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Abstract

Serial transrectal ultrasonographies were performed during the first three months of gestation measuring different structures of ovine fetuses to establish their gestational age. Data were obtained from 23 Manchega ewes that became pregnant after oestrous synchronization. Embryonic vesicle diameter, from day 12 to 29 of pregnancy, showed high correlation with gestational age (p<0.01). From day 19 of gestation onwards, the crown-rump length and the trunk diameter of the embryo were estimated. Later, when the foetal organs and structures could be distinguished, several measurements were done in the skull (occipito-snout length and biparietal and orbit diameters), the trunk (thoracic diameter, width of three vertebrae and width of three ribs), and the abdominal cavity (stomach and kidney longitudinal diameters); femur length was determined too. All measurements were correlated with gestational age (p<0.005), but the parameters showing the highest correlation coefficients with time (up to 0.92) were the crown-rump and occipito-snout lengths, and the thoracic, biparietal and orbit diameters. No significant differences were observed in pregnancies with one or two fetuses in the period studied. 
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RESUMO

Este trabalho objetivou relacionar o diâmetro da vesícula embrionária/fetal (DVE) e comprimento craniocaudal do embrião/feto (CCC) do 15º ao 45º dia de gestação com a idade de gestação em ovelhas. Utilizaram-se 19 ovelhas adultas da raça Bergamácia, com cio sincronizado e cobertas por um mesmo reprodutor. A avaliação ultra-sonográfica foi realizada diariamente do 15º ao 30º dia após a cobrição e a cada cinco dias do 30º ao 45º dia, utilizando-se aparelho com transdutor linear de 5,0 e 7,5MHZ. O crescimento diário médio do DVE e CCC foi de 1,40mm e 1,33mm, respectivamente. A calibragem inversa obtida para DVE foi: Dias = -11 + 50(0,1 + 0,04log DVE)1/2, com R2 = 0,85 e para CCC foi: Dias = 13,63 + 12,5(-0,71 + 0,16CCC)1/2, com R2 = 0,93. Tanto o DVE como o CCC obtidos por ultra-sonografia são medidas pelas quais se pode prever a idade de gestação em ovelhas da raça Bergamácia.
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ABSTRACT

This study aimed to relate embryonic/fetal vesicle diameter (EVD) and crown-rump length (CRL) to gestational age in ewes from the 15th to the 45th day of pregnancy. Nineteen adult Bergamácia ewes with synchronized estrus were mated by the same male. Ultrasonographic evaluations were performed every 24 hours from the 15th to the 30th day after mating and every five days from the 30th to the 45th day using 5.0 and 7.5MHZ linear transducers. Average daily growth of EVD and CRL were 1.40mm and 1.33mm, respectively. The inverse calibration obtained for EVD was: Days = -11 + 50(0.1 + 0.04log EVD)1/2 with R2 = 0.85, and for CRL was: Days = 13.63 + 12.5(- 0.71 + 0.16CRL)1/2 with R2 = 0.93. Both EVD and CRL obtained by ultrasonography are useful measurements that allow the prediction of gestational age in Bergamácia ewes.
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INTRODUÇÃO

O crescimento embrionário é uniforme e várias dimensões lineares são bem correlacionadas com a idade fetal (Haibel, 1988). Segundo Haibel & Perkins (1989), existem diferenças entre raça e sexo e número de fetos quanto ao crescimento fetal em ovinos, entretanto essas diferenças não são significativas até 80 a 90 dias de gestação. Segundo Schrick & Inskeep (1993), o padrão de crescimento não difere com o número de embriões presentes (n= 1 a 4).

O crescimento embrionário e fetal em ovinos tem sido estudado em animais sacrificados em vários estádios de gestação, principalmente na raça Merino (Cloete, 1939), entretanto o acompanhamento do desenvolvimento individual de embriões e fetos durante a gestação, especialmente durante o primeiro e segundo meses de gestação, não era possível. O uso do ultra-som de tempo real, como método não invasivo, tornou isso exequível, e pode ser considerado apropriado para exame do desenvolvimento embrionário precoce (Kaulfuss et al., 1995).

Não foram encontrados na literatura consultada trabalhos a respeito do acompanhamento ultra-sonográfico do desenvolvimento embrionário/ fetal na raça Bergamácia. Assim, o presente estudo objetivou relacionar o diâmetro da vesícula embrionária/fetal (DVE) e o comprimento crânio-caudal do embrião/feto (CCC) do 15º ao 45º dia de gestação com a idade gestacional, no intuito de se prever a idade de gestação em ovelhas Bergamácia.

 

MATERIAL E MÉTODOS

Utilizaram-se 20 ovelhas Bergamácia puras, com idade entre 3 e 6 anos. Os animais foram tratados com duas injeções de prostaglandina F2a (Cloprostenol - Ciosin - Coopers do Brasil S.A., Cotia, PR) na dose de 125 mg por animal (0,4ml), com intervalo de 11 dias, por via intramuscular, para sincronizar o estro. Para detecção do estro foram feitas duas observações diárias utilizando-se rufião vasectomizado. As ovelhas em cio eram conduzidas para monta controlada, sendo cobertas por um mesmo reprodutor da raça Bergamácia.

A avaliação ultra-sonográfica foi feita a cada 24 horas, do 15º ao 30º dia e a cada cinco dias do 30º ao 45º dia após cobrição. O dia zero foi considerado o dia da cobrição.

O estudo foi realizado com aparelho Scanner 200 Vet- Pie Medical, Nutricell - Nutrientes celulares, Campinas, SP composto de transdutor linear de 5,0 e 7,5MHZ. Para efetivação dos exames utilizou-se um adaptador de tubo de policloreto de vinila (PVC) com a finalidade de servir como extensor e apoio para o transdutor, facilitando sua manipulação transretal (Chalhoub, 2000).

No momento do exame o operador aplicava sobre o dedo enluvado carboximetilcelulose (mucilagem) para lubrificar o esfíncter anal, para facilitar o subseqüente esvaziamento da parte final do reto. Posteriormente, a mucilagem foi colocada sobre o transdutor, o qual foi introduzido no reto até que fosse possível a identificação de um dos cornos uterinos. Nesse momento, o transdutor foi girado em um ângulo de 90 graus no sentido horário e 180 graus no sentido oposto até que todo o trato reprodutivo fosse explorado (Schrick & Inskeep, 1993). Os animais não foram submetidos a jejum hídrico ou alimentar.

A vesícula embrionária foi medida em seu eixo transversal maior. O tamanho do embrião/feto foi determinado pela mensuração do comprimento crânio-caudal, que é a distância determinada por uma linha entre a parte anterior do crânio (osso occipital) até a base da cauda (primeira vértebra coccígea; Kahn, 1994).

Nos casos de gestação gemelar considerou-se a média entre as medidas dos dois embriões/fetos, uma vez que, segundo Twardock et al. (1973) e Gonzáles de Bulnes et al. (1998), o número de fetos não influencia suas medidas nos 2/3 iniciais de gestação, portanto não influencia a precisão da fetometria para se prever a idade de gestação. Além disso, não se levou em consideração o sexo do produto pelo mesmo motivo (Kahn et al., 1992).

Todas as mensurações foram tomadas com a imagem congelada entre uma linha reta que ligava dois pontos utilizando-se paquímetro eletrônico contido no aparelho de ultra-som.

