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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue comparar la respuesta reproductiva a la
Inseminacion Artificial a Tiempo Fijo (IATF) de ovejas sincronizadas con dos dosis
de un analogo sintético de PGF2a (PG) con diferente intervalo de tiempo entre ellas
y un grupo control con progestagenos-eCG (P4-eCG). El experimento se realizé en
la Escuela Agraria-UTU “La Carolina” (Ruta 23 km 162,5, Ismael Cortina, Flores,
Uruguay, 33°S — 57°W), en estacion reproductiva (marzo a junio del 2013). Se
utilizaron 610 ovejas de raza Corriedale (440 multiparas y 170 nuliparas), manejadas
sobre campo natural con disponibilidad promedio inicial de 1956+1766 kg/MS/ha
(6,7% PB, 2,3 Mcal/kg/MS EM). Se conformaron seis grupos mediante bloqueo por
categoria, CC y PV, de los cuales cinco fueron tratados con dos inyecciones
intramusculares (im) de PG (Delprostenate, Glandinex®, Universal Lab, Uruguay,
160 pg/ovejal/inyeccion) separadas 12, 13, 14, 15 6 16 dias (PG12, PG13, PG14,
PG15 o PG16; n= 100, 104, 103, 100 6 100 ovejas respectivamente), mas un grupo
control sincronizado con P4-eCG (n= 103): esponjas con medroxiprogesterona por
14 dias (MAP 60 mg; Syntex, Uruguay) y eCG im a su retiro (Novormon 5000®;
Syntex, Uruguay; 380Ul). Se realiz6 IATF 56 o 48+1,5 h luego de la segunda PG o
de retirada las esponjas respectivamente, utilizando semen fresco via cervical (pool
de 9 carneros raza Corriedale diluido, dilucion -1+1- en leche UHT con antibiético;
160 millones de spz/oveja). Se evalu6 en ovejas multiparas: el porcentaje de ovejas
que ovularon (ovejas que ovularon/total de ovejas*100), la tasa ovulatoria (TO;
CLs/oveja que ovuld) y el nivel ovulatorio (CLs/total de ovejas*100) al Dia 8 pos
IATF, por medio de ultrasonografia via transrectal; y en ambas categorias: la tasa de
no retorno al estro (NR_D21; ovejas que no retornan al estro/total de ovejas*100)
mediante carneros pintados desde el Dia 13 al 21 pos IATF (3/100 ovejas); la
fertilidad (ovejas gestantes/inseminadas*100), prolificidad (fetos/ovejas gestantes) y
fecundidad (fetos/ovejas inseminadas*100) al Dia 60 por ultrasonografia via
transabdominal. No se observaron diferencias significativas entre grupos de
sincronizacion en el porcentaje de ovejas ovuladas (97, 2, 100, 97, 4, 98, 6, 100,
98,6%; PG12, PG13, PG14, PG15, PG16 y P4-eCG respectivamente), ni entre
grupos de PG en TO (1,55, 1,50, 1,65, 1,58, 1,57) o nivel ovulatorio (150, 150, 161,
156, 157%; PG12, PG13, PG14, PG15 y PG16 respectivamente; P>0,05). Sin
embargo, el grupo P4-eCG presento una mayor TO (1,88) y nivel ovulatorio (185%)
que todos los grupos de PG (P<0,05). EI NR_D21, la fertilidad y fecundidad entre los
grupos PG15 (66, 65y 81%), PG16 (58, 57 y 71%) y P4-eCG (68, 62 y 86%) fue
similar, pero superior a los grupos PG12 (44, 41 y 51%) y PG13 (48, 44 y 51%
respectivamente; P<0,05). El protocolo PG14 tuvo resultados intermedios respecto a
los demas grupos (P>0,05). No se observaron diferencias significativas entre grupos
en prolificidad, salvo el grupo PG13 que fue inferior al P4-eCG (1,15 vs. 1,39,
P<0,05). Se concluye que una separacion de 15 y 16 dias entre dosis de PG
permitiria en la raza Corriedale resultados reproductivos a la IATF superiores a 12 y
13 dias de separacion, pero similares al protocolo de P4-eCG, siendo alternativas de
sincronizacion de estros e IATF con semen fresco mas “limpias, verdes y éticas” que
opciones tradicionales.



