de recuperacion,
fertilizacién y viabilidad embrionaria en ovejas inmunizadas contra AD, sobre
todo cuando el intervalo entre el recuerdo y la cubricidon es de 2 semanas
(BOLAND et al, 1984: BOLAND et al, 1986a; BOLAND et al., 1986b;
SCARAMUZZ1 et al., 1987).

La inmunizacién provoca incrementos en la concentracién plasmdtica de
progesterona, que son mas marcados en fa activa contra AD. Sin embargo,
habria que saber si toda la progesterona cuantificada permanece
bioldgicamente activa, pues en caso desfavorable podria ser la causa de muchas
de las alteraciones observadas. En el caso de la inmunizacidn pasiva, no puede
pensarse que exista una cantidad significativa de dicha hormona unida al
anticuerpo dado que [a reactividad cruzada del antisuero anti-T con la
progesterena es baja. Sin embargo, no puede asegurarse o mismo en el caso de
la inmunizacian activa contra AD ya que la cantidad de anticuerpos circulantes
debe ser mucho mayor. Por otra parte, podria haber una mayor cantidad de
proteinas plasmaticas ligadoras de progesterona. Como no existen datos
referentes a estos extremos en la literatura, todas estas posibilidades no pasan
de ser meras especulaciones.

»
También es importante resefiar que no hubo en ningun case regresiéon
prematura del cuerpo IGteo el dia 13 del ciclo, a juzgar por los valores
individuales de progesterona en ese dia.

Concluyendo, las pérdidas reproductivas observadas en esta raza bajo las
condiciones de inmunizacién no son debidas a que existan failos de fertilizacion,
al menos cuando la cubricién se hace de forma dirigida y las ovejas tienen
multiples oportunidades de ser montadas por diferentes machos. La menor tasa
de recuperacion observada por otros autores y cuya tendencia hemos observado
en esta experiencia, podria explicar parte de las pérdidas reproductivas, ya que
algunos 6vulos no llegarian a ser recogidos por las fimbrias en las ovejas
inmunizadas. El mayor porcentaje de embriones degenerados que se han
encontrado en las ovejas tratadas puede explicar gran parte de dichas pérdidas.
Sin embargo, no podemos conocer a partir de esta experiencia si los embriones
degeneran debido al ambiente hormonal uterinc o si por el contrario los 6vulos
ya presentan alguna anomalia antes de ser fertilizados que se manifiesta en una
degeneracién posterior. Tampoco es posible saber a partir de la presente
experiencia si ademds existe o0 no un problema de reconocimiento materno de la
gestacidn en las ovejas inmunizadas gue provocaria pérdidas reproductivas
completas en ovejas que pudieran tener algan embrién viable.

5.4. Experiencia 4: Supervivencia de embriones de ovejas no inmunizadas, en el
utero de ovejas inmunizadas: efectos del nivel de inmunizacién

5.4.1. Introduccién

Se ha visto en la experiencia 3 que ambos tipos de inmunizacién tienden a
disminuir la tasa de recuperacién de embriones en los dias 5-7 del ciclo y que ia
viabilidad embrionaria en este estadio se reduce significativamente,
especiaimente en los animales que alcanzan un mayor nivel de inmunizacion.
Ambos hechos podrian expiicar, al menos en parte, los resultados reproductivos
observados en experiencias anteriores. Sin embargo, no se puede afirmar con
fiabilidad si las degeneraciones observadas en los embriones procedentes de
ovejas que tuvieron 2 ovulaciones tienden a ser parciales {un séloc embrién
afectado) o completas (ambos embriones afectados). Esto es debido a que el
namero de animales de tasa de ovulacién 2 a los que se recuperaron ambos
embriones fue relativamente bajo. Tampoco se puede saber si los embriones
viables que se recuperaron hubieran o no ilegado a término: es decir, no puede
conocerse a partir de aquella experiencia si existe o no un problema adicional en
el mantenimiento de la gestacién, debido p. ej. a dificultades en el
reconocimiento materno de la gestacién. Por Gltimo, con los datos de que
disponemos, no podemos saber si las degeneraciones embrionarias observadas
se deben al 6vulo "per se” o si, por el contrario, ocurren posteriormente a la
fecundacién a causa de alteraciones del ambiente uterino.

La transferencia de embriones se ha convertido en una herramienta muy Gtil en
el estudio de la mortalidad embricnaria (MOORE, 1985). Por otra parte, las
concentraciones plasmaticas de progesterona son muy importantes en la
creacién de un ambiente uterino adecuado para el normal desarrolio del



embrién (WILMUT et al.,, 1986). Por todo ello, hemos realizado una cuartg
experiencia utilizando la transferencia de embriones, con el fin dg conocer: a) si
embriones de 1-2 dias procedentes de ovejas no inmunizada_s tienen o no la
misma probabilidad de sobrevivir en el seno de ovejas inmunizadas que en las
no inmunizadas; b) si existen diferencias entre tratamientos en la proporaén de
ovejas que sufren mortalidad embrionaria parcial o completa; ¢} la influencia de
la progesterona plasmatica en los dias 2 al 13 del ciclo.

5.4.2 Material y Métodos
Superovulacidon de ovejas donantes

Se sincronizaron 27 ovejas, que no habian sido inmunizadas ni superovuladas
con anterioridad, mediante la insercién de esponjas vaginales de 30 mg FIe FGA
(intervet) que se mantuvieron durante 12 dias. La superovulacion se realizo con
FSH-p (Burns) segin el protocolo descritc por COGNIE (1987): las ovejas
recibieron 2 dosis de 5 mg (1. M.) 24 y 12 horas antes de la retirada de ia esponja,
seguidas de otras 2 de 3 mg a la retirada de a2 esponja y 12 horas mds tarde,
respectivamente.

Lotes de receptoras

Se prepararon 3 lotes de 30 ovejas cada uno: ovejas reinmunizadas activamente
contra AD (lote AAD), pasivamente conta T (lote PT) y controi (C). Los ce{os se
sincronizaron también con esponjas de 30 mg de FGA que se mantuvieron
durante 12 dfas. La retirada de la esponja se efectud 12 horas antes que en las
donantes y se trataron los 3 lotes con 300 U.l. de PMSG (Intervet). Ademas, el
tote AAD recibié una dosis de 2 ml de FECUNDIN (Cooper-Zehtia) en el moment_c:
de insertar la esponja y el lote P fue tratado con 35 mi de antisuero anti-
testosterona (titulo: 1/44 900, 15,7 nmols ligados/ml} a la retirada de la esponja.

Cubricion de donantes y recepioras

Se realizé una cubricién dirigida de las ovejas donantes unas 48 horas después
de la retirada de las esponjas. El celo de las receptoras se controlé cada 6 horas
mediante machos vasectomizados provistos de arnés marcador.

