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RESUMEN

El objetivo fue evaluar el efecto de la melatonina exdgena sobre la eficiencia reproductiva en ovejas con diferente condicidn
corporal inicial (CCi), durante el anestro estacional. Se utilizaron (31) ovejas adultas mestizas, separadas en 2 grupos segun CCi
(escala 1-5): gordas (G, CCi=3,8+0,1) o flacas (F, CCi=2,7 £ 0,1). A su vez, cada grupo se separo en 2 subgrupos, considerando
la colocacién (+MEL) o no (-MEL) de un implante de melatonina exdgena. El disefio incluyd 4 grupos: G-MEL, G+MEL, F-MEL y
F+MEL. Todos los animales recibieron una dieta de mantenimiento a base de alfalfa, maiz y agua ad-libitum. Tras 40 dias de
colocacion de MEL, se indujo la ovulacién y se realizd Inseminacion Artificial a Tiempo Fijo (IATF) a todas las hembras, 48 h
después del retiro de las esponjas intravaginales. A los 14 d post-IATF, se detectaron los retornos al celo, durante 21 dias. Las
hembras que retornaron al celo recibieron servicio dirigido. Se realizé ecografia ovarica, a los 7 d post-IATF, para determinar
presencia y area de cuerpo luteo (CL). El diagndstico de gestacion se realizd por ecografia a los 30 d y 50 d post-IATF. La CC
presentd diferencias entre los grupos G y F, durante todo el periodo experimental. Hubo efecto MEL sobre la ovulacién en las
ovejas flacas. No hubo diferencias en el nimero de ovejas flacas que retornaron al celo, aunque el porcentaje de prefiez
favorecidé a las ovejas de dicho grupo. Se observo efecto luteogénico de MEL en el CL y en la fertilidad general de las ovejas
G+MEL. En las condiciones del presente trabajo, la melatonina exdgena favorecié la ovulacién y el reinicio de la actividad
ovarica en ovejas de baja CCi durante el anestro estacional, aunque el efecto sobre la mejora de la fertilidad solo se observé
en ovejas gordas.

Palabras clave. melatonina exégena, condicion corporal, eficiencia reproductiva, anestro estacional, ovejas.

ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the melatonin effects on the reproductive efficiency of ewes with different initial body
condition score (iBCS) during anestrous season. It was carried out at Rio Cuarto in Argentina (30207°S, 64214°W). Thirty-one
(31) adult crossbred sheep were separated into 2 groups according to their iBCS (scale 1-5): fat (G, CC: 3.8 £ 0.1) or thin (F,
CC=2.7 £ 0.1). In turn, each of them was separated into 2 groups, considering the treatment (+MEL) or not (-MEL) with a
melatonin implant. Thus, the design included 4 groups: G-MEL, G+MEL, F-MEL and F+MEL. In order to cover maintenance, all
animals received a diet based on alfalfa hay and corn grain and ad-libitum water. After 40 days from insertion of melatonin
implants, all females received a treatment to induce ovulation and a fixed time artificial insemination (FTAI) were made via
cervical, with fresh semen, at 48 h after the removal of the intravaginal sponges. Fourteen days after FTAI, estrus were
detected, once per day, using a vasectomized ram, during a period of 21 d. The females that returned to estrus were mated
with an adult male. Ovarian ultrasound was performed at 7 days post-IATF to determine the presence and area of the corpora
luteal (CL). The pregnancy diagnosis was made by ultrasound at 30 and 50 days post-FTAL. The BCS presented differences
between groups G and F, during the entire experimental period. There was an effect of exogenous melatonin on ovulation in
F ewes. There were no differences in the number of F ewes that returned to estrus, although the percentage of general
pregnancy was better on this group. A luteogenic effect of melatonin was observed in G+MEL ewes, due to the presence of a
larger CL area compared to the rest of the treatments. On the other hand, melatonin improved fertility in G+MEL sheep
compared to G-MEL, however, this effect was not observed among the F groups. Under the conditions of this work, the use of
exogenous melatonin increased ovulation rate and the resumption of ovarian function in ewes with low iBCS during seasonal
anestrus, although the effect on fertility was only observed in G ewes.