SUMMARY

The aim of this study was to compare the reproductive response to Fixed Time
Artificial Insemination (TAI) sheep synchronized with two doses of a synthetic
analogue of PGF2a (PG) with different time interval between them and a control
group with progestogen-eCG (P4-eCG).The experiment was conducted at the
Agrarian UTU School “La Carolina” (route 23 km 162,5, Ismael Cortinas, Flores,
Uruguay, 33° S - 57 ° W), in breeding season (March to June 2013). Corriedale ewes
(440 multiparous and 170 nulliparous), under natural pasture with initial forage
availability of 1956 +1766kg/DM/ha (6,7% CP, 2,3 Mcal/kg/MS MS) were used. Six
groups were formed blocked by category, CC and PV, of which five of these groups
were treated with two intramuscular (im) injections of PG (Delprostenate, Glandinex
®, Universal Lab, Uruguay, 160 pg/sheepl/injection) separated 12, 13, 14, 15 or 16
days (PG12, PG13, PG14, PG15 or PG16; n = 100, 104, 103, 100 and 100 sheep
respectively), plus a control group synchronized P4-eCG (n = 103) with
medroxyprogesterone sponges for 14 days (MAP 60 mg; Syntex, Uruguay) and eCG
im his retirement (Novormon 5000®; Syntex, Uruguay; 380Ul). TAI 56 or 48 + 1,5 h
was performed after the second PG or removal sponges respectively using fresh
semen via cervical (pool of 9 Corriedale rams diluted, dilution -1+1- in milk UHT +
antibiotic; 160 million spz / sheep). Parameters evaluated were: the percentage of
ovulating females (ovulated sheep / total sheep * 100), the ovulatory rate (TO; CLs /
sheep-oval) and the ovulatory levels (CLs / total sheep * 100) to Day 8 pos IATF, by
transrectal ultrasonography; and in both categories: the rate of no return to estrus
(NR_D21; sheep not return to estrus / total sheep * 100) by rams painted from Day
13 to 21 after TAI (3/100 sheep); fertility (ewes / inseminated * 100), prolificacy
(fetuses / ewes) and fecundity (fetuses / inseminated ewes * 100) 60 Day by
transabdominal ultrasonography. No significant differences were observed between
groups in the percentage of sheep ovulated (97,2, 100, 97,4, 98,6, 100, 98,6%,
PG12, PG13, PG14, PG15, PG16 and P4-eCG respectively) and between groups of
PG groups in TO (1,55, 1,50, 1,65, 1,58, 1,57) or ovulatory level (1,50, 1,50, 1,61,
1,56, 1,57%, PG12, PG13, PG14, PG15, PG16 respectively; P > 0.05). However, the
P4-eCG group had a higher level TO (1,88) and ovulatory level (185%) than all
groups of PG (P<0, 05). In the NR_D21, fertility and fecundity among PG15 (66, 65
and 81%), PG16 (58, 57 and 71%) and P4-eCG (68, 62 and 86%) groups was similar
but superior to groups PG12 (44, 41 and 51%) and PG13 (48, 44 and 51%
respectively; P <0,05). The PG14 protocol had intermediate results compared to the
other groups (P>0,05). No significant differences were observed between groups in
prolificacy, except the group PG13 that was lower than the P4-eCG (1,15 vs. 1,39,
P<0,05). It is concluded that a separation of 15 to 16 days between doses of PG
allow reproductive outcomes higher than 12 or 13 days, but similar than the protocol
P4-eCG group, being alternatives of estrus synchronization and TAI more “green,
clean and ethic”.



1. INTRODUCCION

La economia en nuestro pais, depende en gran parte de la produccion del
sector agropecuario (DIEA, 2013). Dentro del mismo, la produccién ovina representa
uno de los rubros de importancia, generando entre lana y carne cerca del 9% del
valor bruto de la produccién agropecuaria del pais (DIEA, 2013).

Respecto al stock ovino, y a pesar que en el 2011 se registro el valor més bajo
en los dltimos 50 afios (7.471.000 ovinos), en los dltimos afios este ascendié a
8.190.182 ovinos (DI.CO.SE, 2013). Esta mejora en el stock se vio estimulada por
un incremento y estabilizacion de los precios de la lana y carne ovina, y potenciada
por un aumento en el valor de sefialada de los ultimos 5 afios, que promedié un 75%
(Carlos Salgado, SUL, comunicacion personal).