Recuperacion y transferencia de embriones

Los embriones fueron recuperados y transferidos mediante técnicas quirdrgicas
(VALLET, no pub.) unas 48-52 horas después del comienzo del celo observabie
(ernbriones de 1 a 2 dias, estadio de mérula de 2-8 céluias): Aquellos que se
consideraron morfolégicamente normales fueron transferidos por parejas
respetando el orden de salida en celo. Ambos embriones se depositaron en el
oviducto ipsilateral del ovario ovulado a través del Ostium. La valoracién
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morfolégica fue realizada por COCERO siguiendo el criterio descrito por
WINTERBERGER-TORRES y SEVELLEC (1987).

Tomas de sangre

Se realizaron tomas de sangre a todas las ovejas los dias 3, 5, 7 y 13 tras la
retirada de las esponjas. El plasma se congeld a -200C hasta que se Hevaron a
cabo los andlisis correspondientes.

Analisis de las muestras

El titulo de anticuerpos se midié por RIA segin la técnica habitual (SCARAMUZZI
et al, 1975), utilizando 20,41 0,79 pg de testosterona tritiada por tubo o
23,1+0,62 pg de androstenodiona tritiada por tubo.

La concentracion plasmatica de progesterona se determiné por RIA mediante
una técnica de extracion (LOPEZ SEBASTIAN et al., 1980).

Analisis estadistico

Los titulos de anticuerpos se expresaron como picomoles de esteroide ligado por
ml de antisuero puro y fueron transformados en sus logaritmas antes del analisis
de correlacién. Los parametros reproductivos se compararon mediante el test de
Chi-cuadrado con correccidn de Yates o el test exacto de Fisher cuando el bajo
namero de casos lo requerfa. Las concentraciones medias de progesterona se
analizaron por la t de Student, con la correccién de Behrens-Fisher cuando las
varianzas diferfan significativamente.

5.4.3. Resuitados
Superovulacién (Cuadro 21)

La respuesta al tratamiento fue muy variable. La tasa de ovulacién media fue
cercana a 7 (mediana=5) pero el porcentaje de embriones recuperados
transferibles referido al total de cuerpos liteos fue 43,8%. No hubo signos que
indica

CUADRO 21
Resultados de superovulacion con FSH en ovejas Rasas no inmunizadas

T.0. 1 2 3 4 5 6 7 9 10 11 12 i3 i7
N 2 4 2 3 3 1 2 1 4 1 1 2 1
ER 1 8 4 7 1 4 7 2 32 10 5 9 15
E.V. 1 6 0 6 7 4 0 0 22 10 0 7 15
Datos globales: .

N T.0. ER (%) E.V. (%) ER./O EV./O

27 6,6+0,84 64,6 67,8 4,310,66 290,73
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N: Numero de ovejas; T.0.: tasa de ovulacién; E.R.: embriones recuperados; -

E.V.: embriones viables recuperados; £.R/O: embriones recuperados por ove_ja;
EV.JO.: embriones viables recuperados por ovejasen una sobreestimulacién
excesiva en ninguna oveja.

Parémetros reproductivos (Cuadros 22, 23, 25 y 26)

La tasa de ovulacion de los lotes AAD y PT fue mayor que la del coptrol (+ .29,98
y +22%, respectivamente) pero las diferencias no fueron significativas debido al
bajo nimero de animales transferidos.

CUADRO 22
Numero de ovejas por lotes que no parieron o parieron uno o dos corderos a
partir de los dos embriones transferidos

NUMERO DE CORDERQS ) 1 2
LOTE AAD 7 2 6
LOTEPT 5 3 2
LOTEC 1 7 6

CUADRO 23 .
Datos reproductivos de ovejas sometidas a diferente tratamiento de
inmunizacién que recibieron dos embriones de ovejas no tratadas

T IR ——S————.————

CUADRO 24

Concentracién plasmética de progesterona {ng/ml) en diferentes dias del ciclo
DIAS 2+3 44+5 6+7 12 + 13
LOTE AAD 0,20£0,04 0,68 £0,08b 1,854,220 3,07+0,52b
LOTEPT 0,10+0,04 0,51 £0,07ab 1,52£0,19d 1,49+0,17a
LOTEC 0,16+0,04 0,39+0,052 1,17 + 0,09ac 1,360,112
ab: p<0,01; ¢d: p<0,05
CUADRO 25

Efectos del nivel de inmunizacién sobre los parametros hormonles y
reproductivos en ovejas reinmunizadas activamente contra AD

LOTE AAD PT c
N 15 10 14
LIGACION PLASMATICA (%) 1794700 | 183+41.1 i}

{pmols/ml)
TASA DE OVULACION 2,13 2,00 1,64
FERTILIDAD (%) 53,3d 50,0¢ 92,9¢
PROLIFICIDAD
FECUNDIDAD
MORTALIDAD EMBRIONARIA
(%)

PARCIAL .
COMPLETA
TOTAL

ab:;cd: p<0,05

RANGO DE LIGACION
GRUPO CONTROL {pmols/mi)
<69,8 >69,8
N 14 7 8
LIGACION PLASMATICA DE
AD (pmols/m) 19,7 +7,33 3194109
PROLIFICIDAD 1,46 2,00 1,33
FERTILIDAD (%) 92,9¢ 71,4cd 37,5d
FECUNDIDAD 1,36¢ 1,43¢cd 0,50d
CONC. PROGESTERONA
{ng/ml)
DIAS2+3 0,16 +0,04 0,14%0,04 | 0,22%0,05
DIAS4+5 0,39+ 0,05 0,50£0,07 | 0,83+0,10
DIAS6+7 1,170,095 | 1,06%0,12b | 2,23+0,292
DIAS 21 + 13 1,360,116 | 2,22+0,46* | 3,93+0852a
cd: p<0,05

Las pérdidas embrionarias totales fueron mayores en los lotes AAD (+21,2%,
NS.)y PT (+32,9%, p<0,05) que en el C. La distribucién de estas pérdidas entre
parciales y completas fue diferente en los grupos tratados que en el control. En
éste, las pérdidas embrionarias fueron casi exclusivamente parciales, mientras
que en aquéltos fueron fundamentalmente compietas (p<0,01).

La fertilidad fue menor en ambos grupos tratados que en el control {cada uno,
p<0,05} debido al aumento de las pérdidas embrionarias completas en los lotes



AAD (+39,5%, p<0,01) y PT (+42,9%, p<0,01). La fertilidad fue menor en los
grupos de alto nivel de inmunizacién de los lotes AAD (319 pmols/ml, -55,4%, 5
p<0,05) y PT (252 pmols/mi, -52,9%, p<0,05) que en el lote C. o Iy

La prolificidad del lote PT fue similar a la del C, mientras que la del AAD fue algo
mayor que éste (+19,9%, N.S.}. En ambos lotes tendié a ser menor en el grupo
de alto nivel de inmunizacion.