Para estudar a relação entre CCC do embrião do 15º ao 45º dia de gestação e idade gestacional utilizou-se a análise de regressão (Montgomery & Peck, 1982; Diggle et al., 1994). Para o estudo do DVE no mesmo período, a mesma análise foi feita, porém usou-se a transformação logarítmica (base natural) para satisfazer as premissas da análise. Todas as variáveis analisadas foram consideradas dependentes da idade de gestação. Além disso, calculou-se a média, desvio-padrão e indicaram-se os valores mínimo e máximo para cada dia avaliado.

Para a predição da idade gestacional (dias) realizou-se a calibragem inversa do modelo ajustado em cada caso. Para modelos com efeito quadrático, a calibragem inversa é dada por duas possibilidades:

Dias’ = ½ ´ c ´ [ -b-(b2-4 ´ c ´ a + 4 ´ c ´ y)1/2] e 
Dias’’ = ½ ´ c ´ [ -b+(b2-4 ´ c ´ a+ 4 ´ c ´ y)1/2] , em que: 
Dias = idade gestacional em dias; 
a = intercepto; 
b = efeito linear da variável independente; 
c = efeito quadrático da variável independente; 
y = variável mensurada. 
Para dado valor de y apenas uma das soluções para Dias é válida.

Para as análises estatísticas utilizou-se o Statistical Analysis System (SAS, 1996).

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Das 20 ovelhas Bergamácia inicialmente sincronizadas, 19 tornaram-se gestantes e foram utilizadas para o acompanhamento ultra-sonográfico do 15º ao 45º dia de gestação. A exclusão de um animal deveu-se a não resposta ao tratamento hormonal. Dos 19 animais estudados, um (5,3%) teve perda embrionária precoce, um (5,3%) morreu com 37 dias de gestação e 17 (89,4%) levaram a gestação a termo.

A não realização de jejum hídrico ou alimentar parece não ter influenciado negativamente a manipulação do transdutor e localização das estruturas almejadas. Como os procedimentos eram realizados diariamente, o jejum de 12 horas poderia comprometer o regime alimentar dos animais.

Os valores referente ao DVE e ao CCC são apresentados na Tab. 1. As equações obtidas são apresentadas na Tab. 2. Elas estão representadas nas Fig. 1 e 2.

 



 



 



 



 

Foram mensuradas 269 vesículas e o diâmetro mínimo de 2,6mm foi observado no 18º dia. O dia mais precoce de mensuração foi o 15º dia (5mm) e o mais tardio o 21º dia (9,1mm). O maior tamanho (67,4mm) ocorreu no 45º dia. O crescimento diário médio do DVE no período foi de 1,4mm. A redução do valor médio dessa característica entre os dias 27 (20,8 ± 6,8mm) e 28 (19,8 ± 3,5mm) deveu-se ao valor máximo no dia 27 ter sido muito alto, superior inclusive aos valores máximos obtidos até o dia 30, fato que refletiu no grande desvio-padrão desse dia. Dessa forma, houve grande variação no tamanho da vesícula no mesmo estádio de gestação, o que está de acordo com o citado por Gaviria & Hernandez (1994), os quais afirmaram que existem diferenças de crescimento em estádios de desenvolvimento similares e que elas são devidas à expressão de genes específicos. Além disso, as várias vesículas presentes na gestação precoce dificultaram a localização da maior vesícula, uma vez que nessa fase inicial não se identificou o embrião que serve como referência para tal mensuração. A formação de várias vesículas com aspecto multilocular (Kahn, 1994) deveu-se à presença de septos verticais na parede uterina (Kaulfuss et al., 1996).

Com 24 dias, Picazo et al. (1991) obtiveram 20,8mm de diâmetro da vesícula, valor maior do que o observado neste estudo. Com 30 dias de gestação, Alves (1992) obteve 53mm de diâmetro da vesícula, valor duas vezes superior ao encontrado neste trabalho, enquanto que Mattos et al. (1991) obtiveram valores entre 30 e 63mm. Esses autores trabalharam com a raça Corriedale que é de menor porte do que a raça Bergamácia. Assim, essa diferença de medidas, possivelmente, não se deve a raça, pois segundo Cloete (1939), ovelhas grandes produzem cordeiros mais pesados do que ovelhas pequenas. Provavelmente, os maiores diâmetros avaliados nos trabalhos acima devem-se à interação de fatores como acesso via transabdominal e transdutores de 2,4 ou 5,0MHZ utilizados, uma vez que com a via transretal e transdutor de 7,5MHZ utilizados neste estudo, a visualização das estruturas são mais precisas devido à melhor capacidade de obtenção das imagens. Pode-se confirmar esse fato com o relato de Kahn (1994) que, ao utilizar a via transretal, encontrou diâmetro da vesícula de 20mm no 30º dia de gestação. Entretanto, como neste experimento não se compararam medidas da vesícula da raça Bergamácia com as de outras raças, não se pode descartar a possibilidade de influência da raça sobre o tamanho da vesícula embrionária.

Apesar de Kahn et al. (1992) terem descrito efeito linear do estádio de gestação sobre o diâmetro da vesícula do 8º ao 65º dia de gestação (vesícula embrionária = -17,93 + 1,65dias, n= 99, R2 = 0,91, P< 0,001), neste estudo a melhor descrição para essa relação foi quadrática. O coeficiente de determinação (R2 = 0,85) neste experimento foi menor, o que significa que a equação obtida por Kahn et al. (1992) descreveu melhor o fenômeno. Cada animal examinado por esses autores foi submetido a apenas um exame ultra-sonográfico, enquanto que neste estudo os animais foram examinados repetidamente para essa mesma característica. Com isso, era de se esperar que o coeficiente de determinação fosse maior neste trabalho, fato que não ocorreu.

Quanto ao CCC (175 mensurações), o valor mínimo de 4,2mm foi observado no 22º dia. A mensuração mais precoce ocorreu no 18º dia com valores entre 5,5 e 8,5mm e a mais tardia no 25º dia com o embrião medindo 13mm. O crescimento diário médio do CCC no período foi de 1,33 mm.

Na ovelha com gestação gemelar que morreu no 37º dia, o CCC dos fetos no momento da necropsia foi de 29 e 32mm. Na última mensuração, 35º dia, os fetos mediram 25,7 e 32,3mm. Os valores obtidos por ultra-sonografia foram próximos aos da necropsia, demonstrando a alta relação entre as medidas obtidas por ultra-sonografia com as obtidas diretamente nos fetos. Esse achado está de acordo com Alves (1992) que afirmou que os valores obtidos na avaliação post mortem foram semelhantes (P>0,05) aos da ultra-sonografia para gestações simples e gemelares aos 30, 45 e 60 dias. Apesar disso, neste estudo houve dificuldades para mensuração do CCC de fetos acima de 35 dias de gestação pela via transretal, pois a pouca mobilidade do transdutor por essa via interfere negativamente no posicionamento do feto em seu eixo maior. Por isso, a maioria das mensurações do CCC no 40º e 45º dias foram realizadas por via transabdominal com transdutor de 5MHZ.

A redução do CCC entre o 21º e o 22º dia deveu-se à medida de 4,2mm obtida no dia 22 em um animal, que redundou em diminuição da média do dia. Outro fato que pode ter contribuído para esse achado foi o pequeno número de embriões mensurados no dia 21, apenas dois.

