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RESUMEN

El objetivo general de este trabajo fue estudiar la respuesta reproductiva a la 1A a
Tiempo Fijo (IATF) de ovejas sincronizadas con dos dosis de un analogo sintético de
PGF2a (PG) administradas a diferentes intervalos de tiempo. El experimento fue
realizado en la UTU Escuela Agraria “La Carolina” (Ruta 23, Km 162.5; Ismael Cortinas,
Flores, Uruguay; 33°S-57°0), en estacion reproductiva (abril a junio). Se utilizaron 494
ovejas raza Corriedale (383 multiparas y 111 nuliparas), conformandose cinco grupos
mediante bloqueo por categoria, condicién corporal y peso vivo (n294 animales cada
uno). Cada grupo fue sincronizado con dos dosis de un analogo sintético de PG
separadas 7, 10, 12, 14 6 16 dias (grupos PG7, PG10, PG12, PG14 y PG16
respectivamente). Se realizé IATF (Dia 0) a las 48 (grupo PG7) 6 56+1.5 horas pos
segunda PG (grupos PG10, PG12, PG14 y PG16 respectivamente), con semen pool
fresco y diluido de 6 carneros adultos. Se evaluo el porcentaje de ovejas que ovularon
(ovejas que ovularon/total de ovejas*100), la tasa ovulatoria (cuerpos Iuteos/oveja que
ovula; TO) y el nivel ovulatorio (cuerpos luteos/total de ovejas sincronizadas) mediante
ecografia transrectal al Dia 10; la tasa de no retorno al estro entre el Dia 12 y 21
(NR_D21; ovejas que no retornan al estro/total de ovejas*100) mediante deteccion con
retarjos pintados (3/100 ovejas); la fertilidad (ovejas gestantes/total de ovejas*100),
prolificidad (fetos/ovejas gestantes) y fecundidad (fetos/total de ovejas*100) mediante
ecografia transabdominal al Dia 60. No se observaron diferencias significativas en el
porcentaje de ovejas que ovularon (92.6, 93.7, 95.8, 97.9 y 98%) ni en la TO (1.33,
1.47, 1.36, 1.46 y 1.43) entre los grupos comparados (PG 7, PG10, PG12, PG14 y
PG16 respectivamente; P>0.05). Sin embargo, el grupo PG7 (1.23) presentd un menor
nivel ovulatorio que los grupos PG14 (1.43) y PG16 (1.40) (P<0.05). Se observo una
mayor tasa de NR_D21, fertilidad y fecundidad en los grupos PG12 (50.0, 49.0 y
64.6%), PG14 (61.7,59.6 y 76.6%) y PG16 (61.2, 59.2 y 74.5%), respecto a los grupos
PG7 (35.8, 32.6 y 38.9 %) y PG10 (33.3, 31.3, 40.6%; NR_D21, fertilidad y fecundidad
respectivamente) (P<0.05), sin diferencia estadistica entre ellos. No se observaron
diferencias significativas de prolificidad (1.19, 1.30, 1.32, 1.29 y 1.26) entre grupos
comparados (PG 7, PG10, PG12, PG14 y PG16 respectivamente; P>0.05). Se concluye
gue una separacion de las dosis de PG mayor o igual a 12 dias determina una mejor
respuesta reproductiva a la IATF via cervical con semen fresco.



SUMMARY

The aim of this experiment was to study the reproductive outcome to timed artificial
insemination (TAI) of ewes synchronized with two doses of a synthetic analogous
PGF2a (PG) administered at different interval times. The experiment was conducted at
the UTU Agricultural School “La Carolina” (Ruta 23, Km 162.5; Ismael Cortinas, Flores,
Uruguay; 33°S-57°W), during the breeding season (April to June). 494 Corriedale
multiparous and nulliparous (383 multiparous and 111 nulliparous) ewes were allotted to
five groups (n=94/group) blocked by parity, body condition score and live weight. Each
group was synchronized with two doses of a synthetic analogous PG, separated 7, 10,
12, 14 or 16 days (groups PG7, PG10, PG12, PG14 and PG16 respectively). TAI (day
0) was performed 48 hours (group PG7) or 56+1.5 hours (groups PG7, PG10, PG12,
PG14 and PG16 respectively) after second PG, with diluted fresh pool semen from six
adult rams. The percentage of ewes that ovulate (ewes that ovulate/total ewes*100), the
ovulatory rate (CLs/ewe that ovulated; TO) and the ovulatory level (CLs/total
synchronized ewe) was assessed by transrectal ultrasound at Day 10; the rate of the
non-return to estrus between Days 12 and 21 (NR_D21; non-return to estrus ewes/total
ewes*100), prolificacy (fetus/pregnant ewe) and fecundity (fetus/total ewes*100) were
assessed through transabdominal ultrasound at Day 60. No significant differences were
observed in the percentage of sheep that ovulate (92.6, 93.7, 95.8, 97.9 y 98%) orin TO
(1.33, 1.47, 1.36, 1.46 and 1.43) among the compared groups PG7, PG10, PG12, PG14
and PG16 respectively; P< 0.05). However, group PG7 (1.23) presented a lower
ovulatory level tan groups PG14 (1.43) and PG16 (1.40) (P< 0.05). Higher NR_D21,
fertility and fecundity was observed in groups PG12 (50.0, 49.0 and 64.6%), PG14
(61.7, 59.6 and 76.6%) and PG16 (61.2, 59.2 and 74.5%) in comparison to groups PG7
(35.8, 32.6, and 38.9%) and PG10 (33.3, 31.3, 40.6%; respectively P< 0.05), with no
differences among them. No significant differences in prolificacy (1.19, 1.30, 1.32, 1.29,
and 1.26) were observed among compared groups (PG10, PG12, PG14 and PG16
respectively; P>0.05). In conclusion, a separation between PG doses higher of 12 to 16
days promotes better reproductive results to TAI via cervical using fresh semen.



1. INTRODUCCION

En Uruguay la explotacién de la especie ovina ha tenido histéricamente una gran
importancia social y econdmica para el pais y para los productores uruguayos (Bonino,
2004; Montossi, 2011). Las coyunturas comerciales (crisis internacional de los precios
de la lana), y presion de otras actividades agropecuarias en la Ultima década (Censo
General Agropecuario, 2011), se han reflejado en una importante disminucion del stock
ovino desde los afios 90 (de mas de 25 millones a un poco mas de 8 millones de
cabezas; DI.CO.SE, 2013). En la actualidad, se podria decir que el rubro ovino esta
posicionado mejor que nunca para maximizar los resultados econdémicos de los
sistemas ganaderos, sobre todo en aquellos que tienen una baja relacién ovino-
vacuno (Salgado, 2011). El desafio para estos sistemas es producir mas y mejor con
similar nimero de ovejas, imprimiendo un valor agregado al rubro lana y carne en el
caso de los ovinos (Montossi, 2010). La reciente apertura de mercados de alto poder
adquisitivo para nuestra carne ovina sin hueso (Presidencia, 2013), es otra sefal
positiva para el rubro que seguramente tendra incidencia en la evolucion de la demanda
y por ende en su viabilidad productiva futura.

La inseminacion artificial (IA) es una de las herramientas tecnoldgicas
disponibles para potenciar esta productividad debido a que permite un mayor y mejor
aprovechamiento de los reproductores, maximizando el progreso genético en la
introduccion o difusiéon de una raza y/o la realizacion de cruzamientos (Duran del
Campo, 1980; Menchaca y Rubianes, 2004; Vifioles, 2011a). Sin embargo la IA ha sido
una herramienta histéricamente poco difundida en nuestro pais (menos del 10% de las
ovejas de cria son servidas de esta forma por afio; Fernandez-Abella D., comunicacién
personal). Como causales de esta baja adopcion se identifican problemas de manejo y
de costos derivados del extenso tiempo que implican los trabajos de IA, implicando una
mayor mano de obra, y predisponiendo a los animales a mayores riesgos sanitario por
enfermedades transmisibles (Menchaca y Rubianes, 2004; Olivera y Gil, 2005).

Una alternativa tecnoldgica que podria minimizar estos problemas es la IA a
tiempo fijo (IATF) ya que elimina la rutina diaria de deteccion de estros (Vifioles, 2011a).
Esta tecnologia permitiria un uso mas eficiente de la escasa mano de obra de nuestros
predios, realizar alimentacion focalizada “precisa” pre-servicio y pre-parto, generar una
paricion concentrada permitiendo un mejor control de la misma y en consecuencia una
mayor supervivencia perinatal, y generar ademas lotes de corderos mas parejos
(Olivera y Gil, 2005), aumentando asi la eficiencia reproductiva global y el retorno
econdmico del sistema (Martin y col., 2004). Sin embargo, la IATF ha sido empleada
principalmente solo a nivel de cabafias (algo mas de 90.000 ovejas inseminadas por
zafra; Fernandez-Abella D., comunicacion personal), siendo una biotecnologia
reproductiva escasamente utilizada por los productores de majadas generales. Para



alcanzar una masificacion en la adopcion de la IATF en estos productores es importante
primero lograr aceptables resultados reproductivos por via cervical, con protocolos de
bajo costo, de facil implementacion, y que consideren aspectos importantes para
nuestros mercados acerca del bienestar “humano-animal-ambiental” (residuos en carne
y leche, estrés animal por manejo, residuos en el ambiente) (Fierro, 2010; Olivera-
Muzante y col., 2011a). Para ello es necesario investigar y validar nuevos protocolos de
sincronizacion de estros y ovulaciones, que equiparen los resultados de los
tradicionales métodos con progestagenos y gonadotropinas utilizados hasta el
momento. En este sentido, empleando protocolos de IATF utilizando analogos de
PGF2a basados en una disminucion del intervalo en dias entre las dosis (7 dias,
protocolo Synchrovine®), no se han alcanzado avances sustanciales (Rubianes y col.,
2004; Olivera-Muzante y col., 2011ab; Olivera-Muzante y col., 2013; Fierro y col., 2014).
Sin embargo, a partir de trabajos de investigacion basica y una profunda revision del
tema (Fierro y col., 2011; Fierro y col., 2013) surgen nuevas hipotesis de trabajo a
considerar. Analizando las mismas, Dutra da Silveira y Soler (2013) y Hourcade y Pechi
(2014) han obtenidos resultados promisorios que este nuevo trabajo de tesis busca
como objetivo principal validar.