CUADRO 26
Efectos del nivel de inmunizacién sobre los parametros hormonies y
reproductivos en ovejas reinmunizadas activamente contra T

RANGO DE LIGACION . 3
GRUPO CONTROL {(pmals/mi)
<115 >115
N 14 4 5
LIGACION PLASMATICA DE T 95.4+8,64 425 + 58
(pmols/ml)
PROLIFICIDAD 1,46 1,67 1,00 2.
FERTILIDAD (%) 92,9¢ 75,0¢d 40,04 '
FECUNDIDAD 1,36¢ 1,25¢d 0,40¢
CONC. PROGESTERONA
(ng/ml®
DIAS 2 +3 0,16+0,04 | 0,16%0,11 0,08 £0,05
DIAS 4 +5 0,39+0,05 | 055%008 | 0,50£0,11
DIAS6+7 1,174£0,09> | 1,45%0,34 | 1,53%0,31
DIAS 21 + 13 1,360,116 | 1,15%0,20 | 1,62%0,26
¢,d: p<0,05

tas pérdidas embrionarias parciales fueron menores en los lotes AAD (-18,3%) y
PT (-10%) que en el C pero no se alcanzé significacion estadistica.

La fecundidad fue menor en los lotes AAD (-31,6%, p<0,05) y PT (-48,5%, N.S)
queenel C. . 0

O 1 2 3 4 5 6 7 8 95 0N 2w 1
Concentraciones de progesterona {Cuadros 24 y 25 y Figura 11) F ' e
Figura 11 Evolucién de la concentracién plasmética de progesterona (ng/ml) en

£n el lote AAD las concentraciones plasmaticas de progesterona fueron diferentes dfas de! ciclo sexual. a,b: p<0,01; ¢,d: p<0,05

significativamente mayores que las del control a partir de los dias 4-5 del ciclo




{p<0,01). Ademas, estos valores se correlacionaron con ei titulo de anticuerpos
en los dias 4-5 (r=0,6560, p<0,01), 6-7 (r=0,5702, p<0,05) y 12-13 {r=0,5341,
p<0,05).

En el lote PT ios niveles de progesterona tendieron a ser mayores que los del
cantrol, perg séle se alcanzd significaciéon en los dias 6-7 (p<0,05). No se
observé correlacidn con el titulo de anticuerpos pero jos valores tendieron a ser
mayores en ei grupo de titulo alto a partir dei dia 6.

5.4 4. Discusiéon

Si consideramos que una tasa de ovulacidn mayor de 3 indica que ha habido
respuesta al tratamiento superovulatorio, entonces podemos decir que el 70,4%
de las ovejas tratadas respondié al tratamiento. Sin embargo, no se obtuvieron
tantos embriones viables como se esperaba a juzgar por experiencias anteriores
(COGNIE, 1987), probablemente debido a una menor actividad de la hormona
vtilizada. Por elio, sélo se pudieron realizar menos de la mitad de las
transferencias que se habfan programado.

A pesar del bajo namero de animales transferidos, las diferencias han sido
suficientemente marcadas para obtener significacién estadistica en varios
parametros. En concreto, llama la atencién el hecho de que la mortaiidad
embrionaria parcial en los lotes tratados sea mucho menor que fa mortalidad
embrionaria compieta, siendo que en el fote control la situacion es justamente
le inversa, Segun estos hechos, parece ser que la supervivencia embrionaria en
los animales inmunizados se rige por fa ley del "todo o nada”, le que podria
indicar una alta contribucién de ia madre por s{ misma en la mortalidad
embrionaria. Al menos dos teorfas podrian expiicar estos hechos: 1) a partir de
un cierto nivel de inmunizacion caracteristico de cada animal existiria una gran
probabilidad de que el medio uterino no pudiera proporcionar algun
constituyente esencial para el desarrolla de los embriones, de forma que ambos
quedarfan afectados; 2) a partir de un determinado nivel de inmunizacién
propic de cada animal, existirian graves problemas en el reconocimiento
materno de la gestacion. De esta manera, la supervivencia de un $6lo embridn
no seria suficiente, en general, para evitar la regresion del cuerpo lateo.

Estas observaciones corroboran los resultados de otras experiencias en que la
fertilidad ha disminuido en mayor ¢ menor grado en los lotes inmunizados. Sin
embargo, es importante recordar que en muchas otras se ha constatado
fundamentalmente un incremento del FPOM. Como en esta experiencia la
mortalidad embrionaria parcial no ha sido significativamente importante, se
podria pensar que el FPOM se debia fundamentaimente a fallos de captacién
fimbrial (posiblemente uno de los 6vulos no llegase a desprenderse del foliculo
correspondiente) o a un transporte anormal en el tramo superior del oviducto.
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pna vez mas, los resultados reproductivos estan relacionados con el nivel de
inmunizacion de los animales. Ademas, al igual que en |la anterior experiencia,
las concentraciones plasmaticas de progesterona estan positivamente
correlacionadas con el titulo de anticuerpos especificos. La progesterona es
fundamental en el establecimiento de la gestacion, por lo que resuita
Fiesconcertante que exista mayor mortalidad embrionaria en los animales
inmunizados, siendo que cuentan con niveles plasmaticos mayores de esta

hprmona.‘ Sin embargo, cabria preguntarse qué porcentaje de dicha hormona es
bioldgicamente activo.

En conclusion, seria interesante confirmar las diferencias observadas empleandao
un mayor numero de animales. Vuelve a ocurrir que sé6lo aquellos que alcanzan
un nivel de inmunizacion dentro de un rango determinado consiguen mejorar
sus caracteristicas reproductivas. Por otra parte, seria interesante determinar la
actividad biolgica de la progesterona en los animales inmunizados.

107




6. DISCUSION GENERAL



6. DISCUSION GENERAL

En este trabajo se ha podido comprobar una vez mas que los resultados
reproductivos en términos de fecundidad no siempre mejoran mediante la
técnica de inmunizacién. Dichos resultados dependen del titulo de anticuerpos
circulantes en alglin momento cercano a la cubriciéon, de tal forma que sélo
aqueltas ovejas que poseen un nivel de inmunizacién moderado pueden
mejorar sus caracterfsticas reproductivas. Variables como e peso, la edad o
condicion corporal no parecen influir decisivamente sobre [a respuesta a la
inmunizacién, tanto en términos de titulo de anticuerpos como desde el punto
de vista reproductivo, al menos en los rangos estudiados.