O valor do CCC obtido aos 30 dias (18,4mm) foi superior aos 17mm obtido por Alves (1992), e o do 45º dia foi inferior aos 52mm obtidos pelo mesmo autor, que trabalhou com a raça Corriedale.

As medidas do CCC em animais cruzados, obtidas por Schrick & Inskeep (1993), foram muito próximas às obtidas no presente experimento. A similaridade das medidas nos diversos dias é sugestivo de um perfil de crescimento semelhante entre os animais dos dois experimentos.

Os valores ajustados para os diferentes dias pelas equações obtidas por Kahn et al. (1992), CCC = –47,66 + 2,08dias, trabalhando com fetos Merino, por Schrick & Inskeep (1993), CCC = 14,05 + 1,16dias - 0,012dias2, que avaliou fetos cruzados e por Chalhoub et al. (1998), CCC = 45,9995 – 3,4320dias + 0,079dias2, trabalhando com fetos mestiços Bergamácia/Ideal, diferiram em apenas um a quatro dias dos obtidos pela equação deste estudo (CCC = 11,86 – 1,09dias + 0,04dias2). Vale ressaltar que se consideraram apenas os dias em comum apresentados pelos diferentes autores. Esse fato sugere semelhança do crescimento embrionário/fetal no terço inicial de gestação em diferentes raças de ovinos. Além disso, Schrick & Inskeep (1993) afirmam que o número de embriões por ovelha não interfere no seu crescimento.

O elevado coeficiente de determinação (R2 = 0,93) para obtenção da equação de efeito quadrático para CCC em relação à idade de gestação sugere alta confiabilidade da equação em descrever o fenômeno. Este coeficiente foi superior ao da equação linear descrita por Kahn et al. (1992), que foi de 0,89 (P<0,0001). Posteriormente, Schrick & Inskeep (1993) apresentaram equação com efeito quadrático, Kaulfuss et al. (1995), ao trabalhar com quatro raças diferentes, obtiveram equação com efeito exponencial e Chalhoub et. al. (1998; R2 = 0,87), da mesma forma que Schrick & Inskeep (1993), obtiveram efeito quadrático e afirmam que a equação descreveu bem o fenômeno.

 

CONCLUSÕES

É possível a detecção da vesícula embrionária e a identificação do embrião propriamente dito a partir do 15º e 20º dia após a cobrição, respectivamente. É viável a avaliação do desenvolvimento embrionário/fetal entre o 15º e 45º dia de gestação de exame de ultra-sonografia de tempo real com transdutor de 7,5MHZ e via transretal. Tanto o DVE como o CCC obtidos por ultra-sonografia são medidas pelas quais se pode prever a idade de gestação em ovelhas da raça Bergamácia.
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En determinadas situaciones, la indiscriminada fragmentación del hábitat natural de las especies silvestres, impide un flujo genético natural entre poblaciones, determinando incrementos en los riesgos de consanguinidad (Munson, 1993). En este sentido, llegan a ser frecuentes los procesos de homocigosis, que repercuten negativamente en la viabilidad de la población. La disminución de las defensas ante agentes patógenos, aparición de alteraciones congénitas por expresión de genes recesivos, problemas de fertilidad así como anomalías y mala calidad de los cuernos (“trofeo”) son algunos de los efectos a considerar. Este hecho, junto al creciente desarrollo actual de la explotación de rumiantes silvestres con fines cinegéticos, de repoblación o de conservación, en algunos casos unido a su cría en cautividad, pone de relieve la importancia de la aplicación de tecnologías reproductivas que están bien establecidas para los rumiantes domésticos (inseminación artificial, fertilización in vitro y transferencia de embriones) (Comizzoli et al., 2000). Una de las principales limitantes para el establecimiento de programas de reproducción asistida en rumiantes silvestres, lo representa la falta de información detallada de las variaciones endocrinas que acontecen en los diferentes procesos reproductivos de estas especies, como la estacionalidad reproductiva, el anestro postparto, pubertad y la gestación. 

A diferencia de las especies domésticas, el conocimiento actual de las características reproductivas de los rumiantes silvestres ha estado basado en observaciones de campo del comportamiento sexual y gregario, así como de la distribución de los periodos de paridera. Igualmente, la observación directa de las diferentes estructuras ováricas y gonadas masculinas, mediante procedimientos postmortem (Bottorff, 1975), han aportado una valiosa pero deficiente información sobre las características reproductivas de estas especies. La limitación en la aplicación de otros métodos de monitorización de la actividad reproductiva, viene derivada de la dificultad del manejo y el estrés a los que pueden ser sometidos los animales de estas especies, por lo que se requieren de núcleos perfectamente adaptados a la cautividad, así como a las diferentes rutinas de manejo que estos estudios necesitan. Esta circunstancia ha determinado el desarrollo de metodologías alternativas menos cruentas, desde el punto de vista del estrés conferido, tales como la determinación de esteroides en heces y orina, si bien requieren un nivel tecnológico superior (Morrow et al., 1999). El hecho de que la población objeto de estudio sea una población mantenida en cautividad o, por otro lado, se mantenga en su medio natural va a determinar la metodología de estudio recomendada. 

Métodos de monitorización de la actividad reproductiva en rumiantes silvestres 

El aumento de los niveles de tecnificación en los estudios reproductivos de las especies domésticas, a los que hemos asistido en los últimos años, ha tenido un reflejo tímido en su aplicación a las especies silvestres. En la mayoría de los casos, el uso de estas metodologías han tenido un carácter fundamentalmente experimental y distan mucho, hoy por hoy, de tener una instauración como medios rutinarios de estudio. De ahí que, en la actualidad, la mayoría de los estudios sobre actividad reproductiva en especies silvestres sigan estando basados, fundamentalmente, en los clásicos procedimientos postmortem o etológicos. Esta característica es debida,  en primer lugar, a la dificultad inherente del manejo de estas especies, que se ve acentuada por el  escaso desarrollo de infraestructuras adecuadas, como por ejemplo acotados y mangas de manejo en zonas de monte. Si bien esta peculiaridad es menos patente, en nuestro país, en el caso del ciervo (Cervus elaphus) donde cada vez es mayor el número de explotaciones cinegéticas con instalaciones apropiadas para estos fines, apenas existe apoyo de infraestructura para estudios experimentales en otras especies, como el muflón (Ovis gmelini musimon) y cabra montés (Capra pyrenaica hispanica). A continuación de exponen las diferentes metodologías para la realización de estudios reproductivos en estas especies.   