Key words. exogenous melatonin, body condition score, reproductive efficiency, anestrus, sheep.
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Introduccidn

El ovino es una especie poliéstrica estacional,
caracterizada por presentar una época de actividad
reproductiva y otra de inactividad reproductiva, denominada
anestro estacional. La estacionalidad reproductiva esta
regulada por la melatonina (MEL) (Abecia Martinez y Forcada
Miranda 2010). La mencionada hormona puede ser
administrada de manera exdgena, siendo los dispositivos
subcutdaneos implantados en la base de la oreja los mas
utilizados, ya que inducen una liberacion continua de la
hormona (Abecia Martinez y Forcada Miranda 2010). Se han
reportado efectos beneficiosos de la MEL sobre la tasa de
ovulacién, produciendo un mayor numero de foliculos
ovulados, ya que disminuye el proceso de atresia de los
foliculos medianos de la onda folicular preovulatoria (Noel et
al. 1999). La bibliografia presenta resultados contradictorios
respecto a los efectos de la hormona sobre el embrion,
aunque se ha comprobado un efecto luteotrofico de la MEL,
que colaboraria con la supervivencia embrionaria (Vazquez
20009).

Por otro lado, la nutriciéon es un factor importante que
influye en la reproduccidn. Al respecto, se determiné que una
correcta nutricion, favorece un retraso en el inicio del anestro
estacional, reduce la cantidad de ovejas anovulatorias
durante el periodo de anestro y mejora la tasa de ovulacion
(Abecia Martinez y Forcada Miranda 2010). Por el contrario,
la subnutricion produce una disminucion de la secrecion de
gonadotropinas, una disminucion en la tasa de ovulacién y de
fecundacion, un aumento de la secrecion de PGF2aq, y una
inadecuada calidad del ovocito ovulado, lo que disminuye la
supervivencia embrionaria (Vazquez 2009). Dada la
importancia de la nutricidn sobre la actividad reproductiva de
las hembras, es imprescindible hacer un seguimiento del
impacto de la misma en el animal. La condicién corporal (CC)
es una herramienta que permite evaluar los depdsitos de
grasa corporal subcutdnea en el animal. Es una practica de
facil aplicacidn, con resultados satisfactorios, que establece
puntajes para determinar el nivel de cobertura grasa (escala
de 1 a 5 puntos). La asignacién del puntaje se efectua
mediante palpacion de la columna vertebral, detrds de la
ultima costilla, en las apofisis transversas y espinosas de las
vértebras lumbares (De Gea 2007).

Por lo mencionado anteriormente, la hipodtesis del
presente trabajo es que la utilizacion de implantes de
melatonina exdgena mejora la eficiencia reproductiva en
ovejas con baja condicién corporal al momento del servicio
y/o la Inseminacion Artificial a Tiempo Fijo (IATF). El objetivo
del trabajo fue evaluar el efecto de la utilizacion de
melatonina exdgena sobre eficiencia reproductiva en ovejas
con diferente condicién corporal inicial (CCi), durante el
anestro estacional.

Materiales y Métodos

El trabajo se llevd a cabo en las instalaciones del
Departamento de Reproduccion Animal, Facultad de
Agronomia y Veterinaria, Universidad Nacional de Rio Cuarto
(UNRC), en Rio Cuarto, Cérdoba, Argentina (30° 8" S, 64°
20°0), durante los meses de octubre a diciembre. Se utilizaron
31 ovejas adultas, mestizas (Razas Corriedale, Pampinta y