2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Fisiologia reproductiva ovina

La oveja es una especie poliéstrica estacional de dia corto, es decir que a lo
largo del afio tiene una estacién sexual y un periodo de anestro (superficial o profundo
segun la latitud), regulado por un mecanismo neurohormonal (Duran del Campo, 1980).
El ciclo estral es un conjunto de eventos que se repiten sucesivamente, teniendo una
duracion promedio de 17 dias (rango de 14 a 19; Ungerfeld, 2002). La duracién de la
estacion de apareamiento varia con la nutricion, la duracion del dia (ya que la actividad
estral esta regida por el fotoperiodo y comienza en la época en que los dias se hacen
mas cortos), y con la raza (Cuadro 1) (Duran del Campo, 1980; Fernandez-Abella,
1993; Hafez y Hafez, 2002). El apareamiento se realiza preferentemente a fines de
verano y durante el otofio, en los cuales se observa el comportamiento de estro y
ovulaciones espontaneas (de Castro y col.,, 2007), produciéndose los partos en
primavera cuando las condiciones climaticas son mas favorables, incrementando de
esta manera la supervivencia de los corderos recién nacidos (Pineda, 1991). Los
acontecimientos mas importantes en el ciclo estral durante la estacion reproductiva son
el estro, ovulaciéon, formacion, desarrollo y regresion del cuerpo lateo (CL); seguido de
anestro o periodo de inactividad sexual, que prosigue hasta el primer estro de la
temporada siguiente (Duran del Campo, 1980).



Cuadro 1. Inicio y finalizaciobn de la estacion de cria para distintas razas ovinas
presentes en Uruguay (Fernandez-Abella, 1993).

Comienzo estacion Fin estacién
Raza reproductiva reproductiva
Merino Setiembre — Octubre Junio — Julio
Ideal y Merilin Octubre — Noviembre Junio — Julio
Corriedale y Hampshire Diciembre — Enero Junio — Julio
Down
lle-De-France y Romney Enero — Febrero Junio — Julio
Marsh
Lincoln y Texel Febrero — Marzo Junio — Julio

2.2 Etapas del ciclo estral v desarrollo folicular

El ciclo estral de la oveja se puede dividir en 4 etapas: proestro (desde el
comienzo de la lutedlisis hasta el inicio del estro), estro propiamente dicho, metaestro
(desde el final del estro hasta la formacion del CL) y diestro (presencia de CL activo)
(Ungerfeld, 2002). Una forma mas simple de dividir el ciclo estral, es denominarlo segun
la estructura que domine en el ovario durante cada momento, siendo la fase folicular
donde se produce el desarrollo final de los foliculos, la ovulacién y el comienzo de la
formacion del CL con mayor presencia de estradiol (E2), y la fase luteal destacando la
presencia del CL y la progesterona (P4) que éste produce hasta la lisis del mismo
(Ungerfeld, 2002; Senger, 2005), el CL tiene una actividad funcional de entre 14 y 15
dias en la oveja (Hafez y Hafez, 2002) y durante 12 de estos dias tiene niveles altos de
P4 (Coy Fuster, 1995). El estro tiene una duracion de 24 a 36 horas dependiendo de la
raza, edad, estacion de afio y presencia del macho (Fernandez-Abella, 1987; Hafez y
Hafez, 2002). La ovulacidn es espontanea y se presenta al final del estro, unas 24 a 27
horas de iniciado éste (Fernandez-Abella, 1987; Hafez y Hafez, 2002).

La ultrasonografia transrectal diaria de los ovarios nos ha permitido el estudio de
la foliculogénesis (Hafez y Hafez, 2002; Vifioles y col., 2010). Mediante ésta técnica se
ha determinado que tanto en la estacion reproductiva, como en la transicion al anestro y
durante el anestro estacional el desarrollo de los foliculos ocurre en forma de ondas (2
a 4 ondas) (Ginther y col., 1995; Souza y col.,, 1996; Ravindra y Rawlings, 1997,
Bartlewski y col., 1998; Adams, 1999; Evans y col.,, 2000). Lo mas comun es que
ocurran 3 ondas foliculares durante un ciclo estral (Ginther y col., 1995; Bartlewski y
col., 1999; Vifioles y col., 1999; Evans y col., 2000), emergiendo las mismas los dias 0,
6 y 11 del ciclo aproximadamente, aunque solo se sabe el dia de emergencia exacto de
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la primera onda (Menchaca y Rubianes, 2012) (Figura 1). Vifioles y col. (2002),
sostienen que la condicion corporal afecta el nimero de ondas que se desarrollan
durante el ciclo. Ovejas con 4.1 puntos de condicion corporal (escala O a 5, Russel y
col., 1969) desarrollan un patron constante de 3 ondas, mientras que ovejas con 1.9
puntos de condicion corporal desarrollan 2 o 3 ondas. Dado que las ovejas gordas
tienen una tasa ovulatoria (TO) mas alta que las flacas (peso “estatico”), se plantea la
asociacion positiva entre la condicion corporal, el nUmero de ondas foliculares y la TO.
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Figura 1. Esquema del crecimiento folicular en ondas en la oveja (en base a Senger,
2005; Fierro, 2010).

CL: cuerpo luteo; P4: progesterona; FSH: hormona foliculo estimulante; LH: hormona luteinizante; S: seleccién
folicular; FD: foliculo dominante de la onda folicular; A: atresia (en presencia de altos niveles de P4, el FD de esa
onda se atresia, se produce el recambio folicular -R-, y una nueva onda comienza con un pico previo de FSH, el cual
se produce en presencia del FD de la onda anterior); IN: inhibina; E2: 17 B - estradiol; el FD secreta E2, ante la
disminucion de la P4, el foliculo sigue creciendo, produciendo E2, por retroalimentacion positiva se libera LH y se
genera el pico preovulatorio de LH, el cual dar& lugar a la ovulacion del/los FD. F. Folicular: fase folicular.

Antes de la emergencia de cada onda folicular ocurre un aumento en la
concentracion de la hormona foliculo estimulante (FSH), la cual produce el
reclutamiento de los foliculos antrales sensibles a esta hormona (Ginther y col., 1995;
Souza y col., 1997; Ungerfeld y col., 2002). Los foliculos que continlan su crecimiento
secretan inhibina y producen una retroalimentacion negativa sobre la secrecién de FSH
en la hipdfisis limitando el fendmeno de reclutamiento (Mc Neilly y col., 1991; Gonzalez-
Bulnes y col., 2004, citado por Fierro, 2010). Por lo tanto los foliculos que siguen
creciendo van a cambiar su dependencia a la hormona luteinizante (LH) debido a que
adquieren receptores para LH en las células de la granulosa (Ireland, 1987, citado por
Bo y Caccia, 2002), comenzando la fase de seleccion folicular y de esta manera uno o
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varios de los foliculos continuardn su desarrollo (Ginther, 2000) (Figura 1). En este
momento comienza la sintesis de E2, que colabora con la inhibicion de los niveles de
FSH (Baird, 1983; Ginther y col., 1996), y que a su vez estimula la secrecion pulsatil de
LH y de GnRH (hipotalamo) (McNatty y col., 1981; Campbell y col., 1999; Driancourt,
2001) (Figura 2). La tasa de crecimiento del foliculo dominante es de 1 mm/dia, logra su
mayor tamafio 3 dias después de la emergencia llegando a 5 mm aproximadamente,
teniendo mayor didmetro en la primera y la Ultima onda folicular (Vifioles y col., 2001).
Se calcula que la duracion necesaria para el desarrollo de un foliculo antral hasta el
momento de la ovulacion es de alrededor de 10 dias en animales domésticos
(Cunningham y Klein, 2009).

La P4 circulante juega un papel importante en el recambio folicular de los
pequefios rumiantes (Rubianes, 2000), debido a su accién sobre la LH (Figura 2).
Cuando los niveles de P4 son altos la LH disminuye su pulsatlidad y el foliculo
dominante (FD) de la onda deja de producir E2, concluyendo su actividad funcional,
comenzando a aumentar nuevamente la FSH y con ello el recambio folicular
originandose una nueva onda folicular (Ginther y col., 1995) (Figura 1). También es
necesario niveles altos de P4 denominado “priming de P4” para que se pueda producir
el estro (Ungerfeld, 2002).