1. Examen postmortem del aparato reproductivo

El valor del estudio postmortem de los órganos reproductivos, aunque limitado, ha ofrecido una valiosa información sobre las características reproductivas de poblaciones silvestres. Diferentes trabajos han mostrado la eficacia del método con el sacrificio controlado de animales de diferentes edades a lo largo del año (Thomas y Cowan, 1975; Bottorff, 1975). Sin embargo, no siempre es posible disponer de un significativo número de animales que permitan estimar parámetros reproductivos tales como la pubertad, los periodos de actividad reproductiva y los periodos de inactividad ovulatoria postparto. A pesar de esto, cualquier posibilidad de toma de datos a partir el examen postmortem en animales abatidos en monterías o descastes, puede generar una importante información en combinación con otras técnicas de estudio. Las observaciones macroscópicas se orientan al análisis del útero y los ovarios (Harder y Moorhead, 1980). En concreto, esta metodología implica el análisis de la presencia, número y características de los cuerpos lúteos, la presencia de gestación y la estimación del periodo gestacional en función del tamaño del feto. Si se detecta un cuerpo lúteo pero no es visible el feto, se ha recomendado la  realización de un flushing de ambos cuernos uterinos mediante 10-20cc de agua destilada en una placa de Petri, para la posterior observación en lupa de grandes aumentos (Bottorff, 1975). El análisis macroscópico de los ovarios utilizados en los estudios de reproducción en fauna silvestre se basan, generalnente,  en las técnicas utilizados por Cheatum (1949) para la estimación de la incidencia de ovulación  y las variaciones en la fertilidad en el ciervo de cola blanca (Odocoileus virginianus). Tras la fijación de los ovarios en una solución de formaldehído al 10%, se procede al corte del mismo en finas capas de 1 – 2 mm, procediéndose al recuento total y la medición de los diferentes folículos, cuerpos lúteos y cuerpos albicans. Estos estudios macroscópicos pueden ser complementados mediante análisis microscópicos de los mismos tras la tinción con hematoxilina eosina y uso de técnicas histológicas estándar. La aplicación de este tipo de metodología ha permitido, por ejemplo,  la caracterización del comienzo del anesto estacional en la hembra de uapití (Cheatum y Gabb, 1952). La utilidad de la utilización de un examen postmortem reglado para la caracterización de la biología reproductiva del muflón es evidente en los resultados obtenidos en la reserva natural "Rachelwood Wildlife Research Preserve”, Pennsylvania, USA, realizadas en poblaciones de muflones europeos introducidas, con una perfecta caracterización de los periodos de actividad reproductiva e intervalos entre el parto y restablecimiento de la actividad ovulatoria (Bottorff, 1975). 

En los machos, los estudios encaminados a determinar el status reproductivo, clásicamente  se basan en la metodología previamenrte descrita por Follman y Klimstra (1969) en cérvidos, y que incluye el pesaje de testículos y epidídimo, determinación del diámetro/circunferencia testicular y escrotal, así como el análisis, mediante microscopía óptica, de improntas realizadas con las superficias testiculares, expuesas mediante previa bisección a través de su plano tranverso. Este proceso permite apreciar la presencia o ausencia de espermatozoides y de la espermatogénesis, lo cual representa una valiosa información para estudiar la edad y el momento del año en los que tienen capacidad reproductora.      

2. Estudios de comportamiento en su medio natural

Los rumiantes silvestres se caracterizan, en general, por presentar una marcada disgregación sexual durante el periodo de anestro estacional. El establecimiento, en su medio natural, de grupos mixtos representa la principal característica de comportamiento para definir el comienzo del periodo reproductivo. Dentro de este periodo acontecen diferentes fases graduales y bien definidas que se corresponderían con los periodos de:  precelo, en el que los machos se integran en los grupos matriarcales, observándose los primeros comportamientos de lucha entre machos;  pico de celo donde se da la máxima frecuencia de observación de cópulas; postcelo (final del periodo reproductivo, caracterizado por cópulas esporádicas) (Bosch et al., 1991).  Para la distinción de estas fases se analizan los siguientes patrones de comportamiento: i) las pautas que durante el cortejo exhiben los machos (olfateo del periné,  “flehmen”, persecución de la hembra, etc.); ii) el comportamiento agonístico de machos, consistente en una forma de interacción mediante la agresión entre machos por la cual se establecen los rangos de jerarquía para la participación en las cópulas; iii) la respuesta de las hembras al cortejo de los machos, tales como el reflejo de  inmovilidad ante el macho, lo cual refleja el estado de celo (Guilhem et al., 1997).

El establecimiento de la época de paridera supone un importante dato en los estudios de campo. En términos generales, la estación de partos coincide con la abundancia de recursos alimenticios que permitirán a la madre afrontar el gasto energético durante la lactación. La determinación del periodo de partos nos permitirá estimar, de forma indirecta, el periodo de actividad reproductiva de una población. Conociendo la fecha media del pico de periodo de celo, puede estimarse la longitud de la gestación a partir de la fecha media de paridera (Alados, 1986). Además, la determinación de la edad con que se produce el parto, basados por ejemplo en la extensión de la máscara facial (Pfeffer, 1967) en muflonas o número de anillos en el cuerno de la cabra montés (Losa, 1993), representa una útil herramienta para el establecimiento de la pubertad en hembras jóvenes. Por ejemplo, Briedermann (1992), mediante observaciones de campo aprecia que el 50% de hembras de muflón paren al año de edad, lo que indica, considerando un periodo gestacional medio de 150 días, un establecimiento de la pubertad en su primera estación reproductiva, a los 7-8 meses de edad. Diferentes métodos han sido propuestos para la determinación de la fecha media de paridera. De los más utilizados, cabe destacar el método de % de partos acumulados, establecido por  Caughley (1980). El fundamento de este método consiste en obtener una estimación del número de partos producidos de forma previa a una fecha específica y se expresa como tanto por ciento del número total de partos producidos en el periodo completo de nacimientos antes y después de la observación.  Las hembras lactantes implican que han parido antes de que ellas fueran observadas y el número de hembras preñadas son indicativas del número de hembras que parirán después de ser encontradas. Así pues, la proporción de partos que se producen antes de la fecha de observación es equivalente al número de hembras lactantes observadas, mientras que la proporción de partos que quedan por producirse después de esta fecha, corresponde al número de hembras gestantes detectadas. Esta metodología ofrece como ventaja que los periodos de muestreo no necesitan ser continuos. Además, el intervalo entre periodos de muestra puede variar y no es necesario comenzar el muestreo justo desde el principio de la estación de partos ni permanecer hasta el final de ésta, debido a que la forma de unos datos acumulados nos permite conocer lo avanzado o retrasado del periodo en que nos encontramos (Alados y Escós, 1996).   

3. Laparoscopia

El indiscutible valor de la laparoscopia como técnica de monitorización de la actividad reproductiva mediante la observación directa del aparato genital femenino (Nelson y Woolf, 1983) viene limitado por la imposibilidad de realización de exploraciones rutinarias, siendo recomendado en la prospección puntual del estado reproductivo de una determinada población. Requiere además de una correcta inmovilización anestésica así como de un periodo previo de ayuno, lo que restringe su utilización a núcleos cautivos controlados. Dada la necesidad de revertir el estado anestésico lo antes posible, una vez finalizada la laparoscopia, se recomiende el uso de anestésicos que posean antagonistas específicos, como es el caso de los agonistas adrenérgicos. El primer agonista a2-adrenérgico utilizado en la práctica veterinaria ha sido la Xilacina (Rompunâ), siendo empleado frecuentemente, sólo o en combinación con otros fármacos,  como sedante en numerosas especies silvestres. Como antagonista de la Xilacina se utiliza un antagonista- a2  no específico, la Yohimbina (Ruckebuch y Allal, 1987). El desarrollo de agonistas a2-adrenérgicos más potentes y específicos, como la Medetomidina (Domtorâ), junto a la aplicación de antagonistas específicos como el Atipamezol (Antisedanâ) ha incrementado el valor potencial del uso de este tipo de agentes para la inmovilización de especies silvestres. La Medetomidina sola a dosis de 50  a 150 mg/kg induce una moderada a profunda sedación en el muflón, sin embargo, la inmovilización es usualmente incompleta. El uso de la Medetomidna combinada con la Ketamina (Imalgeneâ) induce un buen ó excelente estado de miorelajación en el muflón (Santiago-Moreno et al., 1999a), siendo pocos los efectos secundarios asociados con el uso de esta combinación. La asociación de 1-2 mg/kg. de Ketamina (Imalgene-1000â, Rhône Mérieux) y 60-100 mg/kg. de Medetomidina (Domtorâ, Pfizer) por vía i.m, presenta resultados satisfactorios para esta intervención en el muflón (Santiago-Moreno et al., 1999a). Generalmente, a los 5 - 11 minutos de la inyección de la combinación anestésica, se presenta un buen estado de inmovilización y analgesia. El estado anestésico es revertido mediante 0,25mg/kg de Atipamezol (Antisedanâ, Pfizer) por vía i.m., recuperando su estado normal a los 4 - 8 minutos de su administración (Santiago-Moreno et al., 1999a). Un resumen de los diferentes protocolos de anestesia y tranquilización aplicables en los exámenes laparoscópicos en  la muflona están reflejados en la Tabla 1. Las dosis reflejadas en función del peso sirven de referencia para su aplicación a otras especies silvestres cavicornias tales como la cabra montés y el arruí (Ammotragus lervia). 