Texel), en anestro estacional (ausencia de cuerpo ldteo
determinada por ultrasonografia ovdrica), las cuales se
separaron en 2 grupos de acuerdo a su condicion corporal
inicial: gordas (CCi: 3,8 £ 0,1) o flacas (CC: 2,7 £ 0,1) (escala 1-
5, Test de Levene, P<0,05). A su vez, cada uno de estos grupos
se separo en 2 grupos, considerando la colocacion o no de un
implante subcutaneo de melatonina exégena (Melovine®,
CEVA, Espaia). De esta manera, el disefio experimental
incluyé 4 grupos: (G-MEL) ovejas gordas que no fueron
implantadas con melatonina, (G+MEL) ovejas del grupo
gordas que recibieron un implante de melatonina, (F-MEL)
ovejas del grupo flacas que no recibieron implante de
melatonina y (F+MEL) ovejas del grupo flacas que recibieron
un implante de melatonina. Todos los animales recibieron
una dieta a base de heno de alfalfa y grano de maiz
(aportando 12,4 MJ de energia metabolizable y 9 % de
proteina bruta, por dia y por oveja), a fin de cubrir los
requerimientos de mantenimiento de las hembras adultas
(NRC 2007). Los animales se alimentaron una vez al dia, por la
mafiana, en el corral correspondiente a cada grupo
experimental y tuvieron libre acceso al agua.

Cuatro carneros adultos, de razas Corriedale (n=2) y
Hampshire Down (n=2), estabulados y entrenados para la
obtencion de semen con vagina artificial recibieron cada uno,
tres (3) implantes subcutaneos de melatonina exdgena, los
cuales fueron implantados el mismo dia que las ovejas. Tras
40 dias desde la colocacion de los implantes de melatonina,
todas las hembras recibieron un tratamiento para inducir la
ovulacién y realizar la Inseminacion Artificial a Tiempo Fijo
(IATF), via cervical utilizando semen fresco. Para ello, el dia
40, se colocaron esponjas intravaginales impregnadas con un
progestageno (Progespon®, Syntex, Argentina). El dia 47 se
procedié al retiro de las esponjas intravaginales y la
colocacion intramuscular de 400 Ul de gonadotropina
coridnica equina (eCG) (Novormon®, Syntex, Argentina). La
IATF se realizé 48 horas posteriores al retiro de las esponjas
intravaginales (Dia 49). Dos horas previas al momento 6ptimo
de realizar la IATF, se procedi6 a obtener y evaluar el semen
de los reproductores, asi como también a realizar la dilucion
del mismo, para ser utilizado en la IATF. El semen fue diluido
con leche descremada, segun la metodologia descripta por
Evans y Maxwell (1990). Luego de 14 dias de haber realizado
las inseminaciones, se procedid a la deteccion de los retornos
al celo, utilizando un capén androgenizado, con 4 dosis de
testosterona (T4, Argentina), desde los 35 dias previos a su
utilizacion. Al mismo, se le colocé un delantal y se procedié a
pintar en la zona del pecho (Ferrite®, Tecno King, Argentina),
a fin de marcar a las hembras en celo en el momento de Ia
monta. Toda hembra que se detecté en celo, fue separada
para recibir servicio con un macho entero, raza Corriedale. La
deteccidn de celo se realizé una vez al dia, por la mafiana,
desde el dia 14 hasta el dia 20 post-IATF. La condicion de
anestro, se confirmd a los dias -14 y -7 antes del inicio del
experimento y en el dia 35, previo a la colocacién de las
esponjas (Dia O=insercion de implantes de MEL). Para ello, se
realizé una ecografia ovarica para verificar la ausencia de
cuerpos luteos (Equipo Berger, transductor lineal transrectal,
de 3,5 MHz). Se determind la condicién corporal en todas las
hembras en diferentes momentos del experimento: previo al
inicio del tratamiento (Dia -1), al momento de la colocacion
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de las esponjas (Dia 41) y al momento de la realizacion del
diagndstico de gestacidn por ultrasonografia (Dia 79). Siete
dias después de la realizacion de la IATF, se realiz6 una
ecografia ovarica, para determinar la presencia y cantidad
(nimero) de cuerpos luteos, a fin de confirmar las
ovulaciones. El diagndstico de la gestacidn se realizo a los 30
y a los 50 dias post-IATF (en las ovejas que retornaron al celo).