HIROTALAMO

: Centro
. 13 Tonico

P4

Feedback
Negativo

Ovario Ovario

Figura 2. Esquema de la regulacion hormonal del eje hipotdlamo-hipdfisis-ovario.
(Elaborado en base a Senger, 2005).

LA: |6bulo anterior. LP: I6bulo posterior de la hipdfisis. QO: quiasma optico. CL: cuerpo lUteo; P4: progesterona; FD:
foliculo dominante; E2: 17 B — estradiol; INH: inhibina. El hipotdlamo libera GnRH, esta hormona actla en la hipdfisis
liberando FSH y LH; este mecanismo es regulado de dos maneras diferentes segun la estructura ovarica presente
(CL o FD). El CL secreta P4 que produce una retroalimentacién negativa sobre la sintesis de GnRH y LH; el FD
secreta E2 e INH que producen una retroalimentacion negativa sobre la sintesis de FSH y retroalimentacién positiva
sobre la secrecion de GnRH y LH.
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Ginther y col. (1995) después de muchos estudios pudieron comprobar la
existencia del fendbmeno de dominancia folicular en la oveja. Luego otros autores
observaron diferencias de la dominancia entre la fase luteal y la folicular encontrando
en esta Ultima fase mayor dominancia (Lopez-Sebastian y col., 1997; Rubianes y col.,
1997; Evans y col., 2000; Gonzalez-Bulnes y col., 2001; 2004). Dentro de la fase luteal
se observa una mayor dominancia en la etapa temprana, con respecto a la media y
tardia (Seekallu y col., 2010). Todos estos fendbmenos estan regidos por la P4 y sus
diferentes concentraciones a lo largo del ciclo estral. Pero la oveja tiene la capacidad de
reclutar mas de un foliculo dominante, lo cual se denomina co-dominancia, permitiendo
ovulaciones multiples tanto de la misma onda como de ondas consecutivas
(Scaramuzzi y col., 1993). Esto crea una interrogante sobre el fenébmeno de dominancia
folicular en los ovinos.

Los niveles de P4 influyen en el crecimiento folicular. Con la implementacion de
diferentes tratamientos con P4 exdgena en ovejas se determind que niveles
supraluteales de esta hormona (niveles superiores a los de una fase luteal normal),
afectan el crecimiento del foliculo mayor de la primera onda promoviendo el recambio
folicular y el desarrollo de un mayor nimero de ondas (Rubianes y col., 1996; Vifoles,
2011ab). Por el contrario, algunos autores generaron en los dias 6 a 9 del ciclo estral
niveles de P4 subluteales, determinando que la vida media del foliculo mayor de la
primera onda se prolongara, extendiéndose el efecto de dominancia sobre los foliculos
subordinados (Stock y Fortune, 1993; Vifioles y col., 1999). Si este foliculo finalmente
ovula la fertilidad potencial se vera disminuida (Revah y Butler, 1996).

La lutedlisis (regresion fisioldgica del CL) marca el final de la fase luteal, siendo
mediada ésta por la PGF2a endometrial. En ese momento comienzan a decaer los
niveles de P4 y de ésta manera comienza a prepararse la ovulacion, observandose una
mayor pulsatilidad de la LH (Figura 1), debido a que se corta la retroalimentacion
negativa sobre la secreciéon de GnRH (Figura 2), elevandose la concentracion de E2
proveniente del foliculo pre ovulatorio (FPO).
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2.3 Inseminacién artificial

La IA es una técnica de reproduccion en la cual se introduce el semen colectado
artificialmente de los machos en el tracto genital femenino a través de medios
artificiales sin producirse la monta o el coito, para dar origen a un nuevo feto (Duran de
Campo, 1980; Hopkings y Evans, 1991; Fernandez-Abella, 1995).

La IA presenta varias ventajas, entre ellas la posibilidad de masificar el uso de
reproductores genéticamente superiores para caracteristicas de interés productivo
(didametro de lana y peso de vell6n, peso corporal, conformacion, etc.), ya que aumenta
la cantidad de hembras que pueden ser cubiertas con el mismo macho (Duran del
Campo, 1980; Gil, 2002; Menchaca y Rubianes, 2004; Vilariio y Menchaca, 2007).
Desde el punto de vista operativo permite el uso de machos incapacitados fisicamente,
y permite el transporte del material genético de forma mas econGmica con menores
riesgos en el transporte del reproductor. Desde el punto de vista sanitario evita el
contacto directo de macho y hembra previniendo la transmisiéon de enfermedades
venéreas (Gil, 2002).

Sin embargo, la utilizacion de la IA en ovinos no se ha expandido de la misma
forma que en bovinos (Rubianes y Ungerfeld, 2002), ya que ademas de las ventajas
expuestas posee desventajas asociadas a su aplicacion (Evans y Maxwell, 1987; Duran
del Campo, 1993). Por un lado la produccion ovina en nuestro pais es principalmente
extensiva, y eso sumado a la natural dificultad en la deteccion de estros en esta
especie, determina un punto critico en la eficiencia de esta biotecnologia. Por otra
parte, la oveja posee una compleja anatomia reproductiva (Gil y Olivera, 2005), ya que
el cérvix a pesar de tener un aspecto exterior tubular, en su interior esta casi totalmente
obstruido por tres a siete repliegues de mucosa, conformando anillos que se suceden
unos detras de otros. En el centro del cérvix se abre un pequefio orificio que sirve para
el pasaje de los espermatozoides hacia el Utero, teniendo en su apertura exterior una
papila (también denominada flor radiada) que hace méas complejo su pasaje. Esta
compleja anatomia que actia como barrera, y la imposibilidad de fijar manualmente el
cérvix ovino en forma practica y no cruenta, dificulta la inseminacion a través del mismo
tal cual se hace en la vaca (Duran del Campo, 1980; Hafez y Hafez, 2002).
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2.3.1 Técnicas de inseminacién artificial

Las diferentes técnicas de I|A existentes varian dependiendo el sitio de
deposicion del semen. Pudiendo ser: vaginal profunda o “a ciegas”, cervical o
pericervical, intrauterina quirdrgica, o intrauterina laparoscépica (Gil, 2002) (Figura 3). A
continuacién describiremos brevemente en qué consiste cada una de ellas.

Figura 3. Izquierda: IA por técnica vaginal profunda o pericervical sobre el tubo
Derecha: IA por técnica intrauterina laparoscoépica en camillas.

La IA vaginal profunda consiste en la deposicion de semen cranealmente en la
vagina sin ubicar el cérvix. Presenta la ventaja de ser la técnica mas sencilla, rapida y
con menores requerimientos de instrumental (Gil, 2002). La inseminacion por via
cervical tiene las ventajas de ser un método muy sencillo y por lo tanto puede ser
aplicado en diversas condiciones de campo, y ademas de ser econdémico requiere poco
tiempo por oveja (Gil, 2002). Se ha demostrado que a mayor profundidad de la
deposicion del semen en el cérvix mejores seran los resultados reproductivos (Evans y
Maxwell, 1987; Eppleston y Maxwell, 1993). La inseminacién intrauterina quirdrgica es
mayormente utilizada con semen congelado o con menor dosis de espermatozoides (10
a 20 millones). La ventaja es que se pueden inseminar mas ovejas por eyaculado ya
gue puede reducirse la dosis, aunque debe de tenerse a las hembras con los estros
sincronizados, privarles de agua y alimento 12 horas antes de la IA, y es una técnica
mas compleja, costosa y lenta. La inseminacion intrauterina laparoscépica es una
intervencion menor a la anterior (Gil, 2002), es utilizada con semen congelado y ha sido
una técnica exitosa en superar la barrera que representa el cérvix ovino (Vilarifio y
Menchaca, 2007), al igual que la anterior es una técnica compleja en la que se
requieren cepos o camillas especiales y alta especializacion, entrenamiento y
conocimientos mas profundos sobre el tema, ademas de ser costosa y lenta, por lo que
no se aplica para inseminaciones masivas, y es cuestionada en algunos paises por no
considerar normas del bienestar animal (Gil, 2002; Martin y col., 2004).
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2.4 Sincronizacion de estros y ovulaciones en ovinos: protocolos

La IA tradicional a estro visto espontaneo genera un inevitable y prolongado
manejo diario de los ovinos en los corrales con el consecuente deterioro sanitario y
nutricional de la majada (Olivera y Gil, 2005). La forma de evitar esto es sincronizar los
estros y ovulaciones y realizar IATF (sin deteccién de estros). En los programas de
IATF se pueden utilizar diferentes protocolos hormonales de sincronizacion, ya sea en
base a progestagenos asociados a gonadotropinas (P4-eCG), o con el uso de analogos
sintéticos de prostaglandina F2a (PG).

2.4.1 Protocolos en base al uso de progestagenos asociados a gonadotropinas

Los protocolos con P4 (dispositivos vaginales impregnados en
medroxiprogesterona o acetato de fluorogestona) se utilizan tanto en anestro como en
la estacion reproductiva (Menchaca y Rubianes, 2004). Los mismos simulan la fase
luteal de un ciclo estral normal, por lo que la duracion del tratamiento es de 12 a 14 dias
(Gordon, 1999). Sin embargo su duracion puede ser reducida con éxito a 5-7 dias
(protocolos “cortos”), ya que se ha demostrado que es suficiente ese “priming” de P4
previo, ademas de evitar el posible “envejecimiento” folicular (por niveles sub luteales
de P4 sanguinea) que puede ocurrir con los protocolos “largos” (Vifioles, 2011a),
asociado en algunos reportes a menores tasas de prefiez (Fierro, 2010). Similares
resultados se han observado con los protocolos cortos tanto en anestro como en
estacion reproductiva (Ungerfeld y Rubianes, 1999; Vifioles y col., 2001).