La apiicacién de la inmunizacién activa contra AD en un sistema muy intensivo
de produccion, parece, en el mejor de los casos, carente de efectividad, aun
asocidndolo con una sobrealimentacién moderada. Sin embargo, a juzgar por
los datos de la experiencia 3, ambos tipos de inmunizacién serian efectives en un
sistema de explotacién de un parto anual con cubricién en otono. Seria
necesario comprobar si los beneficios obtenidos en este Gltimo caso son o no
mayores que en el sistema tradicional de explotacién en esta zona,

Los estudios realizados sobre el origen de las pérdidas reproductivas han
permitido extraer conclusiones parciales en este sentido, de forma que podemos
analizar jas diferentes posibilidades:

1. Fallos en la ovulacion. Todos los ovocitos o una parte de ellos no llegan a
desprenderse del foliculo correspondiente, con lo que no serian recogidos
por las fimbrias.

Esta posibilidad no puede descartarse como ia causa de parte de las pérdidas
reproductivas, y en especial del FPOM, ya que cuando se han transferido
embriones normales a ovejas inmunizadas {Experiencia 4) se ha visto que
apenas existe mortalidad embrionaria parcial. Por el contrario, en
experiencias anteriores, el FPOM ha contribuido de manera importante a las
pérdidas reproductivas observadas.

2. Fallos de fertilizacién parcial o total. Los évulos no llegan a ser fecundados
debido a algun problema de transporte espermatico inherente a la hembra
(mediado por las hormonas), a alguna deficiencia propia de los évulos 0 a un
retraso temporal del total o de una parte de ias oyulaciones.

Este origen parece totalmente descartado a partir de los datos de {a
experiencia 3. Ef numero de ovocitos no fecundados fue muy bajo y no pudo
asociarse al tratamiento recibido ni al nivel de inmunizacién Podemos
afirmar que este problema no es importante, al menos cuando se realizan
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cubriciones dirigidas y las ovejas tienen mdltiples posibilidades de cubrirse
con diferentes machos.

3. Problemas inherentes al ovocito que no impidan la fertilizacién pero que se
manifiesten posteriormente en degeneraciones letales.

Esta posibilidad no puede desecharse como una parte de las causas de las
pérdidas encontradas. No puede conocerse si las degeneraciones halladas en
embriones recuperados de ovejas inmunizadas (experiencia 3), proceden del
dvulo o si se han producido posteriormente debido al ambiente uterino.
Dado que en la experiencia 4 se ha visto que los embriones procedentes de
ovejas no inmunizadas tienden a sobrevivir todos o ninguno, podria ser ésta
una causa alternativa, o bien simulténea a la posibilidad 1 de este capitulo a
ia hora de explicar el FFOM.

4. Degeneraciones letales producidas en los embriones a consecuencia del
ambiente uterino desfavorable, en etapas posteriores a la fecundacién.

5 Fallos en el reconocimiento maternc de la gestacion. La sefal antiluteolitica
procedente de los embriones no se produciria debido a influencias del
medio uterino o bien, el erganismo de [a madre inmunizada serfa refractario
adicha sefal, por [o que se produciria la regresién del cuerpo liteo.

A partir de los datos obtenidos en la experiencia 4 puede afirmarse que una de
estas dos posibilidades, o ambas, explican al menos una parte importante de las
pérdidas reproductivas observadas. Segiin la hipétesis nimero 4, el ambiente
uterino de las ovejas inmunizadas podria carecer de alguna sustancia esencial
para el desarrollo embrionario, de forma que las pérdidas serian
fundamentalmente completas.

La hipdtesis 5 explicaria mejor el hecho de que en la experiencia 4 las
posibilidades de supervivencia de un sélo embrién hayan sido bajas. Segan esto,
la sefial procedente de un sélo embri6n seria insuficiente en {a mayor parte de
los casos para que se produjera el reconocimiento materno de la gestacién. A
partir de un nivel de inmunizacién determinado, la posibilidad de detener la
luteolisis seria escasa, aun a pesar de existir dos embriones viables.

En conclusién, las pérdidas reproductivas parciales podrian explicarse
tundamentaimente en base a las posibjlidades 1 y/o 3, mientras que las pérdidas
completas se explicarian fundamentalmene por las 4 y/o 5. La posibilidad 2
queda totalmente descartada en las condiciones estudiadas.

En futuras experiencias, la fecundacion "in vitro” (FIV) podria aclarar si existen o
no problemas inherentes al ovocito, mediante la observacion de la supervivencia

de embriones en ovejas control, procedentes de ovocitos de ovejas inmunizadas
fecundados “in vitro".

Por otro lado, seria interesante poner a punto técnicas que permitiesen conocer
gué fraccién de la progesterona circulante es biolégicamente activa. Esto
incluiria estudiar su unién a los anticuerpos asi como a otras proteinas
plasméticas.

La suplementacién hormonal con progesterona u otros derivados sintéticos de
mayor actividad progestdgena en los dias 8-18 del ciclo (contados a partir del
celo), también contribuirian a aclarar si existe o no una deficiencia de
progesterona biolégicamente activa a pesar de que las concentraciones
encontradas en estos animales sean superiores que los de las ovejas controles.

Nuestros resultados indican la gran importancia del titulo alcanzado sobre Ia
.efecti\.-_idac_i de la inmunizacion. Ello parece confirmar el mayor interés de la
INmunizacion pasiva sobre ia activa por el hecho de que, tedricamente, el titulo
Puede: ser mejor controlado. En este aspecto queda abierto un amplio campo de
Investigacion en lo que se refiere a:

- Precisar la cantidad de suero a inyectar.

- Precisar el momento de aplicacién para que el animal adquiera e! titulo

adecuado.

- Buscar una fuente alternativa de produccién de suero.
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1. El titulo de anticuerpos circulantes que alcanzan las ovejas Rasa Aragonesa
en las semanas siguientes a la segunda sensibilizacién contra la
androstenodiona estd sujeto a gran variabilidad individual. Los valores
hallados en las hembras en los dias posteriores al parto son bajos, pero los
corderos que amamantan presentan valores superiores que son
directamente proporcionales a los de aquéllas,

2. E titulo de anticuerpos circulantes tras la inmunizacién pasiva contra la
testosterona presenta una menor variabilidad individual que el conseguido
mediante inmunizacién activa contra androstenodiona El tiempo que debe
transcurrir para que los valores del titulo de anticuerpos se reduzcan a la
mitad de los iniciales es de poco méas de 5 dias en la raza Rasa Aragonesa,
tanto en las corderas como en las ovejas adultas.

3. E nivel de inmunizacién alcanzado a la cubricién en ovejas inmunizadas
activamente contra la androstenodiona o pasivamente contra la
testosterona influye notablemente sobre la mayor parte de los parémetros
hormonales y reproductivos considerados (progesterona, comienzo del celo,
tasa de ovulacién, fertilidad y prolificidad), asi como sobre la “calidad” de
los embriones y su supervivencia.

4. El nimero de corderos nacidos en ovejas inmunizadas solamente aumenta
en aquellas que alcanzan un nivel de inmunizacién intermedio.