Las CC se analizaron con un test de Levene, ANVA (SAS
Institute, NC, USA; 1999) para cada una de las fechas
realizadas (Dias -1, 41y 79). Los datos de tasa ovulatoria (%),
area (cm?) y perimetro (cm) del cuerpo liteo (CL) se evaluaron
por analisis de varianza utilizando un modelo proc. genmod
(SAS Institute, NC, USA; 1999), que incluyd el implante de
melatonina (presencia o ausencia), la CCi y la interaccién
entre ambas, como efectos. Los parametros reproductivos
(prefiez a la IATF, prefiez con servicio natural y prefiez total)
expresados como porcentajes fueron comparados con la
prueba de Chi cuadrado. El nivel de significancia se establecid
en P<0,05. Todos los resultados se expresan como medias +
error estandar de la media (EEM).

Resultados y Discusién

El objetivo general del presente trabajo fue determinar el
efecto de la utilizacion de melatonina exdgena sobre la
viabilidad embrionaria en ovejas con diferente condicion
corporal inicial, durante el anestro estacional.

Se observé que las CC presentaron diferencias entre
grupos gordas y flacas, durante todo el periodo experimental
(Tabla 1; P< 0,05), lo cual era esperado para poder evaluar los
objetivos planteados en este experimento.

En el presente trabajo, todas las ovulaciones fueron
confirmadas a través de una ecografia ovarica realizada a los
7 dias post IATF. Se observa que en los grupos (G-MEL) y
(G+MEL), el 100% de las hembras ovulé tras el tratamiento
hormonal utilizado, mientras que en los grupos de ovejas
flacas se observaron diferencias en el porcentaje de
ovulacién, favoreciendo dicho parametro a las ovejas flacas
implantadas con la hormona (Tabla 2; P<0,05). Este resultado
confirma que la melatonina mejord la tasa ovulatoria de las
ovejas flacas, compensando el efecto adverso de la restriccion
nutricional.

Ademas, se encontré un menor porcentaje de prefiez
total en el grupo (G-MEL) comparado a los otros tres grupos
experimentales (Tabla 2; P<0,05). No hubo diferencias
significativas entre grupos al considerar el porcentaje de
prefiez tras la IATF o para aquellas hembras que retornaron al
celo naturalmente post-tratamiento (Tabla 2). Al respecto, en
el estudio realizado por Forcada et al. (2018), observaron que
la fertilidad se incrementé en alrededor de un 30%, en
aquellas ovejas implantadas con melatonina que habian
recibido un bajo nivel de alimentacién durante el
experimento, considerando el celo inducido mas el retorno.
En concordancia, en nuestro trabajo también se observé que
la tasa de prefiez total se vio beneficiada por la sumatoria de
los celos inducidos mds el retorno, aunque nuestros
resultados no fueron concluyentes respecto al efecto de la
melatonina, debido a que el grupo (F-MEL) también mejora el
retorno al celo (Tabla 2). Estos resultados generan nuevas
hipdtesis de trabajo, tales como continuar investigando sobre
los efectos de la interaccidon social entre hembras y su

combinacién con el uso de la melatonina exdgena en el
anestro. En el trabajo de Buffoni et al. (2014), observaron que
el uso de melatonina en anestro no mejord la fertilidad ni la
viabilidad embrionaria en ovejas donantes en programas de
ovulacién multiple y transferencia de embriones (MOET),
aunque observaron una reduccidn significativa en el nimero
de embriones no viables (degenerados) en las ovejas
implantadas durante la temporada no reproductiva. Por otro
lado, Vazquez et al. (2010), no encontraron diferencias
significativas ni efectos de la interaccién nutricidon vy
tratamiento con melatonina sobre la tasa de ovulacién,
aunque observaron una mejora significativa en la viabilidad
embrionaria en el dia 5 después del estro en las ovejas
subnutridas e implantadas (L-MEL: 40% vs. L+MEL: 100%).
Trabajos previos de nuestro grupo en Argentina, encontraron
un efecto de la melatonina sobre las tasas de prefiez en el
anestro, especialmente en el grupo de ovejas subnutridas (C:
50%, C+MEL: 83%, L-MEL: 50% y L+MEL: 67%, p<0,01)
(Vazquez et al. 2016; Chaves et al. 2017).