Con la inclusion de la P4 exdgena (dispositivo) se produce el llamado feed back
negativo sobre la secrecion de GnRH y consecuentemente LH, al retirar el dispositivo
concluye el mecanismo inhibidor y comienza la liberacion de LH desencadenandose el
estro y la ovulacion (Ungerfeld y col., 2002). Para poder realizar IATF (sin deteccién de
estros) es necesario sincronizar las ovulaciones. Para ello al retiro de los dispositivos de
P4, se realiza la inclusion de una dosis de gonadotrofina coridnica equina (eCG). La
eCG es utilizada en dosis de 350 a 600 Ul dependiendo de la raza, peso y época del
afio. La ovulacidén ocurre entre las 60 y 65 horas aproximadamente luego de retirados
los dispositivos (Maxwell, 1986), variando la hora de inseminacién entre 48 y 60 horas
segun la via de eleccion y el método de preservacion seminal utilizado (Cognie y col.,
1970; Colas y col., 1973; 1974). La TO y la prolificidad pueden verse incrementadas con
estos protocolos debido a la capacidad de la eCG de ser foliculo estimulante.

El uso de estos protocolos tradicionales (P4-eCG) ha obtenido hasta el momento
mejores resultados reproductivos que protocolos de sincronizacién e IATF en base a
PG (Olivera-Muzante y col., 2011a; Vifioles y col., 2011). Sin embargo estos protocolos
presentan algunos inconvenientes respecto a las PG, como el ser bastantes mas
costosos (Olivera y Gil, 2005), poco practicos de aplicacion (requieren de mano de obra
calificada), dejan residuos en carne y leche en los animales (tiempo de espera mayor a
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30 dias; Biogen Plus® Biogenesis Bago, Esponjas Vaginales® Universal Lab), generan
desechos contaminantes para el medio ambiente (Martin y col., 2004; Menchaca y
Rubianes, 2004; Olivera y Gil, 2005), ocurren pérdidas de esponjas (2-3%), y generan
adherencias y/o vaginitis sino se asocian a antibiéticos (Durdn del Campo, 1980,
Contreras Solis y col., 2009). Por otra parte, el uso reiterado de eCG puede generar
ademds anticuerpos anti-eCG que alterarian el pico pre ovulatorio de LH, con la
consecuente potencial disminucion en la fertilidad (Roy y col., 1999; Drion y col., 2001a,
b; Maurel y col., 2003).

2.4.2 Protocolos en base al uso de prostaglandinas

El uso de estos protocolos esta restringido a la estacion reproductiva debido a
que la PGF2a actua como agente luteolitico (McCracken y col., 1970). Sin embargo,
esta hormona presenta la ventaja de que no se acumula en los tejidos, ya que se
metaboliza en un 99% en el pulmon (Light y col., 1994), no teniendo tiempo de espera
ni residuos que puedan contaminar el ambiente (Davis y col., 1980; Moller-Holtkamp,
1980), requisito cada vez mas demandado por los consumidores (Martin y col., 2004).
Ademas se trata de protocolos muy econdmicos y de facil aplicacion en comparacion
con los protocolos en base a P4-eCG (Olivera y Gil, 2005).

Para contrarrestar la rapida degradacién de la PGF2a se han creado varios
analogos sintéticos (Fierro y col., 2013). Se destaca el Clorprostenol por ser
mayormente utilizado, con una potencia cien veces mayor a la PGF2a (Binder y col.,
1974), debido a sus propiedades mas selectivas sobre el CL (Dukes y col., 1974), y su
mayor vida media (Baird y Scaramuzzi, 1975). Pocos articulos han reportado el uso de
INO 1052 (Delprostenate) (Bonifacino y Aragunde, 1981) a pesar de sus buenos
resultados (Fierro y col., 2013) (Cuadro 2). Por otra parte en la etapa luteal temprana el
CL parece requerir mayores dosis de PG para producir su lisis, debido a la mayor
actividad de la enzima 15-hidroxi prostaglandina deshidrogenasa (Fierro y col., 2013).

17



Cuadro 2. Diferentes analogos sintéticos de PGF2a y sus respectivas dosis (Fierro y
col., 2013).

Anélogo sintético Dosis Referencia
15-[RS]-metil-13,14-dihidro-PGF2a (ONO 2 mg* Hughes y col., 1976
453)
ICI1 79939 31.2 mg* Hearnshaw y col., 1974
16-aryloxy prostaglandina (Clorprostenoal, 50 mg* Baird y Scaramuzzi, 1975
IC1 80996)
16-aryloxy prostaglandina (Clorprostenol; 100 mg Acritopoulou-Fourcroy y
IC1 80996) col., 1977
Delprostenate (ONO 152) 40* mg si se aplica una Bonifacino y Aragunde,
sola inyeccion 1981
35* mg si se aplican dos
inyecciones
Dinoprost 10* mg si se aplica dos Loubser y van Niekerk,
inyecciones separadas 11 1981
dias

*Dosis minimas necesarias para producir lutedlisis

2.4.3 Respuesta fisiologica posterior a la administracion de una PG

La administracion de una dosis de PG produce una disminucion de los niveles de
P4 de una manera mas pronunciada respecto a lo que normalmente sucede en un ciclo
normal (Stacy y col., 1976). Por esta razon los ciclos inducidos por las PG pueden ser
algo mas cortos y el estro puede adelantarse (Cardenas y col., 2004; Fierro y col.,
2011), observandose la regresion completa del CL en forma fisiol6gica a las 72 h,
mientras que cuando se administra una PG la regresion se produce entre las 6 y 24 h
(Haresing y Acritopoulou, 1978). Las caracteristicas del pico de LH parecen ser
similares a lo que normalmente sucede (Acritopoulou y col., 1977; Haresign y
Acritopoulou, 1978; Thimonier, 1979), o bifasica (Carlson y col., 1973; Bindon y col.,
1979), debido a que el primer pico de LH produce una estimulacion sobre la secrecion
de E2 y éste por retroalimentacion positiva puede producir una segunda descarga de
LH.

Las alteraciones que se producen por la administracion de PG sobre la
funcionalidad del FPO, la TO, la fertilidad y la prolificidad son controvertidas (Gordon,
1999; Fierro y col., 2011; 2013). Algunos autores no encuentran diferencias en la
funcionalidad del FPO respecto a su capacidad de producir esteroides. Luego de la
luteolisis inducida por PG la produccion de P4 y la vida media del CL generado no
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tendria diferencias comparandola con lo que sucede con un estro espontaneo (Fierro y
col.,, 2011). Sin embargo, Letelier y col. (2011) sostienen que el FPO posee menor
namero de células de la granulosa con una consecuente menor produccion de
esteroides, afectandose la produccién consiguiente de P4. Esto coincide con un CL que
tiene una menor vida media (White y col., 1987). Con respecto a la TO y prolificidad
Bindon y col. (1979) y Houghton y col. (1995), concuerdan que la administracion de PG
en fase luteal media no influye en estos parametros. Sin embargo, otros autores
observaron una TO y/o prolificidad inferior cuando se administr6 PG en fase luteal
temprana en comparacion con un estro espontaneo (Forichi y col., 2004; Olivera-
Muzante y col., 2011b; Fierro y col., 2011). Para la explicacion de este fenédmeno
Barrett y col. (2002) proponen que al administrar PG en esta fase ocurriria una
alteracion en el reclutamiento folicular, producto de un aumento en los niveles de E2,
gue provocaria un patron de FSH alterado, y por ende una aceleracion de la ovulacion
(Liu y col., 2006). Por otra parte, se han reportado aumentos en los valores de TO
cuando la administracion de la PG es en la fase luteal media, por la posibilidad de la
ocurrencia de la ovulacion de foliculos provenientes de la segunda y tercer onda
(Bartlewski y col., 1999; Gibbons y col., 1999), o por el desarrollo de un FPO con menor
capacidad de producir esteroides, disminuyendo asi la retroalimentacion sobre la FSH y
permitendo asi la seleccién de mas de un foliculo en la misma onda folicular (Letelier y
col., 2011).

Cuando se inducen los estros con PG se reporta una menor fertilidad por
disminucién del nimero de contracciones miometriales hacia el oviducto (Davies y col.,
2006), por lo que habria una alteracion en el transporte de los espermatozoides,
llegando menos espermatozoides al sitio de fertilizacion (Hawk y Conley, 1975; Hawk y
Cooper, 1977; Bartlewski y col., 2003), sumado a que podria ocurrir una alteracion de la
mucosa vaginal alterando el transporte de los espermatozoides desde el cuello uterino
hacia el atero (Rubianes y col., 1997). Por otra parte se reporta, asociado al uso de PG,
una alteracién en el transporte de los gametos debida a alteraciones de la capacidad
esteroidogénica del FPO (White y col., 1987), ya que los esteroides preparan el
oviducto y el Utero para la fecundacion y el transporte del embrion, incluyendo la
induccion de las contracciones miometriales necesarias para dicho proceso (Meikle y
col., 2001; Sosa y col., 2008). El tratamiento de ovejas con PG conlleva a una menor
recuperacion de embriones, comparado con estros naturales (Schiewe y col., 1990;
Fierroy col., 2011), pero la calidad de los mismos no fue diferente (Fierro y col., 2011).