5. En las ovejas que alcanzan un nivel de inmunizaci6n excesivamente alto se
producen pérdidas reproductivas.

Dichas pérdidas no son debidas a fallos en la fecundacion sino
fundamentalmente a problemas posteriores, atribuibles, en su mayor parte,
a la hembra inmunizada que soporta la gestacién. Estos problemas actuan,
al menos, a partir del segundo dia de la vida del embrién. No puede
descartarse un efecto negativo anterior a la fecundacién sobre los
resultados reproductivos.
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El hecho constatado de que la inmunizacién contra androstenodiona (AD) en [a
oveja Rasa Aragonesa (RA) incrementaba la tasa de ovulacién (TO) pero no
siempre la prolificidad (P) y fecundidad, debido principalmente a un
incremento en el falio parcial de las ovulaciones miitiples (FPOM), motivé la
realizacién del presente trabajo.

Se propusieron los siguientes objetivos: 1) Poner a punto una técnica gue
permita medir el nivel de inmunizacién en las ovejas. 2} Conocer la evolucién
de la respuesta inmunitaria en la inmunizacion activa contra AD y pasiva contra
testosterona (T). 3) Tratar de hallar relaciones entre los pardmetros
reproductivos, la magnitud de la respuesta inmunitaria y los niveles plasmaticos
de progesterona (Pg) y hormona luteinizante (LH). 4) Conocer la influencia de
la alimentacion, peso, edad y condicién corporal sobre la eficacia de la
inmunizacién activa contra AD en términos reproductivos. 5) Determinar si las
pérdidas reproductivas encontradas se deben a falios de fertilizacion o a
degeneracién embrionaria en ambos tipos de inmunizacién, y su relacién con
la magnitud de la respuesta inmunitaria. 6) Saber si la capacidad de las ovejas
para soportar una gestacién gemelar se ve alterada por dichos tratamientos y
en su caso, la dependencia del nivel de inmunizacién.

Estos objetivos se llevaron a cabo a través de la realizacién de 4 experiencias
utilizando sélo ovejas RA. Los parametros individuales medidos fueron peso,
edad, condicién corporal, presencia de celo, T.0., numero de corderos nacidos
vivos o muertos y titulo de anticuerpos a la cubricién. En determinadas
experiencias se midié la concentracién de Pg a lo largo del ciclo sexual o de LH
en el perfodo periovulatorio. Las técnicas de recuperacién y transferencia de
embriones se utilizaron para profundizar en las causas de las pérdidas
reproductivas observadas. El nivel de inmunizacion contra AD o T se midié por
RIA (titulo de anticuerpos). Los coeficientes de variaci6n intra e inter-andlisis
fueron del orden del 6 y 10%, respectivamente. Se ofrece un programa de
ordenador redactado en BASIC para la determinacién del titulo de anticuerpos
o la concentracién de hormonas medidas por RIA, que se basa en un modelo
logistico de 3 paradmetros. Las concentraciones de Pg y LH se midieron por RIA.
Los coeficientes de variacion intra e inter-analisis fueron del orden del 10y 18%
para la Pg y el coeficiente de variacién intra-andlisis para la LH fue del orden
del 8%,

En la experiencia 1 se estudié la evolucién del titulo de anticuerpos tras la
inmunizacién activa contra la AD o pasiva contra la T, asi como los parametros
reproductivos de corderas inmunizadas activamente contra AD. Se utilizaron 40
corderas de raza RA, aproximadamente la mitad de las cuales se inmunizaron
activamente contra AD (FECUNDIN}. La cubricién se realizé en otofo, al
segundo ciclo tras la retirada de las esponjas y se estudid la evolucion del titulo



de anticuerpos a partir de la dosis de recuerdo (4 semanas antes de la
cubricién), hasta el parto. Otro lote de 10 corderas fue inmunizado
pasivamente contra T, con el fin de segquir la evolucién del tituio de
anticuerpos. En las corderas inmunizadas activamente contra AD, los valores
maximos se alcanzaron una semana después de la dosis de recuerdo, siendo ia
respuesta muy variable. Los niveles de anticuerpos descendieron
progresivamente, siendo todavia detectables al parto. El titulo de anticuerpos
de las corderas inmunizadas pasivamente contra T presenté una menor
variabilidad individual y se redujo a la mitad en unos 5 dias. En las corderas
inmunizadas activamente contra AD la P no aumento significativamente
debido al incremento del FPOM.

En la experiencia 2 se estudié [a influencia de una suplementacion nutricional
moderada sobre la respuesta a la inmunizacién. También se determinaron los
niveies de LH en el periodo periovulatorio y se estudié 1a influencia del peso,
edad y condicién corporal sobre las caracteristicas reproductivas de las ovejas
inmunizadas. Se emplearon 66 avejas que habian estado sometidas a un ritmo
de produccién de 3 partos en 2 anos, siendo el intervalo de tiempe entre el
parto anterior y la cubricién de unos 50 dias. Treinta y ochg ovejas se
reinmunizaron 4 semanas antes de la cubricién sincronizada con FGA. La mitad
de ambos lotes (inmunizado y control} se alimenté con una racién de
mantenimiento, mientras gue la otra mitad se suplementd con un 40% mas
durante un mes, a partir de una semana antes de la cubricién. El titulo de
anticuerpos a la cubricién no dependié del peso, edad o condicion corporal. La
TO se incrementd por efecto neto del tratamiento (p<0,001), peso {(p<0,01) y
edad (p<0,001), pero no hubo influencia significativa del nivel de
alimentacidén o la condicién corporal. Tras el parto, el nivel de anticuerpos de
los corderos amamantados tendid a ser mayor que el de sus madres, estando
ambas positivamente y estrechamente correlacionados (p<0,001). La fertilidad
(F) fue ligeramente baja en ambos lotes, pero fue significativamente menor en
el inmunizado {(p<0,05). La p no se incrementé significativamente por efecto
del tratamiento y la sobrealimentacion no produjo mejoras significativasenla F
ni en la p. Los niveles basales y maximos de LH en la fase folicular no se vieron
significativamente afectados por el iratamiento, pero se incrementaron con la
edad {p<0,05) y tendieron a ser menores en los lotes sobrealimentados. No
hubo alteraciones importantes en esos niveles de LH que pudieran relacionarse
con las pérdidas reproductivas observadas.

En la experiencia 3 se estudio la influencia del titulo de anticuerpos sobre los
parametros embrionarios, hormonales (Pg) y reproductives de ovejas
inmunizadas activamente contra AD o pasivamente contra T. Se utilizaron un
total de 249 ovejas, repartidas en 7 lotes. Sesenta y ocho ovejas se inmunizaron
activamente contra AD por vez primera, siendo ei intervalo recuerdo-cubricion
de 2 6 4 semanas. Otras 60 ovejas se reinmunizaron 2 6 4 semanas antes de la
retirada de las esponjas. Sesenta y <inco ovejas se inmunizaron pasivamente

contra T a la retirada de las esponjas o una semana antes. Otras 55 ovejas
constituyeron el lote control.