Tabla 1

Dosis de anestésicos recomendados para la inmovilización de muflones 


  Nombre comercial             Princio activo                Dosis*                     Referencia   





Imalgene-1000â+Domtorâ  Ketamina+Medetomidina       2 mg/kg+100 mg/kg     (Santiago et al., 1999a)

Rompunâ+Imalgeneâ            Xilacina + Ketamina     0,2mg/kg+5 mg/kg              (Santiago et al., 1999a)  

Rompunâ+Imalgeneâ            Xilacina + Ketamina          3mg/kg + 5-6 mg/kg       (Marco et al., 1998)

Zoletilâ                               Tiletamina + Zolacepán        14-15 mg/kg 1:1 w/w       (Pinnelli, 1997)

**Inmobilonâ                            Etorphina                             0,09 mg/kg                  (Ruckebuch, 1981)  


* Todas las dosis vienen referidas a una administración vía intramuscular. ** Su uso debe de ser precavido ya que una sola gota absorbida por la piel puede matar a una persona, mientras que sus efectos en animales herbívoros como los de cualquier droga paralizadora, consisten simplemente en bloquear la despolarización muscular. La reversión del estado anestésico se realiza con Revivonâ (Diprenorphina).

Una vez conseguida la correcta anestesia, el animal se coloca en decúbito supino en posición inclinada (30-45º), pudiéndose utilizar para tal efecto las camillas de inseminación que se emplean en la oveja. Con un trocar de 7mm se realiza una punción por el lado izquierdo de la línea media abdominal, 2-3 cm craneal a la ubre. Después de producir un neumoperitoneo se introduce la óptica (5mm, 25º), y a través de un trocar de segunda punción, por el lado derecho de la línea media abdominal, una pinza que permitirá la  manipulación y observación del útero y de los ovarios. Después de la intervención, se recomienda el depósito de antiséptico en spray en los orificios de punción, y se administra una sola dosis de antibiótico, preferiblemente de lenta absorción.

Mediante la técnica laparoscópica se pueden observar in situ el aspecto general de los ovarios, la presencia de folículos y de cuerpos lúteos así como sus características, la tasa de ovulación, el aspecto general del útero y la presencia de gestaciones. Además, esta técnica presenta un gran valor para la realización de técnicas de reproducción asistida, tales como la inseminación artificial intrauterina (Ledda et al., 1989; López Sebastián, 1992), recogida de embriones y la recogida de ovocitos (Kuhholzer et al., 1998).  

 

4. Ecografía

La ultrasonografía es una técnica no invasiva que posibilita la observación en tiempo real del aparato genital, permitiendo la realización de diagnósticos precoces de gestación así como la realización de estudios, mediante sondas de alta frecuencia, sobre desarrollo folicular (González-Bulnes et al., 2001). Para el diagnóstico precoz de gestación en el muflón y cabra montés se ha utilizado la vía transabdominal, mediante la utilización de sondas de 5 MHz de frecuencia y haz lineal, permitiendo una correcto diagnóstico de preñez a los 45 días de gestación (Santiago-Moreno, 2000). Toda exploración ecográfica, tanto si se ha realizado una sedación como si no, requiere un vendaje de los ojos del animal, con el objeto de disminuir el estrés. Si bien, la vía transabdominal permite realizar el diagnóstico y seguimiento de la gestación con gran nivel de eficacia y precocidad, no es apta para la observación del útero no gestante y el ovario. La vía transrectal, aunque más laboriosa, posibilita una mejor observación del aparato genital debido a su mayor cercanía a las estructuras exploradas, especialmente cuando se usan sondas de lata resolución con frecuencias de 7,5 MHz (González-Bulnes et al., 1994, 1996). Esta técnica permite la observación directa de los folículos y los cuerpos lúteos, lo que representa una valiosa herramienta para la determinación del estado fisiológico de rumiantes silvestres tanto en núcleos cautivos como en exploraciones puntuales de animales capturados en su medio natural. Su aplicación con fines de diagnóstico precoz de la gestación permite una detección del embrión a los 17 días de gestación, posibilitando una mayor definición de la imagen en la realización de estudios fetométricos, principalmente durante los tres primeros meses de preñez (Santiago-Moreno et al., 2001a).

   

Por otro lado, estudios recientes muestran que la ecografía es de gran utilidad para la selección de hembras receptoras en programas de transferencia de embriones inter- o intraespecíficos entre muflonas y ovinos domésticos (Santiago- Moreno et al., 1999a, 2001b). La eliminación de animales con alteraciones del útero del útero, tales como metritis e hidrómetra (Santiago Moreno et al., 1999b), así como con presencia de quistes foliculares y luteínicos (SantiagoMoreno et al., 1999c), determina un incremento en la tasa de gestaciones llevadas a término. 

5. Determinación de esteroides en plasma sanguíneo 

El análisis de la evolución de las concentraciones plasmáticas de progesterona permite establecer de una forma objetiva y precisa el comienzo y finalización del periodo de actividad ovulatoria cíclica, así como las características y duración del ciclo sexual. Este método de estudio ha sido utilizado para el estudio de las características reproductivas en el ciervo rojo (Guiness et al., 1971; Kelly et al., 1982), corzo (Sempere, 1977; Hoffman et al., 1978; Schams et al., 1980), ciervo de cola blanca (Plotka et al., 1977a,b; 1980); Gamo (Asher, 1985; Asher et al., 1986) caribú (McEwan & Whitehead, 1979), muflón (Santiago-Moreno et al., 1995, 2000a), ciervo rojo ibérico (García, 2000). La presencia de niveles basales de progesterona durante los periodos de  anestro y durante la fase folicular del ciclo sexual, así como los niveles elevados durante la fase luteal del ciclo,  permite la realización de estudios de gran precisión sobre el comienzo de la pubertad e intervalo entre el parto y el restablecimiento de la actividad ovulatoria cíclica (Santiago Moreno et al., 2001c). Igualmente, la determinación de las concentraciones plasmáticas de progesterona permite estudiar las variaciones de secreción como reflejo de una secreción ovárica – placentaria durante la gestación (Santiago-Moreno et al., 1999d), así como las características de secreción de este esteroide en el momento alrededor del parto. 