La mejora observada en la supervivencia embrionaria de
ovejas implantadas con melatonina podria atribuirse al efecto
positivo de la hormona sobre la funcién luteal, los
mecanismos antiluteoliticos reducidos y la mejora en la
calidad del embrién, segun lo reportado por Abecia et al.
(2019). En coincidencia con esos reportes, en el presente
trabajo, se observo un efecto luteogénico de la melatonina en
las ovejas (G+MEL), debido a la mayor area y perimetro del CL
en comparacién con el resto de los tratamientos, a los 7 dias
post-IATF (Tabla 3; P<0,05). Segun Forcada et al. (2018), la
combinacidn de esponja vaginal mds gonadotrofina coridnica
equina (eCG) como tratamiento clasico en la sincronizacion
de ovejas implantadas con melatonina supone una mejora en
la fertilidad, debido a que la melatonina podria permitir los
retornos al celo en aquellas ovejas que no quedaban
prefiadas tras la aplicacidn de la IATF. También Vazquez et al.
(2016) y Chaves et al. (2017) observaron que solo ovejas que
habian sido tratadas con un implante de melatonina y no
habian quedado prefiadas luego del celo inducido, tuvieron
un retorno al celo de manera natural. Por el contrario, en el
presente trabajo, no se observé un efecto de la melatonina
sobre el retorno al celo natural, ya que hubo presentacion de
celos en todos los grupos, excepto en (G-MEL). Podria
hipotetizarse que debido a la cercania de los corrales donde
se alojaban las hembras de los diferentes grupos (corrales
contiguos), se produjeron los llamados celos por simpatia, lo
cual podria explicar la falta de efectos entre grupos, debido a
la interaccion de los factores sociales con la variable
mencionada (Abecia Martinez y Forcada Miranda 2010).

En un estudio realizado por Luridiana et al. (2015),
concluyeron que ovejas con una CC de 3,5-4,0 (escala 1-5)
mejoraron su eficiencia reproductiva como respuesta al
tratamiento con melatonina en la primavera, respecto a las
ovejas con una CC de 2,5-3,0. Por el contrario, en el presente
trabajo, no se observaron efectos de la interaccion entre la CC
inicial y el tratamiento con melatonina (Tabla 2), aunque se
observo un efecto de la melatonina mejorando el porcentaje
de preiiez a la IATF en los grupos de ovejas flacas (F-MEL: 0%,
F+MEL: 11,1%; P<0,05). Adicionalmente, Luridiana et al.
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Tabla 1. Evolucion de la condicidn corporal (CC) en ovejas mestizas, con diferente condicion corporal inicial (gordas-G- o flacas-F-), tratadas
(+MEL) o no (-MEL) con implantes de melatonina exdgena, alimentadas con una dieta de mantenimiento, durante todo el periodo
experimental. Los valores son medias + EEM.

Table 1. Evolution of body condition score (BCS) in crossbred ewes, with different initial BCS (fat-G or thin-F), treated (+MEL) or not (-MEL)
with exogenous melatonin implant, with a maintaining diet during the entire experimental period. Values are means + SEM.

Determinacion de CC G -MEL G +MEL F-MEL F+MEL

Previo al inicio experimento (Dia -1) 3,85+0,14 a 3,75+0,07 a 2,75+0,10b 2,75+0,11b
Durante experimento (Dia 41) 3,89+0,12 a 3,96+0,14 a 2,81+0,14b 2,61+0,12b
Ecografia diagndstico gestacion (Dia 79) 3,60+0,12a 3,39+0,10a 2,71+0,14b 2,47+0,13b

Letras diferentes en la misma linea indican diferencias significativas (Test de Levene, P<0,05).