Al administrar una dosis de PG a un grupo de ovejas no sincronizadas, estas se
encuentran en diferentes dias del ciclo estral (Acritopoulou y Haresing, 1980; Houghton
y col., 1995), y por lo tanto en diferentes etapas de desarrollo luteal y/o folicular,
observandose una respuesta estral en el 60-70% de las ovejas tratadas (Fierro y col.,
2013). A mayor edad del CL la respuesta en horas desde la inyeccién de la PG al
comienzo del estro sera mas tardia (Houghton y col., 1995). Ademas, si al momento de
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la inyeccion de PG el foliculo dominante se encuentra en la fase de crecimiento o en
fase estatica se producira la ovulacién en un corto periodo de tiempo, mientras que si
se encuentra en regresion, tendra que emerger una nueva onda folicular que originara
el FPO, ocurriendo la ovulacion en forma mas tardia (Vifioles y Rubianes, 1998).

Los protocolos tradicionales con dos dosis de PG separadas entre 9 a 14 dias
inducen estros en la mayoria de los animales independientemente del momento en que
se administra la primera PG (Acritopoulou-Fourcroy y col., 1977; 1978). Sin embargo,
estos protocolos presentarian a priori dos grandes inconvenientes: 1) una gran
dispersion en la manifestacion de estros y ovulaciones, lo cual limitaria su uso para un
solo momento de IATF y, 2) una aparente menor fertilidad de los mismos en
comparacién con los protocolos en base a P4-eCG (Boland y col., 1978; Hackett y col.,
1981; Loubser y van Niekerk, 1981; Acritopoulou-Fourcroy y col., 1982). Las diferentes
condiciones de produccion comparadas (biotipos raciales, latitudes), el bajo numero de
animales empleados en alguno de estos ensayos, y la variabilidad de resultados
alcanzados, conllevan a no poder sacar conclusiones claras al respecto, y a limitar
hasta el momento su recomendacion de uso como protocolos de IATF en ovinos
(Menchaca y Rubianes, 2004, 2012; Fierro y col., 2013) (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Resultados reproductivos de diversos protocolos de sincronizacion en base a
la administracion de dos dosis de un analogo sintético de PGF2a (PG).

Protocolos n Tipo de Fertilidad Prolificidad Referencias
servicio (%)

2PGod 26 M.N. 65.0 - Boland y col., 1978

2PG9d+eCG 24 M.N. 53.8 -

2PG14d 26 M.N. 42.1 -

2PG14d+eCG 27 M.N. 714 -

MAP 14 d 23 M.N. 72.7 -

MAP 14 d + eCG 23 M.N. 85.7 -

2 PG 11 d (5 mg/dosis) 28 IATF20y32h 59.1~% - Loubser 'y van

2PG11d (10 mg/dosis) 28 IATF20y32h 75.37 - Niekerk, 1981

2PG11d 31 IATF 60 h 35 2.5 Hackett y col., 1981

2PG11d 31 IATF 72 h 52 1.7%

2PG11d 29 IATF60Y 72h 52 2.1%

2PG12d 42 IATF 56 h 54.8” 1.30 Acritopoulou-

2PG12d 32 IATF 60 h 3757 1.25 Fourcroy y col.,

2PG12d 39 IATF 66 h 30.8Y 1.41 1982

2PG12d 42 IATF56y66h 619" 1.42

MAP + eCG 45 IATF 55 h 37.87 1.88

* ¥ dentro de igual referencia difieren (P<0.05). Dentro de igual referencia datos presentados sin una letra
superindice en comun difieren (P <0.05).

Fertilidad: ovejas prefiadas/ovejas sincronizadas o encarneradas, Prolificidad: fetos/ovejas gestantes; 2
PG 9 d: dos dosis de PG separadas 9 dias y asi sucesivamente; MAP + eCG: esponjas vaginales
impregnadas en medroxiprogesterona y gonadotropina corionica equina a su retiro; M.N: monta natural,
IATF: inseminacion artificial a tiempo fijo.

2.4.4 Protocolo Synchrovine®

Contrariamente a lo que se sostenia por algunos autores (Acritopolou y
Haresign, 1980) se ha demostrado que el CL es refractario a la PG solo en los primeros
dos dias pos ovulacion (Rubianes y col., 2003; Contreras-Solis y col., 2009). Basandose
en ello, Rubianes y col. (2004) proponen acortar el intervalo entre dosis de PG para ser
utilizado en IATF.

Este protocolo denominado Synchrovine® (Rubianes y col., 2004), consiste en la
administraciéon de dos dosis de PG separadas 7 dias (rango de 6 a 8 dias; Menchaca y
Rubianes, 2004; Figura 4). Sin conocer el momento del ciclo estral en el cual se
administra la primera dosis de PG se induce la lutedlisis y la ovulacion (en aquellas
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ovejas con CL sensible a la PG) a los dos a cuatro dias mas tarde (Dia 0 o dia del
estro), dando lugar a la emergencia de la denominada “Onda 1”. La segunda dosis de
PG administrada 7 dias después, con la mayoria de las ovejas entre el Dia 3 a 5 del
ciclo estral y el foliculo de la Onda 1 en crecimiento, genera una importante
sincronizacion de estros (80% de los animales entre las 24 y 48 horas pos segunda
dosis de PG; Menchaca y col., 2004), y una ovulacion muy sincronizada (60 + 1 hora;
Rubianes y col., 2003; Contreras-Solis y col., 2009), por lo que permitiria su utilizacion
para IATF. El momento de IA se plante6 para la via cervical y semen sin preservacion
entre las 42 y 48 horas pos segunda dosis de PG (Menchaca y col., 2004).

Synchrovine (dos dosis de PGF2a separados 7 dias)

IATF
42h

PGFa, PGF,, -
(Dia0) (Hora 0)
Periodo ovulatorio .
~2a4dias Periodo ovulatorio

-—60 h
———— ——
U E> Owvulacién CL—3-5d > Ovlacion

o ) o () O

A O
Crecimiento o

B Ovulacion O_yg_!amén
Regresitn 1

X6

Dias desde la primera dosis de PGF2a

Figura 4. Respuesta al protocolo Synchrovine® segun la etapa folicular al momento de
la primera dosis de PGF2a (extraido de Menchaca y Rubianes, 2004).

La figura representa dos situaciones distintas de las ovejas con el foliculo mayor en crecimiento (A) o
regresion (B). Después de la primera dosis de PGF2aq, la ovulacion ocurre entre los dos y cuatro dias
posteriores (segun se esté en situacion A o B). El nuevo foliculo de la préxima onda folicular emerge
alrededor del dia de la ovulacién (es decir, entre los dos a cuatro dias). Cuando la segunda dosis de
PGF2a se administra siete dias mas tarde, el foliculo mas grande tiene de tres a cinco dias de edad y el
cuerpo lateo (CL) es sensible al tratamiento. Por lo tanto, los foliculos ovularan en un periodo sincrénico
entre las 48 y 72 h (~60 h). La inseminacion a tiempo fijo (IATF) se lleva a cabo 42 horas después de la
segunda dosis de PGF2a.

Sin embargo, y a pesar de esta alta sincronizacién de estros y ovulaciones (el
requisito mas importante para una IATF exitosa), los resultados alcanzados en términos
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de fertilidad han sido muy variables, no superando en promedio el 35-40% de prefiez
inseminando con semen fresco por la via cervical (Menchaca y col., 2004; Fierro y col.,
2007; Fossati y col., 2008; Bottaro, 2009; Contrera-Solis y col., 2009; Olivera-Muzante y
col., 2011ab; Olivera-Muzante y col., 2013; Fierro y col., 2014).

En la busqueda de mejores resultados con el protocolo Synchrovine® se han
evaluado diferentes alternativas y efectos sobre éste protocolo (Cuadro 4), como ser: la
categoria animal (Olivera y col., 2006; Gil y col., 2006), la asociacion con el efecto
macho (Contreras-Solis y col., 2009), el momento y la via de IA empleada (Menchaca y
col., 2004; Gil y col., 2006; Fosatti y col., 2008; Bottaro, 2009; Olivera-Muzante y col.,
2011a), la dosis y la separacién entre dosis de PG (Olivera-Muzante y col., 2011b), el
tipo de preservacion seminal (Gil y col., 2006; Bottaro, 2009), la inclusion de un analogo
sintético de GnRH (8 ug Buserelina) a las 24 6 36 horas luego de la segunda PG 6 al
momento de la IATF (Olivera-Muzante y col., 2011b; Olivera-Muzante y col., 2013), y su
asociacion con tratamientos nutricionales focalizados (Fierro y col., 2014). Sin embargo
las alternativas y/o efectos evaluados no lograron mejorar en forma considerable los
resultados del protocolo Synchrovine®.

Cuadro 4. Modificaciones y/o efectos evaluados sobre el protocolo de IATF
Synchrovine® y sus resultados reproductivos.