Un estudio preciso de la actividad reproductiva en rumiantes silvestres, mediante la determinación de los niveles de progesterona en plasma, requiere núcleos de animales bien adaptados a la cautividad y a un manejo periódico. En animales que no nacen en cautividad es necesario un periodo de adaptación mínimo de uno o dos meses, antes del comienzo de la recogida  de muestras, requiriéndose zonas de captura y bien adaptadas a las necesidades específicas de cada especie a estudiar (Santiago-Moreno, 2000). Se recomienda una periodicidad de la recogida de muestras de dos veces por semana, intentando realizarlas siempre a la misma hora. Las muestras de sangre se obtienen por punción de la vena yugular, mediante tubos heparinizados al vacío. La canti​dad de sangre recogida en cada toma suele ser de  5 ml, la cual se centrifu​ga, inmediatamente tras su recogida, a 3.500 rpm durante 15 minutos y el plasma resultante se congela a -15 °C, hasta el momento de la realización del análisis hormonal. Las concentraciones de progesterona plasmática se deter​mi​nan por enzimoinmunoanálisis (ELISA) o bien, y más frecuentemente,  por técnicas de radioinmunoanálisis (RIA).  

No siempre es posible mantener un núcleo de animales en cautividad controlado. No obstante, la determinación de las concentraciones plasmáticas de progesterona en muestras recogidas de forma puntual, en individuos capturados de una población silvestre o abatidos en cacerías, también puede dar información relevante del status fisilógico, permitiendo en función del número de animales muestreado, una visión general del estado reproductivo de la población sometida a estudio. En el caso de muestras recogidas post-mortem, éstas deben obtenerse lo más precozmente posible tras la muertre del animal, siendo la vía cardiaca, mediante punción y aspiración en los ventrículos, la más recomendable para este fin. 

En cérvidos, la progesterona, además de secretarse por el ovario y la placenta, también tiene un origen importante a partir de la glándula adrenal. Este hecho debe ser considerado a la hora de la interpretación de los resultados en aquellos animales no adaptados al manejo y que sufren un fuerte estrés durante la manipulación. En estos casos, una estimulación de la glándula adrenal puede conducir a un significativo incremento de los niveles de progesterona en plasma que pueden conducir a erróneas interpretaciones en recogidas de muestras puntuales. No obstante, esta característica no ha sido observada en otras especies, tales como el muflón, sometidos a regulares periodos de extracción de sangre (Santiago-Moreno, 2000).

Junto a la progesterona, la determinación de los niveles circulantes de testosterona en machos, mediante técnicas de radioinmunoanálisis, ha sido utilizada para analizar los periodos de actividad reproductiva en el muflón y otras especies de rumiantes silvestres (Lincoln, 1990). Estos estudios se basan en que la función esteroidogégica de los testículos presenta un máximo de actividad durante el periodo reproductivo, generalmente coincidente con el otoño e invierno (Hochereau de Reviers y Lincoln, 1978, Lincoln, 1990). El carácter pulsátil de su secreción determina que sea recomendable la realización de un pool de alicuotas de plasma, generalmente a partir de tres muestras recogidas a intervalos de una hora, lo que conlleva la necesidad de utilizar machos adaptados a rutinas periódicas de manejo.    

 La determinación de hormonas no esteroides, como la LH o la FSH, tienen una aplicación mucho más limitada en estudios sobre fisiología reproductiva de especies silvestres. El carácter pulsátil de su secreción, hace que sea necesario una frecuencia elevada de recogida de muestras de sangre, lo que llega a ser inviable en muchas de las condiciones experimentales en que se trabaja con estas especies. No obstante, la posibilidad de determinar el incremento de la secreción de LH en relación a la aplicación de tratamientos hormonales para el control de la ovulación, por ejemplo tras la retirada de CIDR o esponjas impregnadas con progestágenos, puede ser de gran valor informativo a la hora de establecer protocolos de reproducción asistida, principalmente los relativos a la inseminación artificial, con el fin de optimizar los rendimientos de fertilidad.   

     

6. Detección de esteroides en heces y orina.

La dificultad en el manejo que supone la recogida periódica de muestras de sangre para la realización de evaluaciones hormonales en el plasma sanguíneo de los rumiantes silvestres, ha determinado el desarrollo de técnicas para la determinación de esteroides urinarios y fecales como método no invasivo para valorar el status reproductivo (Monfort et al., 1990;  Morrow et al., 1999). Mediante estas técnicas, se evitan los efectos negativos que provoca el estrés en núcleos de animales no adaptados a las manipulaciones rutinarias de recogida de muestras, siendo su aplicación de gran utilidad en poblaciones mantenidas en estado silvestre. Las técnicas para la determinación de esteroides en heces y orina mediante enzimoinmunoanálisis y radioinmunoanálisis se basan en el conocimiento de que las hormonas esteroides se excretan rápidamente través de los riñones e intestino, en un relativo corto tiempo, encontrándose en las excretas como metabolitos específicos e identificables de sus respectivas hormonas originales (Lasley y Shideler, 1993). Péptidos, proteínas y hormonas glicoproteicas son componentes elementales en los diferentes procesos reproductivos, y aunque también son excretados como metabolitos reconocibles, la especificidad en la síntesis proteica entre las diferentes especies limita una aplicación con los actuales métodos de análisis (Lasley y Shideler, 1993). No obstante, en algunos ensayos se han determinado restos bioactivos de hormonas proteicas, tales como la LH y la FSH, sin embargo la complejidad del método hacen limitado su uso en prácticas evaluaciones de rutina. De este modo, la mayoría de los trabajos centran sus objetivos en la determinación analítica de los metabolitos de las hormonas esteroides. Generalmente, y en la mayoría de las especies silvestres, la estrona es el mayor metabolito del estradiol (Loskutoff et al., 1982, 1983, 1986). Anticuerpos que detectan estradiol y la estrona han sido utilizados en el desarrollo de los iniciales análisis en orina. Los estudios iniciales referían un análisis relativo  a “estrógenos totales analizados”, requiriéndose una previa hidrolización de la muestra antes del análisis (Hindle y Hodges, 1990), ya que la mayoría de los estrógenos presentes en la orina están de forma conjugada, presentándose como complejas moléculas conteniendo sulfato o glucurónido. En contraste con los primeros métodos analíticos utilizados para la monitorización de la producción de estrógenos, los metabolitos urinarios de progesterona habitualmente son analizados en su forma conjugada. Los procesos de hidrólisis y extracción pueden, de este modo, suprimirse mediante el empleo de anticuerpos específicos para el pregnandiol-3-glucuronido, el cual es un metabolito urinario de la progesterona (Kasman et al., 1986). La posibilidad de detección de este metabolito junto a otras moléculas similares, resulta de inestimable valor para el estudio de la función luteal en diferentes mamíferos silvestres. Aunque la determinación de pregnandiol-3-glucuronido ha sido utilizada para el estudio de la función ovárica de diferentes especies de artiodáctilos, su uso no es aplicable a la mayoría de los perisodáctilos en los que la excreción de este metabolito es escasa o nula (Ramsay et al., 1987; Lasley y Shideler, 1993). La mayor disponibilidad actual de anticuerpos para  las formas conjugadas de los esteroides ha representado el mayor avance en la analítica de los metabolitos de esteroides. Esto ha permitido una simplificación del método así como un incremento de la sensibilidad del análisis, favoreciendo un mayor número de posibilidades para su aplicación en las determinaciones urinarias. El ciclo ovárico está caracterizado por un incremento gradual de los conjugados de la estrona, alcanzando los máximos niveles justo antes de la ovulación. Los niveles de  pregnandiol-3-glucuronido comienzan a incrementarse antes de la disminución de los conjugados de la estrona, manteniéndose elevados como reflejo de la formación de un cuerpo lúteo activo. Esta característica evolución de los metabolitos urinarios permiten la monitorización de la función ovárica en términos de ovulación y de función luteal, pudiéndose utilizar para evaluar el estado normal de la actividad ovárica (Lasley y Shideler, 1993). También es posible estudiar la función luteal y la gestación mediante anticuerpos con amplias reacciones cruzadas con un amplio rango de metabolitos de la progesterona. La característica solubilidad en agua de los metabolitos de los esteroides unido a su presencia en altas concentracioens en la orina, lo que permite una gran dilución de la muestra para su análisis, facilita la realización de un amplio número de técnicas, tales como ELISA, Inmunofluorescencia y RIA.   