Tabla 2. Pardmetros reproductivos evaluados en ovejas mestizas con diferente condicion corporal inicial (Gordas-G o Flacas-F), tratadas
(+MEL) o no (-MEL) con melatonina exdgena durante el anestro estacional.

Table 2. Reproductive parameters in crossbred ewes, with different initial BCS (fat-G or thin-F), treated (+MEL) or not (-MEL) with exogenous
melatonin implant, during the anestrous period.

Variables G-MEL G+MEL F-MEL F+MEL
N° de Ovejas 7 7 8 9
Ovejas que ovularon post tratamiento (%) 100 a 100 a 50 b 88,9 a
Prefiez a la IATF (%) 14,3 14,3 0 11,1
N° de ovejas que retornaron al celo 0 1 3 2
Prefiez con servicio natural (%) 0 100 100 100
Prefiez total (%) 14,3 b 28,6 a 37,5a 33,3a

Letras diferentes en la misma linea indican diferencias significativas (Prueba de Chi cuadrado, P<0,05).

Tabla 3. Area (cm?) y perimetro (cm) del cuerpo lUteo, observadas por ecografia a los 7 dias post inseminacidn artificial a tiempo fijo (IATF)
en ovejas mestizas, con diferente condicién corporal inicial (Gordas-G o Flacas-F), tratadas (+MEL) o no (-MEL) con melatonina exdgena
durante el anestro estacional. Los valores son medias + EEM.

Tabla 3. Area (cm?) and perimeter (cm) of corpus luteum determined by ultrasound at Day 7 after fixed time artifitial insemination (FTAI), in
crossbred ewes, with different initial CC (fat-G or thin-F), treated (+MEL) or not (-MEL) with exogenous melatonin implant, during the

anestrous period. Values are means + SEM.

Cuerpo Luteo G -MEL G +MEL F-MEL F +MEL
Area (cm?) 0,11+0,01b 0,16 £0,02 a 0,07+0,03 b 0,09+0,01b
Perimetro (cm) 1,25+0,10b 1,43+0,10a 1,24+0,02b 1,07+0,03b

Letras diferentes en la misma linea indican diferencias significativas (proc. genmod SAS, P<0,05).

(2015), observaron que las ovejas tratadas con melatonina
comenzaron el apareamiento aproximadamente una semana
antes que los animales control, por lo que, en su trabajo
demostraron que los animales implantados con melatonina
comenzaban su época de apareamiento antes que
losanimales no implantados. También Forcada et al. (1995)
observaron que el intervalo medio de dias entre el destete y
el primer celo fue significativamente menor para el grupo
tratado con melatonina en comparacion con el grupo control.
En nuestro trabajo, esto no fue posible de observar debido a
que se realizd un tratamiento hormonal para inducir la
ovulacion durante el anestro estacional.

Conclusiones

En las condiciones del presente trabajo, la utilizacién de la
melatonina exdgena favorecid la ovulacion y el reinicio de la
actividad ovarica en las ovejas de baja CC inicial durante el
anestro estacional, aunque el efecto sobre la mejora de la
fertilidad solo se observé en las ovejas de mejor CC inicial

(gordas). Existen en la literatura cientifica, resultados
semejantes a los encontrados en este trabajo, los cuales
fundamentan que, la utilizacién de melatonina puede ser muy
util para amortiguar los efectos adversos de la subnutricién
y/o de una baja CC en el momento del servicio y/o del anestro
estacional, mejorando la eficiencia reproductiva. Sin
embargo, debido a la cantidad de factores externos e internos
que influyen sobre el eje reproductivo e impactan en los
resultados finales, es necesario realizar mas estudios sobre la
interaccion melatonina-nutricion en Argentina.
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Consideraciones de ética y bienestar animal

El presente trabajo se realizé siguiendo la normativa
Internacional de Etica Animal para animales de
experimentacién (NRC 1996) y cuenta con la aprobacion del
Comité de Etica de la Investigacidon (COEDI) de la Universidad
Nacional de Rio Cuarto (Expediente n°46/14).
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