Protocolo n Fertilidad Prolificidad Fecundidad Referencia

(%) (%)

Synchrovine® IATF 42 h 152 36.8° - - Menchaca y col., 2004

Synchrovine® IATF 48 h 120 28.8% - -

Synchrovine® IATF 54 h 164 226 - -

Synchrovine® Primiparas 79 37° 1.032 38¢ Olivera y col., 2006

Synchrovine® Multiparas 90 40° 1.19° 48 °

Synchrovine® IU Primiparas SC 93 132 1.08° 14° Gil y col., 2006

Synchrovine® IU Multiparas SC 86 132 1.00° 13°

Synchrovine® IATF 42 h 82 27 ¢ 1.09° 29 ¢ Fossati y col., 2008

Synchrovine® IATF 48 h 96 31° 1.03° 32¢

Synchrovine® IATF 54 h 90 26 ¢ 1.04° 27%

Synchrovine® IATF 48 h 96 31° 1.03% 327 Bottaro, 2009

Synchrovine® IATF 42 h SR 89 6° 1.00 2 6°

Synchrovine® IATF 48 h SR 89 24 @ 1.00° 24 @

Synchrovine® IATF 54 h SR 91 222 1.052 2372
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Synchrovine® IATF 48 h + EM 24 62.5° - - Contreras-Solis y col.,
Synchrovine® IATF 55 h + EM 25 44" - - 2009
Synchrovine® IATF 51 h SR 107 122 1.042 12° Olivera-Muzante y col.,
Synchrovine® IATF 57 h SR 109 14 ¢ 1.072 15¢ 2011a
Synchrovine® IATF51hIUSR 109 43° 1.042 45 °

Synchrovine® IATF 57 h IU SR 113 51° 1.09° 56 °

Synchrovine® IATF 42 h 145 452 1.09°2 492 Olivera-Muzante y col.,
Synchrovine® IATF 48 h 145 51¢ 1.04°2 532 2011b
Synchrovine® 8 d IATF 42 h 147 33" 1.02°2 33°

Synchrovine® 8 d IATF 48 h 146 29° 1.19° 34°

Synchrovine® 111 50 @ 1.13°2 56 @ Olivera-Muzante y col.,
Synchrovine® DE IA 12 h 102 47 % 1.18° 55 ¢ 2011b
Synchrovine® + GnRH 42 h 104 38° 1.28% 49 ®

Estro Espontaneo 86 59 ° 1.39° 83"

Synchrovine® HD PGF2a 64 422 1.11°2 47 @ Olivera-Muzante y col.,
Synchrovine® LD PGF2a 63 24 ° 1.13°2 27° 2011b
Synchrovine® IATF IU SF 135 622 1.252 802 Fierro y col., 2011
Estro Espontaneo U SF 73 85° 1.50° 130°

Synchrovine® 101 426° 1.09° 46.5°2 Olivera-Muzante y col.,
Synchrovine® + GnRH 24 h 98 10.2° 1.00 ? 10.2° 2013
Synchrovine® + GnRH 36 h 95 33.7°2 1.13° 379°

Synchrovine® 100 46° 1.09° 49° Fierro y col., 2014
Synchrovine® + SupPr 93 56 @ 1.06% 59 @

Dentro de igual referencia datos presentados sin una letra superindice en comun difieren (P<0.05).

Synchrovine®: dos dosis de PGF2a separadas 7 dias e IA via cervical con semen fresco; IATF:
Inseminacién Artificial a Tiempo Fijo; IU: IA intrauterina; SC: semen congelado; SR: semen refrigerado
por 24 h; SF: semen fresco; EM: efecto macho; DE: deteccién de estros; GnRH: 8 ug de Acetato de
Buserelina; HD: dosis de 160 ug de Delprostenate; LD: dosis de 80 ug de Delprostenate. SupPr:
suplementacion proteica por 6 dias entre dosis de PGF2a. Fertilidad: ovejas gestantes/total de
ovejas*100; Prolificidad: embriones/oveja gestante; Fecundidad: embriones/total de ovejas*100.

En un trabajo de caracter basico, e intentando determinar el momento de fallas
y/o pérdidas repoductivas con este protocolo, Fierro y col. (2011; Cuadro 4) sugirieron
gue los bajos resultados reproductivos del protocolo Synchrovine®, en comparacion con
un estro espontaneo, se podrian asociar a un ambiente uterino con crecientes pero
bajas concentraciones de P4 durante el desarrollo del FPO (Onda 1), debido a la
presencia de un CL de tan solo 3-5 dias de edad. Esto estimularia un rapido
crecimiento y un mayor tamafio del FPO (Fierro y col., 2011), conllevando a una baja
capacidad de producir esteroides de ese foliculo, por lo tanto se podria formar un CL
gue secretaria menor cantidad de P4 (White y col., 1987). En consecuencia, ocurriria
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una ovulacién con menor calidad ovocitaria y por ende una menor sobrevivencia de los
embriones (Ashworth y col., 1989; Parr, 1992). Por otra parte, Barrett y col. (2002)
describieron que en un protocolo de doble dosis de PG, un 30% de las ovulaciones no
fueron seguidas por la formacion de un nuevo CL cuando la segunda dosis de PG fue
administrada en la fase luteal temprana. Todo lo anteriormente expresado explicaria la
menor TO, fertilidad, prolificidad y fecundidad observada con el protocolo Synchrovine®
cuando se lo compar6 con un estro espontaneo (Fierro y col., 2011).

Ha sido reportado que la disminucion de 14 a 8 dias en el intervalo entre las
dosis de PG determinan una menor tasa de fertilizacion al dia 3 (25% vs. 90%, Fairnie y
col., 1977), y que un incremento en el porcentaje de ovejas en estro (93.4% vs. 82.0%)
y de tasa de prefiez (84.9% vs. 75.3%) ocurrié cuando se adicioné una fuente de P4
externa 8 dias antes de la inyeccibn de PG (proporcionada por dispositivos
intravaginales; Loubser y van Niekerk, 1981). En base a la informacion previamente
presentada, surge la hipdtesis de que incrementando la separacion entre las dosis de
PG el desarrollo folicular se producira en un ambiente con mejores niveles de P4,
permitiendo un adecuado desarrollo folicular, no afectando la TO, determinando
mejores calidades ovocitarias y/o embrionarias, y por ende mejorando los resultados
reproductivos con estos protocolos (Fierro y col., 2013). Trabajos previos al respecto
(Cuadro 3), donde se analizan simultaneamente dos o un solo intervalo de separacion
entre dosis de PG por ensayo, el efecto de la dosis de PG utilizada, la hora de IATF, o
la inclusion de gonadotropinas; bajo diferentes condiciones de produccion (raza, latitud),
un bajo nimero de animales empleados, y una gran variabilidad de resultados, no
permiten sacar conclusiones claras al respecto.

En la bausqueda de validar esta hipotesis, y de poder emplear estos protocolos en
IATF, Dutra da Silveira y Soler (2013) y Hourcade y Pechi (2014) estudiaron en la
misma raza y momento del afio el desarrollo folicular previo, la respuesta y dispersion
de los estros, el momento de ovulacion y la respuesta reproductiva obtenida con dos
dosis de PG separadas 10, 12, 14 6 16 dias (fase luteal media y/o tardia del ciclo
estral). Estos autores observaron por un lado que los grupos con 10, 12 y 14 dias de
separacion entre las dosis de PG presentaron una mejor respuesta estral acumulada
(P<0.05) que el grupo con 16 dias. También observaron que el porcentaje de ovejas
gue demostrod estro entre las 24 y las 60 horas (intervalo de 36 horas) pos segunda PG
fue mayor (P<0.05) en el grupo con 10y 12 dias respecto a los grupos con 14 y 16 dias
de separacion entre las dosis. Sin embargo, realizando 1A con semen fresco por via
cervical sobre estro detectado, la concepcién del grupo con 14 y 16 dias de separaciéon
fue superior (P<0.05) a la de los grupos con 10 y 12 dias, pero similar (P>0.05) a la de
un grupo control con estro espontaneo (Dutra da Silveira y Soler, 2013) (Cuadro 5). Por
otra parte, no se apreciaron diferencias significativas (P>0.05) en el intervalo segunda
PG-inicio del estro, en el diametro folicular maximo y final, tasa de crecimiento folicular
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y/o momento de ovulacion en la comparacion de estos intervalos de separacion de
dosis de PG (Hourcade y Pechi, 2014).

Cuadro 5. Resultados reproductivos de diferentes protocolos de sincronizacion en base
a prostaglandinas (separacion de 10, 12, 14 y 16 dias entre dosis) e IA a estro
detectado, y estro espontaneo pre-sincronizado (Dutra da Silveira y Soler, 2013).

Ovejas que Concepcién  Fertilidad - Fecundidad
GRUPO = = (%) TO (%) (%) Prolificidad (%)
PG10 (n: 33) 97° 1.45°2 22.62 2192 1.17 @+ 25.0 2
PG12 (n: 33) 972 1.44% 21.2° 21.2° 1.57 2+ 33.3°
PG14 (n: 33) 942 1.392 54.8 *° 51.5 Po* 1.40 * 69.7 P°*
PG16 (n: 33) 70° 1.35° 41.7 30.3 %= 1.30 ® 39.4 @
EE (n: 32) 1002 1.33°2 51.5"% 51.5 ¢ * 1.12 57.6 ™

Valores con igual letra y * en igual columna difieren, 0.05 >P< 0.08.