En la mitad de cada lote se observaron los resuftados reproductivos, mientras
que en la otra mitad se evalué |a viabilidad embrionaria. La vida media del
titulo de anticuerpos en las ovejas inmunizadas pasivamente contra T fue de
unos 5 dias. La TO se correlaciond positivamente con el peso {p<0,001) edad
(p<0.,05) y nivel de anticuerpos en los lotes reinmunizados activamente contra
AD (p<{.),001)‘ El comienzo del celo se retrass significativamente en los lotes
reu_'arnumzados y en los de inmunizacién pasiva respecto de los controles. La P
se incrementé significativamente en las ovejas que alcanzaron niveles de
Jn_mt{mzacién moderados, independientemente del tratamiento recibido la F
disminuy6 en las ovejas reinmunizadas que alcanzaron niveles de inmunizacién
felevad_os {p<0.01). El porcentaje de embriones viables fue menor en las ovejas
inmunizadas por vez primera {p<0,01), asi como en aquellas con un mayor
titulo de anticuerpos anti-T (p<<0,05). Los niveles de Pg se incrementaron
notablemente en los lotes reinmunizados (p<0,001) independientemente de
la TO. Dichos niveles se correlacionaron positivamente con el titulo de
anticuerpos (p<0,001).

Fn la qxperiencia 4 se estudié la influencia del medio uterino de ia hembra
inmunizada sobre la supervivencia embrionaria de mérulas (2-8 células)
procedentes de ovejas no inmunizadas. Se emplearon como donantes 27 ovejas
que se superovularon con FSH. Los embriones recuperados fueron examinados
para determinar su viabilidad morfolégica. Se transfirieron 2 embriones
corllsiderados morfolégicamente normales a 15 ovejas reinmunizadas
activamente contra AD, 10 ovejas inmunizadas pasivamente contra T y 14
cgntl_'oles, que estaban correctamente sincronizadas con las donantes, La F
.dlsmmuyé en los grupos tratados {cada uno, p<0,05) como consecuencia del
incremento de las pérdidas embrionarias "completas” (ambos embriones
afe_ctados), {cada uno, p<0,01), sobre todo en ovejas cuyo titulo de
anticuerpos fue elevado {p<0,05). Las pérdidas embrionarias en los lotes
tratados fueron fundamentalmente "completas”, mientras que en el control
fueron casi exclusivamente “parciales” (un solo embrién afectado), (p<0,01).
l.‘as.concentraciones de Pg a lo largo del ciclo sexual presentaron una evolucién
similar a la observada en la anterior experiencia. '

A partir de las experiencias anteriormente mencionadas se concluye que: 1) el
t_ftuip de anticuerpos circulantes que alcanzan las ovejas RA en las semanas
siguientes a la segunda sensibilizacion contra la AD ests sujeto a gran
variab‘ifidad individual. Los valores hallados en las hembras en los dias
posteriores al parto son bajos, pero los corderos que amamantan presentan
valores superiores que son directamente proporcionales a los de aquéilas. 2) Ei
titulo de anticuerpos circulantes tras la inmunizacién pasiva contra la T
presenta una menor variabilidad individual que el conseguido mediante



inmunizacién activa contra AD. El tiempo que debe transcurrir para que los
valores del titulo de anticuerpos se reduzcan a la mitad de los iniciales es de
poco mas de 5 dias en la raza RA, tanto en las corderas como en las ovejas
adultas. 3) El nivel de inmunizacién alcanzado a la cubricién en ovejas
inmunizadas activamente contra la AD o pasivamente contra la T influye
notablemente sobre la mayor parte de los pardmetros hormonales y
reproductivos considerados (Pg, comienzo del celo, TO, F y P), asi como sobre la
"calidad” de los embriones y su supervivencia. 4) El nimero de corderos
nacidos en ovejas inmunizadas solamente aumenta en aquellas que alcanzan
un nivel de inmunizacidn intermedio. 5) En las ovejas que alcanzan un nivel de
inmunizacion excesivamente alto se producen pérdidas reproductivas. Dichas
pérdidas no son debidas a fallos en la fecundacién sino fundamentalmente a
problemas posteriores, atribuibles, en su mayor parte, a la hembra inmunizada
que soporta la gestacion. Estos problemas actuan, al menos, a partir del
segundo dia de 1a vida del embrién. No puede descartarse un efecto negativo
anterior a la fecundacién sobre los resultados reproductivos.

9. SUMMARY



9. SUMMARY

Previous experiences proved that immunization of Rasa Aragonesa (RA) ewes
against androstenedione (AD) increased ovulation rate (OR) but not always
prolificacy (P} or fecundity, mainly due to the increase in partial failure of
multiple ovuiations (PFMO). This fact encouraged the present work.

The intended objectives were: 1) Make ready a technique that allowed us to
measure the immunization level of ewes. 2) Know the evolution of the
immunization response in ewes actively immunized against AD or passively
against testosterone (T). 3) Try to find the relationship between ?reproductive
parameters, the magnitude of the immune response and levels of plasmatic
progesterone (Pg) and luteinizing hormone (LH). 4} Know the influence of
nutrition, body weight, age and body condition score on the response to active
immunization in reproductive terms. 5) Ascertain whether the observed
reproductive losses are due to fertilization failure or to embryonic
abnormalities in both types of immunization and their dependence on the
magnitude of the immune response. 6) Know whether the ewes, aptitude to
support a twin pregnancy is modified by those treatments and in that case its
dependence on the immunization level.

Four experiments involving only RA ewes were carried out in order to
accomplish the above mentioned aims. Individual parameters usually recorded
were body weight, age, body condition score, heats, OR, number of lambs born
(dead or alive) and antibody titre at mating In certain experiments, we
measured the concentration of Pg through the oestrous cycle or that of LH in
the periovulatory period. Embryo recovery and embryo transfer were used to
study the causes of the observed reproductive wastage. The [evel of
immunization against AD or T was measured by RIA (antibody titre). Intra and
inter-assay coefficients of variation were about 6 and 10% respectively. We
include a computer program written in BASIC for titre and hormonal
determinations based on a three parameters logistic model. Pg and LH levels
were measured by RIA. Intra and inter-assay coefficients of variation were
about 10 and 18% for the Pg assay. Intra-assay coefficient of variation was
about 8% for the LH assay.