La determinación de los patrones de excreción de conjugados urinarios de la estrona así como del pregnandiol-3a-glucurónido mediante radioinmunoanálisis ha permitido establecer, de forma precisa, la actividad reproductiva de diferentes especies, tales como el oryx, bongo, okapi, jirafa (Loskutoff et al., 1982; 1983; 1986). La excreción urinaria pregnandiol-3a-glucurónido refleja la actividad ovárica cíclica en el ciervo de Eld (Monfort et al., 1990), coincidiendo los niveles de este metabolito en orina con las concentraciones de progesterona plasmática. El incremento marcado de este metabolito indica la existencia de una gestación. Además, la simultánea monitorización de los conjugados de la estrona parecen ser útiles en la estimación del estado de preñez y la predicción del parto. No obstante, aunque cantidades detectables de conjugados de estrona pueden apreciarse en la orina de la cierva de Eld, no se detecta un patrón cíclico de excreción de estos conjugados.

 

La determinación de esteroides en orina supone la dificultad de la recogida de la muestra en animales en estado silvestre. Mediante la administración en sangre de hormonas esteroides marcadas radioactivamente se ha observado que la excreción en heces es tan importante como en orina (Hindle and Hodges, 1990). De este modo, un gran número de investigadores ha utilizado el análisis de hormonas esteroides fecales  como una alternativa del análisis de la función ovárica y de la preñez. Han sido descritos diversos estudios  en diferentes especies silvestres tales como el buey almizclero (Desaulniers et al., 1989), caribú (Messier et al., 1990). Entre los inconvenientes que supone la detección de metabolitos de esteroides en heces, se destacan las posibles variaciones dependientes de la dieta alimentaria (Wasser et al., 1996). Por otro lado, diferentes experiencias que comparan los valores de esteroides fecales y plasmáticos durante el ciclo indican la existencia de un retraso de alrededor de 2 horas en las concentraciones fecales respecto a las plasmáticas (Berkley, 1994). En estudios de gestación, los metabolitos de progesterona fecales no decrecen después del parto a niveles basales hasta pasados 3-4 días (Schwarzenberger et al., 1991, 1993).

            

En el carnero de las Montañas Rocosas (Ovis canadiensis) se ha utilizado, con buenos resultados, la determinación en heces de pregnandiol-3-glucurónido mediante ELISA para la el establecimiento del status reproductivo (Borjesson et al., 1996).  Mediante esta técnica se aprecia una significativa correlación entre  las concentraciones de pregnandiol-3-glucurónido y las concentraciones plasmáticas de progesterona. No obstante, si bien se detectaba un 100% de las gestaciones en muestras recogidas a partir de los 60 días de gestación, en muestras recogidas durante los primeras días de preñez son frecuentes determinaciones de falsos negativos. Por otro lado, en estudios realizados en el oryx (Oryx dammah), la determinación de progestágenos fecales refleja de forma precisa la aparición de ciclos regulares de actividad luteal consecuentes al periodo de actividad ovulatoria cíclica, seguidos por niveles basales del metabolito en heces coincidiendo con el periodo de anestro estacional (Morrow et al., 1999). En esta misma especie se detecta un incremento de estrógenos fecales coincidiendo con la presencia de grandes folículos antrales (> 10 mm) en el ovario  y después de la luteolisis espontánea (Morrow y Monfort, 1998). Estos resultados indican la utilidad de esta técnica para la monitorización de la actividad folicular en estas especies.

En general, los metabolitos de los esteroides detectados por las diferentes metodologías son los siguientes:  

 Metabolitos esteroides urinarios

. Pregnandiol-glucuronido

. 20a- dihidroprogesterona 

. 5 b-pregnantriol

. Conjugados de la estrona.(estrona-sulfato, estrona-glucuronido)

Metabolitos esteroides fecales

. 20-oxo-progestágenos

. 20a-progestágenos.

. 20a-dihidroprogesterona

. 20b-dihidroprogesterona

De todos ellos, la 20a-dihidroprogesterona es el que presenta una mayor correlación con las concentraciones plasmáticas de progesterona.

7. Detección de esteroides en pelo

El pelo actúa como almacén biológico de diferentes sustancias, tanto sintetizadas por el propio organismo como incorporadas mediante la alimentación o por administración parenteral. Esta característica de mantener, en la matriz del pelo, diferentes sustancias durante largos periodos de tiempo, ha sido utilizada por la medicina forense para la determinación del consumo de drogas y detección de dopping (Werner y Hill, 1993). En veterinaria,  han sido propuestas diferentes metodologías para la detección, mediante el análisis del pelo, de animales tratados con anabolizantes, tales como el clembuterol (Sauer y Anderson, 1994). En bovinos, concretamente, se han establecido protocolos para la determinación de progesterona, testosterona y estradiol en el pelo (Gleixner y Meyer, 1997). Estos precedentes hacen pensar en la posibilidad de la aplicación de estas técnicas como procedimientos de estudio no invasivos en poblaciones silvestres. Sin embargo, estas potenciales expectativas que ofrecerían la detección de esteroides en pelo, para la monitorización de la actividad reproductiva, están limitadas por la falta y complejidad de las metodologías de extracción de hormonas y obtención de anticuerpos específicos. Esto conlleva a que actualmente no se contemple como una técnica rutinaria de estudio. Además, la permanencia en el pelo de esteroides sexuales durante largos periodos de tiempo, incluso meses y años, (Gleixer y Meyer, 1997), limitan aún más sus posibles aplicaciones para estudiar los diferentes parámetros de la actividad reproductiva (periodos de actividad ovulatoria cíclica y anestro estacional y postparto). De este modo, sería posible encontrar niveles elevados de progesterona durante el anestro estacional, consecuente con su secreción durante el periodo de actividad ovulatoria cíclica (Santiago-Moreno et al., datos no publicados). Para paliar esta limitante, es necesaria una mayor información sobre la relación entre los ciclos anuales de muda del pelo y el ciclo anual de actividad reproductiva (Santiago-Moreno et al., 1997).