PG10, 12, 14 6 16: ovejas sincronizadas con dos dosis de un analogo sintético de prostaglandina (160 ug
de Delprostenate/dosis) a intervalos de 10, 12, 14 6 16 dias respectivamente e |A a estro visto. EE:
ovejas en estro espontdneo presincronizado. Ovejas que ovularon: ovejas con CL/ovejas sincronizadas;
TO: cuerpos luteos/oveja ovulada; Concepcidn: ovejas gestantes/ovejas inseminadas*100; Fertilidad:
ovejas gestantes/total de ovejas*100; Prolificidad: embriones/oveja gestante; Fecundidad: embriones/total
de ovejas*100.

En base a lo anteriormente planteado, surge la necesidad de profundizar en
cuanto a la respuesta ovarica y la tasa reproductiva (fertilidad, prolificidad y fecundidad)
de estos protocolos cuando son utilizados en un programa de IATF.

3. HIPOTESIS

La administracion de dos dosis de PG inyectadas a intervalos de tiempo
mayores genera mejoras en la respuesta ovarica y/o reproductiva a la IATF en
comparacion con el protocolo Synchrovine®.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

El objetivo general del trabajo fue estudiar la respuesta reproductiva a la IATF de
ovejas sincronizadas con dos dosis de PG administradas a diferentes intervalos de
tiempo (7, 10, 12, 14 6 16 dias respectivamente).
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4.2 Objetivos especificos

Estudiar la respuesta ovéarica (porcentaje de ovejas ovuladas, TO y nivel
ovulatorio), y la respuesta reproductiva de estos protocolos (tasa de no retorno al estro
a 21 dias, fertilidad, prolificidad y fecundidad a los 60 dias pos IATF).

5. MATERIALES Y METODOS

El experimento fue realizado en la UTU Escuela Agraria “La Carolina” (Ruta 23
Km 162,5, Ismael Cortinas, Flores, Uruguay 33°S 57°0), en estacion reproductiva
(meses de abril a junio de 2012). Todos los procedimientos fueron avalados
previamente por el Comité de Bioética Animal de la Facultad de Veterinaria de la
Universidad de la Republica (Exp: 111400-000079-12).

5.1 Manejo animal

Se utilizaron un total de 494 ovejas raza Corriedale (383 multiparas y 111
nuliparas), reproductiva y sanitariamente aptas al momento del servicio, con una
condicion corporal (CC) de 3,2+0,3 y 3,5+0,2 (escala 1-5; Russel y col. 1969), y un peso
vivo (PV) de 54,5+6,3 y 50,3%+4,3 Kg (media + desvio estandar; multiparas y nuliparas
respectivamente). Las mismas fueron identificadas individualmente con caravanas
numeradas. Se utilizaron 6 carneros Corriedale reproductivamente aptos, clinica y
serologicamente libres de Brucella ovis (IDGA-DILAVE-MGAP, Montevideo, Uruguay),
manejados en similares condiciones, a los cuales se les realizé una valoracién seminal
previa para ser aprobar su utilizacién (criterios: >0.5cc; >2.5*10° espermatozoides/cc;
motilidad masal >3; motilidad individual >70%; morfoanomalias totales <20%).

5.2 Manejo nutricional y sanitario

En cuanto al manejo nutricional de los animales durante el ensayo la
alimentacion fue en base a pastoreo de campo nativo (suelos de Cristalino), con una
disponibilidad mayor a 600 Kg MS/ha, y con acceso de agua “ad libitum”. Respecto al
manejo sanitario se realizé un mes previo al comienzo del ensayo, un recuento de hpg
(huevos por gramo) en materias fecales y una dosificacion de los animales contra
parasitos gastrointestinales en funcion de resultados (Closantel al 15%, 10 mg/Kg
subcutaneo; Sinsaguay®, Laboratorio Rosembusch, Montevideo, Uruguay). A los 10
dias de la dosificacion antihelmintica se realizé un test de reduccion en el contaje de
hpg, comprobandose asi su eficacia. Los animales fueron vacunados contra clostridios
(Ultravac®, Laboratorio Merial; Montevideo, Uruguay), recibieron ademas un bafio podal
preventivo (sulfato de zinc al 10% durante 15 minutos), y un bafio de aspersion
precausional contra “piojo ovino” (Pirimifos metil 30%, Elimix®, Laboratorio Nutritec;
Montevideo, Uruguay).
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5.3 Disefo experimental

Se conformaron cinco grupos (n=94 ovejas/grupo) los cuales fueron
sincronizados con dos dosis de PG separadas 7, 10, 12, 14, 6 16 dias (grupos PG7,
PG10, PG12, PG14 y PG 16 respectivamente; 160 pg Delprostenate/oveja/dosis,
Glandinex®, Universal Lab, Uruguay), y clasificados mediante bloqueo por categoria
(nulipara 6 multipara), CC y PV. Cada grupo conto6 con 22, 20, 22, 22 6 23,y 73, 76, 74,
72 6 75 (ovejas nuliparas y multiparas, grupos PG7, PG10, PG12, PG14 y PG16
respectivamente). Se determind como Dia “0” el dia que se realiz6 la IATF,
desarrollandose a las 48 (grupo PG7) y alas 56 + 1,5 h (grupos PG10, PG12, PG14 y
PG16) pos segunda PG (Figura 5).

Grupo PG
4
PGT |
PG
PG10 | 0
PG
1
PG12 |
PG
PG14 | 0
PG PG
Il sen NR_21
PG16 | L E— SS—
| | I ! | | e, } I L% I Y 1
Dia 1 I I | I 1 =% I I o I * 1
12 16 14 12 9 -2 0o 10 12 2 60

Figura 5. Esquema del disefio experimental.

Grupos PG7, PG10, PG12, PG14 y PG16: ovejas sincronizadas con dos dosis de un anélogo sintético de
PGF2a (160 pg im de Delprostenate/oveja/dosis, PG) a intervalos de 7, 10, 12, 14 6 16 dias,
respectivamente. IATF: Inseminacion a tiempo fijo (Dia 0); US ovarica: ecografia transrectal al Dia 10;
NR_D21: No retorno al servicio desde el Dia 12 al Dia 21; ECO 60: Ecografia transabdominal al Dia 60.
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5.4 Manejo del semen e IA

Se utilizé para la IA semen pool fresco de los 6 carneros Corriedale, extraido
mediante vagina artificial (Duran del Campo, 1993). El semen fue diluido en leche
descremada UHT con antibiéticos (Penicilina G 100,000 Ul y Estreptomicina 0,1 g/ 100
ml, Laboratorio lon), y yema de huevo al 5%. La dosis inseminarte fue de 160 millones
de espermatozoides/oveja contenidos en 0,15 ml (dilucién 1+4: semen+diluyente),
depositado por la via cervical a través de vaginoscopio con pistola de IA multidosis
Walmur®. La misma fue realizada por dos técnicos inseminadores (segun Duran del
Campo, 1980), en un tubo de ovinos con la correspondiente sujecion de la oveja (Figura
3, Izquierda).

5.5 Variables evaluadas

Se evalud ecograficamente en cada grupo el porcentaje de ovejas que ovularon
(ovejas que ovularon/total de ovejas*100), la TO (CLs/oveja que ovula) y el nivel
ovulatorio (CLs/total de ovejas) al Dia 10 por via transrectal; la fertilidad (ovejas
gestantes/total de ovejas*100), prolificidad (fetos/ovejas gestantes) y fecundidad
(fetos/total de ovejas*100) al Dia 60 por via transabdominal (ecégrafo Aloka 500 y
trasductor 7,5 y 3,5 MHz respectivamente), utilizando la metodologia descrita por
Vifioles y col. (2010). Se evalué la tasa de no retorno al estro (NR_D21; ovejas que no
retornan al estro/total de ovejas) mediante deteccion con retarjos pintados con tierra de
color durante la noche, y aparte y extraccion en la mafiana, desde el Dia 12 al Dia 21, a
razon de 3 retarjos/100 ovejas (Figura 3).

5.6 Andlisis estadistico

Se consideré el efecto de la categoria y su interaccion con los diferentes
protocolos en las variables cuantificadas. Las ovejas que ovularon, el NR_D21 vy la
fertilidad fueron comparadas mediante el test de Chi Cuadrado; la TO, el nivel
ovulatorio, la prolificidad y la fecundidad por el test de Brown, considerando como nivel
de significacion P< 0,05.
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6. RESULTADOS

Los resultados de este trabajo se resumen en los Cuadros 6 y 7. No se observé
un efecto significativo de la categoria, ni una interaccion categoria*grupo en la
respuesta ovarica y/o reproductiva (P>0.05), por lo cual los datos son presentados en
forma conjunta para cada grupo experimental.

Cuadro 6. Respuesta ovarica en ovejas sincronizadas con un analogo sintético de
PGF2a (PG) administrado a diferentes intervalos de tiempo.

Grupo (n) Ovejas que ovularon TO Nivel Ovulatorio
(%)
PG7 (95) 92.6% 1.33+0.50 2 1.23+0.60 2
PG10 (96) 93.7°% 1.47+0.52 2 138+0.62
PG12 (96) 95.8 2 1.36+0.50 2 1.30+0.56
PG14 (94) 97.9% 1.46+0.52 2 1.43+0.56 ¢
PG16 (98) 98.0 2 1.43+0.52 2 1.40+0.55 "¢

2®jgual columna: P<0.05

PG7, PG10, PG12, PG14, PG16: dos dosis PG separadas 7, 10, 12, 14 6 16 dias respectivamente.
Ovejas que ovularon (N° de ovejas que ovulan/total de ovejas; %). TO (tasa ovulatoria: N° de
ovulaciones/oveja que ovuld). Nivel Ovulatorio (N° de ovulaciones/total de ovejas al Dia 10). Dia 0: dia
de la IATF.