In experiment 1, the evolution of the antibody titre after active immunization
against AD or passive against T was studied. Reproductive performanace of AD
immune ewe lambs was also studied. in this experiment, 40 RA ewe lambs were
used and about half of them were subcutaneously immunized against AD
(FECUNDIN). Mating was carried out in autumn, at the second oestrus after
sponge withdrawal. The evolution of antibody titre was observed from booster
injection (4 weeks before mating) to lambing. Another group of 10 ewe [ambs
was passively immunized against T in order to observe the decay profile. Ewe
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lambs actively immunized against AD displayed the highest titres 1 week after
boosting, the magnitude of the immune response being very variable.
Antibody levels were decreasing progressively, being still detectable at
lambing. Antibody titres of ewe lambs passively immunized against T showed a
lower variability and their half-life was about 5 days. In AD actively immunized
ewe lambs P was not significantly increased because PFMO was higher in these
animals,

Experiment 2 deals with the influence of a moderate nutritional
supplementation on the response of RA ewes to immunization, LH leveis in the
periovulatory period were measured. We aiso studied the effects of live
weight, age and body condition score on the reproductive performance of
immunized ewes. Sixty-six ewes that had been previously managed in a 3
lambings in 2 years system were used. The lambing-mating interval was about
50 days. Thirty-eight ewes were re-immunized 4 weeks before FGA
synchronized mating. Half of both groups {immunized and control) were
offered a live weight maintenance ration while the other half was
supplemented with 40% plus of the same ration. This regime was maintained
from 1 week before mating to 3 weeks after it. Antibody titre at mating was
not related to body weight, age or body condition. OR was increased by a net
effect of treatment (p<0,001), body weight (p<0,01) and age (p<0,001). No
influence of nutrition or body condition was observed. After lambing,
antibody ievels in suckling lambs tended to be higher than in their mothers,
showing a very good positive correlation between them (p<0,001). Fertililty (F)
was slightly low in both groups, but significantly decreased in the immunized
one (p<0,05). P was not significantiy increased by treatment and
supplementation did not improve F or P. Peak and basal LH levels in foilicular
phase were not significantly affected by treatment, but were increased with
age (p<0,05) and tended to be lower in supplemented groups. No important
alterations in these LH ievels which could be related to the observed
reproductive losses were seen.

in experiment 3 we studied the influence of antibody titre on embryonic status,
Pg levels and reproductive performance of ewes actively immunized against
AD or passively against T. A total of 249 ewes allocated to 7 groups were used:
Sixty-eight not previously treated ewes were actively immunized against AD,
the interval between boosting and mating being either 2 or 4 weeks; another
group of 60 previously immunized ewes were re-immunized against T either at
sponge withdrawal or one week before; another group of 55 ewes remained
untreated and were used as controls. Half*of each group was used either to
record the reproductive performance of the ewes or to embryo viability
assessment. Antibody titre half-life in T passively immunized ewes was about 5
days. OR was positively correlated to body weight (p<0,001), age (p<0,05) and
antibody level in AD actively re-immunized ewes {p<0,001). Oestrus onset was
significantly delayed in actively re-immunized groups. P was significantly

increased in ewes which reached a moderate immunization level,
independently of the treatment. F was lower in re-immunized ewes that
attained a higher antibody titre {p<0,01). The percentage of viable recovered
embryos was lower in ewes that had not been immunized before (p<0,01) and
in ewes whose T antibody titre was high (p<0,05). Only a few not fertilized
eggs were recovered but this fact could not be related to treatments. Pg levels
were notably increased in re-immunized ewes (p<0,001} independently of OR
and were positively correlated to antibody titre (p<0,01).

Experiment 4 deals with the influence of the uterine environment of the
immunized ewes on the embryo survival of morulae (2-8 cells) coming from
unimnunized ewes. Twenty-seven donor ewes were superovulated with FSH.
Embryos were recovered and morphological viability assessed. Two healthy
embryos were transferred to each one of the 15 AD actively re-immunized, 10T
passively immunized and 14 control ewes that were in close synchrony with
donor ones. F was decreased in treated groups {p<0,05) as a consequence of
an increase in "complete” (both embryos affected) embryc mortality (p<0,01),
specially when titres were high (p<0,05). Embryo losses were mainly "partial®
(only one embryo affected) in controf group while mainly “compiete” in
treated ones {p<0,01). Pg profiles through the oestrous cycle were similar to
those observed in experiment 3.

From the above metioned experiments we can conclude that: 1) Circulating AD
antibody titres after boosting are extremely variabie. The values found in ewes
after lambing are low, but suckling lambs have higher antibody levels than
their mothers and a positive lineal relationship exists between them. 2)
Antibody titres after passive immunization against T show less variability than
those appeared after active immunization against AD. Values are reduced to
half of the initial ones in about 5 days, either in ewe lambs or adult RA ewes. 3)
Immunization level at mating in AD active immunized and T passive immunized
ewes has a great influence on most of the reproductive and hormonal
parameters considered (Pg, oestrus onset, OR, F and P), and also on embryo
morphology and its survival. 4) The number of lambs born per ewe is only
increased in those immunized ewes that display an intermediate immunization
level. 5) Reproductive losses are observed in ewes that achieve an excessive
immunization level. These losses are not due to fertilization. failure but to
subseguent problems mostly attributable to the pregnant ewe. The above
mentioned problems start, at least, from the second day after conception on. it
cannot be disregarded any deleterious effect of elevated titres on the
reproductive performance which could appear in-a stage previous to
conception.
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11. GLOSARIO DE TERMINOS Y DEFINICIONES

Alolargo del texto se han utilizado las siguientes siglas:

AD: Androstencdiona (4-Androstenc-3, 17-diona).
ANOVA: Analisisde la Varianza.

BSA: Albamina sérica bovina.

Ci: Curie (1 Ci= 2.220.000 DPM).

CPM: Cuentas por minuto.

C.V.:Coeficiente de variacion.
Ch: Colesterol (5(6-Colesten-3f-ol).
D.E.: Desviacidn estandar.

DEAE-dextrano: Dietil-aminoetil-dextrano.

DHA: Dehidroepiandrosterona (5(6)-Androsten-3p-ol-17-ona).

DPM: Desintegracicnes (reales } por minuto,

E1l: Estrona (1, 3, 5(10)-Etratrien-3-ol-17-ona).

E2: 17B-estradiol ( 1, 3, 5(10)-Estratrieno-3, 17p-dioi.

E.R.: Embriones recuperados.

EV.: Embriones viables.

FCA: Coadyuvante de Freund completo,

FGA; Acetato de fluorogestona (17a-acetoxi-9-fluoro-11f-hidroxi-
progesterona).

FGI: inhibidor del crecimiento folicular.

FIA: Coadyuvante de Freund incompleto.

Fiv: Fecundacion in vitro,

FPOM: Fallo parcial de las ovulaciones multiples.

FSH: Hormona foliculoestimulante.

yG: Gamna-globulina.

G.L: Grados de libertad.

GnRH: Factor de liberacion de las gonadotropinas.

hCG: Gonadotropina coridnica humana.