Estacionalidad reproductiva en rumiantes silvestres

En la mayoría de las especies animales, mantenidas en su hábitat natural, los efectos del medio ambiente inciden directamente sobre los individuos, determinando, a lo largo del año, los períodos de reproducción así como su intensidad, de tal manera que el inicio y finalización de su actividad reproductiva están condicionados por factores tales como las variaciones de la duración del día (fotoperíodo) y situación geográfica (latitud), temperatura, disponibilidad de alimento, relaciones interindividuales, densidad de población, etc. La influencia de los factores ambientales sobre los procesos reproductivos ha conducido, en las distintas especies, al desarrollo de estrategias reproductivas, encaminadas a condicionar la época de partos a la estación del año con las condiciones ambientales climáticas  y de alimentación  más favorables para el crecimiento y desarrollo de las crías (Bronson, 1985; Martinet y Mondain-Monval, 1991). De este modo, la necesidad de la mayor parte de las especies de ungulados de parir en una época apropiada del año, donde las condiciones climáticas y las ofertas de alimento del medio natural permitan la óptima supervivencia y desarrollo de las crías, ha influido considerablemente en su fisiología reproductiva. Los periodos de actividad reproductiva y de anestro estacional están mediatizados por la duración de la gestación en las diferentes especies, ajustándose el inicio de la actividad ovulatoria a esos periodos que permitan el establecimiento de la paridera en la primavera. Así, animales con gestaciones largas (bovinos y equinos) comienzan su actividad reproductiva durante los días largos de primavera, mientras  aquellos con gestaciones más reducidas (ovinos, caprinos, cérvidos) establecen el inicio de su actividad ovulatoria en los días cortos del otoño. Un caso peculiar, dentro de los rumiantes silvestres, lo representa el corzo (Capreolus capreolus), cuya característica reproductiva más representativa es el carácter monoéstrico, con un comienzo de su actividad reproductiva en los días largos de Junio-Agosto, siendo el único artiodáctilo que utiliza la implantación retardada (diapausa embrionaria) como estrategia reproductiva (Flint et al., 1994). 

Los diferentes estudios encaminados al estudio de la actividad reproductiva de los rumiantes silvestres han puesto de manifiesto que la actividad reproductiva a lo largo del año presenta un marcado carácter estacional, de tal manera que el periodo de actividad sexual es muy corto, situándose generalmente durante los meses de Octubre, Noviembre y Diciembre, existiendo, no obstante, importantes variaciones dependiendo de su situación geográfica (latitud), de las características genéticas propias de la especie y de otros factores de tipo ambiental,  tales como la época de lluvias, variaciones de temperatura y disponibilidad de alimentos (Hafez, 1952; Asdell, 1964; Geist, 1971; Asher et al., 1999). La incidencia del origen geográfico sobre la estacionalidad reproductiva (Figura 1) es reflejada en el hecho de que aquellas originadas en altas latitudes y climas más fríos presentan un periodo de actividad ovulatoria cíclica más restringido que aquellas originadas cerca de los trópicos (Hafez, 1952). En general, los rumiantes silvestres, mantenidos en zonas temperadas, son reproductores estacionales con actividad reproductiva en otoño y parto en la primavera. 

El íbice alpino (Capra ibex ibex), localizado a 50º de latitud Norte, presenta una estación reproductiva restringida al mes de Diciembre, mientras que las poblaciones de íbice caucasiano (Capra Cylindricornis) y la cabra de Pakistán (Capra aegragus), situadas en latitudes medias (40ºN), presentan una estación reproductiva de Octubre a Noviembre. En nuestro país, la cabra montés (Capra pyrenaice hispanica), mantenida a 37ºN, si bien presenta un pico de actividad reproductiva de Octubre a Diciembre, se observan cubriciones en los meses de Marzo. No obtante, incluso den poblaciones ubicadas en la misma latitud y geográficamente próximas, pueden detectarse diferencias significativas en los periodos de cubrición y paridera, de unos 15-20 días, determinados por la altitud, humedad y clima, lo que resalta la gran sensibilidad de estas especies a la interacción de estos factores con la latitud y componente genético, tal como ha sido observado en poblaciones adyacentes dentro de la Reserva Nacional de Tejeda y Almijara en Málaga (Santiago-Moreno et al., datos no publicados). En latitudes muy bajas (10-15º N),  el Íbice de Etiopía (Capra ibex walia), es capaz de reproducirse durante todo el año (Heptner et al., 1966; Couturier 1962; Nievergelt, 1974; Schaller, 1977; Alados y Escós, 1996).  De igual forma, el efecto de la latitud es apreciable los cérvidos. Si bien, el ciervo rojo europeo (Cervus elaphus) presenta un periodo de actividad cíclica, a 50ºN,  desde los meses de Octubre a Enero, en las poblaciones de ciervo ibérico (Cervus elaphus hispanicus), mantenidos a 39ºN, este periodo se encuadra en los meses de Septiembre a Marzo (García et al., 2001). El arruí (Ammotragus lervia), un rupicáprido originado en el norte de Africa, se caracteriza por una larga estacionalidad reproductiva que se extiende desde Octubre hasta Junio (ver Hafez, 1952). 

El muflón es clásicamente considerado como reproductor de días cortos, con un periodo de actividad reproductiva coincidente con la disminución del fotoperiodo de otoño. Aunque los primeros trabajos indican una corta estación reproductiva, que se extiende de Octubre a Enero (Hafez, 1952), ha sido observado un significativo rango de variación en la longitud de su fase sexual activa, cuando se utilizan métodos convencionales de estudio, tales como la observación del comportamiento sexual y estudios postmortem. Pfeffer (1967), mediante observaciones de campo del comportamiento gregario y sexual apunta que el muflón, en su isla nativa de Córcega (40ºN de latitud) presenta dos picos de actividad reproductiva; uno más intenso y duradero en el otoño y otro, menos acentuado, en la primavera (Figura 1). Trabajos realizados por Bosch (1991) utilizando una metodología similar y en la misma latitud, sugieren que el  periodo de actividad reproductiva en esta especie se extiende de Octubre hasta Diciembre. Bottorff (1975), mediante el examen postmortem  del aparato genital de la muflona (presencia o ausencia de cuerpos lúteos y presencia de úteros gestantes), estableció que, a la misma latitud, el muflón comienza su actividad ovulatoria en Septiembre y finaliza en Enero, indicando que muflonas con crías lactando, pueden presentar actividad sexual durante la primavera. Por otro lado, Lincoln (1990), mediante estudios endocrinos (determinación de las concentraciones plasmáticas de testosterona y de FSH) indica que la actividad reproductiva de machos de muflón, mantenidos a 56ºN de latitud, se extiende desde Octubre hasta Diciembre. Estas discrepancias, en cuanto a los resultados descritos, pueden ser determinadas por las diferentes metodologías de estudio realizadas  y por la diferente localización geográfica de sus observaciones. Considerando que el patrón de secreción de progesterona refleja la actividad del cuerpo lúteo, la evolución anual de sus concentraciones plasmáticas permite obtener una información precisa y objetiva de su actividad ovulatoria cíclica.  De este modo, el perfil anual de secreción de progesterona, determinado a partir de muestras de sangre recogidas dos veces a la semana, en muflonas mantenidas en cautividad en su latitud de origen (40ºN 25’N), muestran la existencia de una estacionalidad reproductiva bien definida, caracterizada por un periodo de actividad ovulatoria cíclica con ciclos regulares de progesterona que se extiende desde Octubre hasta Abril/Mayo (Santiago Moreno et al., 2000a). 
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