No se observan diferencias significativas en el porcentaje de ovejas que
ovularon, ni en la TO entre los grupos comparados (P>0.05; Cuadro 6). Sin embargo el
grupo PG7 presenté un menor nivel ovulatorio que los grupos PG14 y PG16 (P<0.05).
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Cuadro 7. Respuesta reproductiva en ovejas sincronizadas con un analogo sintético de
PGF2a (PG) administrado a diferentes intervalos de tiempo.

Grupo (n) NR_D21 (%)  Fertilidad (%) Prolificidad Fecundidad (%)
PG7 (95) 35.82 32.6° 1.19+0.40 @ 38.9°
PG10 (96) 33.3° 31.3° 1.30+0.47 @ 40.62
PG12 (96) 50.0 ° 49.0° 1.32+0.47 2 64.6°
PG14 (94) 61.7° 59.6 ° 1.29+0.49 2 76.6°
PG16 (98) 61.2° 59.2 ° 1.26+0.44 2 745°

*®igual columna: P<0.05

PG7, PG10, PG12, PG14, PG16: dos dosis de un analogo sintético de PG separadas 7, 10, 12, 14 6 16
dias respectivamente. Dia 0: dia de la IATF. NR_D21 (tasa de no retorno al estro desde el Dia 12 al 21
pos IATF; ovejas que no retornan al estro/total de ovejas*100). Fertilidad (%): ovejas gestantes/total de
ovejas*100. Prolificidad: fetos/oveja gestante. Fecundidad (%): fetos/total de ovejas*100 al Dia 60.

Se observo una mayor tasa de NR_D21, fertilidad y fecundidad en los grupos
PG12, PG14 y PG16, respecto a los grupos PG7 y PG10 (P<0.05), sin diferencia entre
ellos. No se observaron diferencias significativas de prolificidad entre grupos
comparados (P>0.05).
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7. DISCUSION

Los resultados de este trabajo confirman la hipotesis planteada. Una mayor
separacion entre las dosis de PG generd un incremento en la respuesta ovarica y
reproductiva a la IATF, en comparacién con el protocolo Synchrovine®.

En primera instancia, si bien no se observaron diferencias significativas en cuanto al
porcentaje de ovejas que ovularon (bajos en todos los grupos) y/o a la TO en si misma,
el nivel ovulatorio final fue significativamente mayor en los grupos PG14 y PG16
respecto al grupo PG7 (Synchrovine®). Los resultados obtenidos en este ensayo se
asemejan a los reportados por Dutra da Silveira y Soler (2013) bajo condiciones
experimentales similares (raza, época, manejo; ver Cuadro 5), no evidenciando
diferencias significativas en TO para los intervalos 10, 12, 14 y 16 dias de separacion
entre dosis de PG, ni en comparacion con ovejas en estro natural. Otros autores
(Bindon y col., 1979; Houghton y col., 1995), concuerdan con que la administracion de
PG en fase luteal media no influiria en estos parametros. Sin embargo, trabajos previos
de nuestro grupo reportan una disminucion de la TO (Fierro y col., 2011) y/o de la
prolificidad resultante (Forichi y col., 2004; Olivera-Muzante y col., 2011b; Fierro y col.,
2011) administrando la segunda dosis de PG en fase luteal temprana (protocolo
Synchrovine®), cuando se lo compara con ovejas en estro natural. Para la explicacion
de este fendbmeno algunos autores proponen que la lutedlisis inducida en fase luteal
temprana, con bajos niveles hormonales de P4 durante el crecimiento del FPO,
estimularia un rapido crecimiento y un mayor tamafio de este (Fierro y col., 2011), en
consecuencia un aumento de los niveles sanguineos de E2 (Sirois y Fortune, 1990;
Stock y Fortune, 1993; Vifioles y col., 2001; Inskeep, 2004), promoviendo un patron de
FSH alterado, una mayor supresion de los foliculos subordinados (Vifioles y col., 1999,
2001), afectando en consecuencia el reclutamiento folicular mailtiple, acelerando y/o
generando fallas en la ovulacion y/o en la formacién de los CLs (Barret y col. 2002; Liu
y col., 2006; Baby y Bartlewski, 2011). En contrapartida, algunos autores reportan un
incremento en la TO cuando la PG es administrada en fase luteal media a tardia
(respecto a fase luteal temprana), lo cual podria estar explicado por la posibilidad de
gue los FPOs pueden obtenerse de dos ondas foliculares consecutivas (penultima y
ultima del ciclo, Bartlewski y col., 1999; Gibbons y col., 1999), 6 por el desarrollo de un
FPO con menor dominancia, con menor vida media y fase de regresién, con menor
capacidad de sintetizar esteroides, manteniéndose las concentraciones de FSH por
encima del umbral para estimular la seleccion de mdaltiples foliculos ovulatorios en una
sola onda folicular (Vifioles y col., 1999; Seekallu y col., 2010; Letelier y col., 2011). Sin
embargo, este fendmeno de diferente dominancia segun onda folicular involucrada no
pudo ser confirmado con nuestro disefio experimental. En definitiva y en acuerdo con
Fierro y col. (2013), los efectos del uso de PG para inducir estros sobre la TO siguen
siendo controvertidos. Finalmente, las diferencias observadas en la variable nivel
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ovulatorio (CLs/total de ovejas) entre los grupos PG7, y los grupos PG14 y PG16,
podrian estar asociadas a la sumatoria de un mayor porcentaje de ovejas que ovulan
(NS) y/o de una mayor TO (NS) observada en la comparacion de estos grupos.

En segundo lugar, la tasa de NR-D21, la fertilidad y fecundidad final fueron
significativamente superiores en los grupos PG12, PG14 y PG16 respecto a los grupos
PG7 y PG10. Es decir, que intervalos mayores entre las dosis de PG (semejantes a una
fase luteal de duracién mas fisioldgica), determinaron mejores resultados a la IATF via
cervical con semen fresco. Las diferencias en fertilidad entre grupos se evidenciaron ya
al NR_D21, por tanto se produjeron previo 6 al momento del reconocimiento materno de
la gestacion. A priori, y ante la ausencia de diferencias en el porcentaje de ovejas que
no ovulan observado en este experimento, o en la dinamica folicular periovulatoria
como la observada en el trabajo de Hourcade y Pechi (2014), aquellos intervalos que
mas ovejas acumulan y mas concentran los estros pos segunda PG (PG10 y PG12
segun Dutra da Silveira y Soler, 2013), parecerian ser los que mejor fertilidad
obtendrian a la IATF via cervical. Sin embargo, y a similitud de los resultados de IA
sobre estro detectado observados por Dutra da Silveira y Soler (2013) (Cuadro 5), una
mayor separacion entre dosis de PG, mejor6 significativamente la concepcion de ese
estro. La menor tasa reproductiva observada con los protocolos con un menor intervalo
entre dosis de PG (PG7 y PG10 respectivamente), donde la segunda PG se da en fase
luteal temprana plantea la hipotesis anterior en rumiantes: un ambiente uterino con
crecientes pero aun bajas concentraciones previas de P4 durante el desarrollo del FPO
conllevaria finalmente a una menor calidad ovocitaria, y en consecuencia a una menor
sobrevivencia embrionaria y fertilidad final (Folman y col., 1973; Ashworth y col., 1989;
Fierro y col., 2011; 2013), y viceversa. Esto es coincidente con la comparacion
realizada previamente entre 7 y 8 dias de separacion entre dosis de PG (Olivera-
Muzante y col., 2011b), donde incluso un probable mayor intervalo entre el tratamiento
y la ovulacion (por ovulaciones provenientes de la primera y/o segunda onda folicular),
podria disminuir aun mas los resultados de IATF con el protocolo de 8 dias. La mejora
en la tasa de fertilizacion observada cuando el intervalo entre inyecciones de PG se
incremento de 8 a 14 dias (Fairnie y col., 1977), o de tasa de prefiez cuando se
adicion6 una fuente de P4 externa 8 dias antes de la inyeccion de PG (Loubser y van
Niekerk, 1981), reafirman este planteo. Sin embargo, para confirmar esta hipotesis
habria que medir los niveles plasmaticos de P4 en todos los grupos, cosa que nuestro
disefio experimental no incluyé.

Finalmente, dado el menor porcentaje acumulado de ovejas en estro inducido
pos segunda PG observado en el grupo PG16 (Dutra da Silveira y Soler, 2013), y la alta
fertilidad a la IATF registrada en este grupo, es probable también que un porcentaje
variable de ellas no responda a esta segunda PG y manifieste estro espontaneo (y no
inducido) al momento de la IATF, con la consiguiente mejor concepcién natural y
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supervivencia embrionaria reportada para este tipo de estro (Fairnie, 1977; Duran del
Campo y Cash Stirling, 1982; Fierro y col., 2011).

8. CONCLUSIONES

Se concluye que una mayor separacion de las dosis de PG no generé una
mejora en la TO, pero si una mayor fertilidad y fecundidad final a la IATF (PG12, PG14
y PG16 vs. PG7 y PG10).

8.1 Consideraciones finales 6 implicancias

Los protocolos con separaciones entre dosis de PG mayores o iguales a 12 dias
permitirian realizar IATF via cervical con semen fresco con mejores resultados que
opciones previas.
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