HSA:
LML
V..
KLH:
LH:
ML:
NS.:
P:
17pP:
PBS:
Pe:
17Pe:
PMSG:

POPOP:

PPO:
RIA:
s.C.:
T:
T0.:

Triton X-100: Eter mono-p (1,1,3,3-tetrametilbutil)—fe

Albumina sérica humana.

tntramuscular.

Intravenosa.

Hemocianina.

Haormona luteétropa.

Masa ligada.

No significativo.

Progesterona ( 4-Pregneno-3, 20-diona).
17a-hidroxi-progesterona (4-Pregnen-17c-ol-3, 20-diona).
Tampén fosfato en suero fisiol6gico.
Pregnenolona (5(6)-Pregneno—3[3-ol-20-ona)4.

17a-hidroxi-pregnenolona (5(6)-Pregneno-3§, 17a-diol-20-ona.

Gonadotropina sérica de yegua gestante.
1,4-his(5-fenil-oxazolil)-benceno.

2, 5-difeniloxazol.

Radioinmunocanilisis.

Subcutaneo/a

Testosterona (4—Androsten-17ﬁ-diol-20—ona)

Tasa de ovulacion (numero de cuerpos lGteos observados/nimero

de ovejas que ovulan}.

glicol.

nilico del polietilen- -:'

DEFINICIONES

Prolificidad:

Fertilidad:
Fecundidad:

Namero de corderos naci i
acidos vivos o muertos/namer i
que aren. erc de ovejas

Nimero de ovejas que paren/ntimero de ovejas presentes,

Ndamero de corderos nacidos vivos ¥
der o muertos/nimero de ovej
presentes (prolificidad x fertilidad). Vel

Pérdidas reproductivas parciales: (e + 2f + h} x 100/numero total de ovulaciones.

Pérdidas reproductivas completas: (a+2b+3c} x 100/nimero total de

ovulaciones.

Pérdidas reproductivas totales: suma de los anteriores.

FPOM:

Fallo parcial de las ovulaciones maltiples: (e+2f+h) x

.

- a, by ¢ el nimero de oveias
< que no paren, de tasa de
ovulacién 1, 2y 3, respectivamente;

- ayf, e! nGmero de ovejas que paren un cordero, cuya tasa de
ovulacién es 2 y 3, respectivamente;

h, el nimero de ovej
_ jas que paren 2 corderos, cuya
ovulacién es 3. ( Cuya tasa de
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ANEJO 3
Modelo propuesto para la sintesis folicular de 17f estradiol. Las flechas
discontinuas indican el feed-back positivo 0 negativo de las hormonas. Sélo se
ha representado {a via A5 para una mayor claridad. {Adaptado de HANSEL y
CONVEY, 1983)

_ ANEJO 2.
Rutas metabéhc'as de los principales esteroides ovéricos (Ver glosario de
términos). Se muestran las dos vias de sintesis (A4 y AS.)

TECA GRANULOSA
o _:.:-. H LH -
- ; ™~ . i-bl Ch Ch
Ho” h \\
° S
- g 5 | N
} \\\(-
as_ /\J% =l \ >
. i \ — [y
HO of[ -~ \ AD T / ltz
Pe £ R \ 4 i
\ +), /
s /
As} .;O \ /./ /
-~ - oK \\(') FSH /
- ~\ - 4
~ -
L . .
~ —
HO e e
7P

if ° oK

O).
i

HO'
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ANEJO 4 . ANEIO 6
Conjugado inmunogénico utilizado en este trabajo para inducir la formacion Listado del programa DIPIEM
de anticuerpos anti-androstenodiona. (Andostrenodiona-7a-carboxietil- 10 REM % STORE "DIPIEM®

tioéter: HSA). 20 PRINTER IS5 704,70

30 CLEAR 6§ OPTION BASE 1

40 DIM H1(20),C(20) . TSA960

50 DIM £t (20}

40 DISP "TITULD DE LA EXPERIENCIA (max. 96 carateres)";s INFUT

7Q DISP "Numero de patrones de extincionys INPUT N
80 REDIM Hi (N),C{(N),E1(N)

99 DISP “"DPM de los patrones, perigdo y tiempo pasado“;® INFPUT @,Ti, T

- ¢ 100 DISP "Ruido de fondo"3$ INPUT B
| 110 PRINT T#
120 PRINT
121 PRINT "DPM DE LOS PATRONES DE EXTINCION : ";@
| 122 PRINT "PERIODD DE SEMIDESINTEGRACION DEL I1SOTOPD: “;T1

_.c ; 123 PRINT *TIEMPO TRANSCURRIDOT “3;T2
0% “SNH-Lis(H8A) 124 PRINT
s 130 PRINT "Patron H Eficiencia cPHu"
130 Ri=QXEXP (=T2/(T1/L0OB(2)))
150 FOR I=3 TO N
160 DISP "Valores de H y CPM de los patrones de extincion®p5 INPUT Mi¢
D,
170 E(I)=(CI{1)-B) %100/Q1
180 PRINT USING "“X,3D,4X,3D,7X,3D.2D, 7X,.8D * 3 I,H1¢1),EL(1),C1(1)
o 190 NEXT I
ANEIO'S o
Conjugado inmunogénico utilizado en este trabajo para inducir la fqrmaclén _ 250 PRINT
de anticuerpos anti-testosterona. (Testosterona-3-p-hidrazinobenzoil-BSA). g 230 PRINT "MUESTRA CPM-B EFICIENCIA CPH
| 240 M=0
i 250 DISP “"Valores de H y CPM de la muestra“3$ INFUT H,C1
260 M=M+i
270 E=0
280 FOR K=1 TO N
o 290 P=i
- o 300 FOR I=1 TO N
. o I10 IF I=k THEN 330
= . 20 PaPX (H-H1 (1)) /7 (H1{K)=H1(I})
N’ -

I30 NEXT I
340 FP=PIEL{K)

| oo
. LAY S IS0 E=E+P
+H o 360 NEXT K
o 3I7¢G D=(C1-B)YXiOG/E .
|

PRINT USING "2X,3D.4X,4D,2X,7D,3X,6D.2D0,7X,7D,7X,7D * 3 M,H,CiI-K,E
s +LC1,D
HN-Lis (BSA) PR I90 BOTO 2SO0

e 400 END
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ANEIQ 7

Tipica salida de ordenador del programa DIPIEM

DFH DE LOS TOTALES FELHA 10s9s87

3 i A TR = EX C IO = 24035
DRM DE LUS FATRONES D&.ExilNLIU - )5S
FERIODO DE SEMIDESINTEGRACION pDEL ISGTOFO:
TIEMFD TRANSCURRIDU: 343

Fatron H Eficiencia CFM
1 D20 25.398 6853
< a9y 22 E% S0es8
A 135 ig.54 4244

MUESTRA H CPH-g EFICIENCIA

1 213 4725
& 207 4877
3 190 4652
&4 i%e delo
S ige A4 17
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