Los componentes para una mejora de la tasa reproductiva o sefialada, son la
fertiidad de las ovejas encarneradas, la prolificidad de las ovejas paridas y la
supervivencia de los corderos nacidos (Azzarini, 2000). Dentro de este contexto,
parece importante viabilizar distintas técnicas que permitan mejorar la eficiencia
reproductiva global de nuestras majadas. La inseminacion artificial (IA) es una de las
herramientas disponibles para ello, debido a que permite entre otras cosas un mayor
y mejor aprovechamiento de los reproductores, maximizando el progreso genético
de una raza y/o la realizacién de cruzamientos (Menchaca y Rubianes, 2004). Sin
embargo su adopcion es histéricamente escasa, no superando el 8% de la majada
en servicio (Duran del Campo, 1980; Fernandez-Abella, SUL, comunicacion
personal). Una alternativa que minimizaria los problemas de manejo, sanitarios y de
costos derivados del uso de la IA tradicional (o a “estro visto”) y su extendida
implementacion en dias es la IA a tiempo fijo (IATF; Olivera y Gil, 2005). Esta
tecnologia permitiria, por su concentracion de actividades en el tiempo, un uso mas
eficiente de la escasa mano de obra de nuestros predios, realizar alimentacion
“focalizada” o de corta duracion en forma precisa al servicio y al parto, ajustar en
forma conveniente la fecha de esquila pre-parto, generar una paricién concentrada
permitiendo un mejor control de la misma, y generar lotes de corderos mas parejos
al embarque. Pero para alcanzar una masificacion en la adopcion de esta
biotecnologia, y por ende de la IA en si misma, es importante primero lograr
aceptables resultados por via cervical, con protocolos de bajo costo, facil

implementacion, y que consideren en cierta forma aspectos del bienestar “humano-



animal-ambiental” (residuos en carne y leche, estrés animal por manejo, residuos en
el ambiente) considerados hoy en dia relevantes para nuestros mercados (Martin y
col., 2004; Olivera-Muzante y col., 2011a); es decir alternativas mas “limpias, verdes
y éticas” (Martin, 2009). Para ello es necesario investigar y validar otros protocolos
de sincronizacion de estros e IA, que equiparen los resultados de los tradicionales
protocolos en base a progestdgenos y gonadotropinas (P4-eCG) utilizados hasta el
momento.

En ese sentido, y empleando protocolos de IATF utilizando anélogos sintéticos
de PGF2a (PG), basados en una disminucién del intervalo en dias entre las dosis (7
dias, protocolo Synchrovine®; Rubianes y col., 2004), no se han alcanzado avances
sustanciales (Olivera-Muzante y col., 2011a, b; 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 hipétesis de
trabajo a considerar. Incursionando en las mismas, Dutra da Silveira y Soler (2013),
Hourcade y Pechi (2014), y Bonino y Grela (2014) han obtenidos resultados
promisorios con protocolos que se basan en el incremento del intervalo entre dosis
de PG. Por esta razon, el principal objetivo de este trabajo fue comparar, por la via
cervical y con semen fresco, estos protocolos en base a PG, con el tradicional

protocolo de P4-eCG.

2.  REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Fisiologia reproductiva

En el proceso reproductivo intervienen tres elementos basicos: el hipotalamo, la
hipdfisis y las gonadas (eje hipotalamo-hipdfisis-gonadal, Figura 1). En las neuronas
secretoras del hipotalamo, se secreta GnRH o no en funcién de los estimulos a los
esteroides ovaricos (estradiol y progesterona). La GnRH se libera a la circulacion
portal hipotalamo-hipofisaria para secretar la hormona luteinizante (LH) (sobre todo)
y también la hormona foliculo estimulante (FSH) cuyo lugar de accion es el ovario,
uniéndose a las células de la teca y la granulosa del foliculo tomando parte activa en
su crecimiento, desarrollo y subsiguiente ovulacion, formacién y mantenimiento de
cuerpo luteo (CL) de gestacion o no. Estas gonadotropinas hipofisarias también

actuan en el endometrio el cual sufre cambios estructurales en funcion de la fase del



ciclo, en relacion al posible establecimiento de la gestacion si se produce la

fecundacion (Abecia y Forcada, 2010).

Fotoperiodo Aporte nutricional

Feedback . HIPOTALAMOD Feedback
negativo positivo

Feedback GLANDULA _ Feedback
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= Progesterona
Oxitocina

Cuerpo lateo
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Figura 1. Representacion esquematica del eje hipotalamo-hipdfisis-gonadal
(adaptado de Baird, 1983).

2.1.1 Estacionalidad reproductiva y ciclo estral en ovinos

La oveja es un rumiante poliéstrico estacional de dia corto, es decir empieza a
reproducirse cuando las horas luz disminuyen. Cuando los dias comienzan a
acortarse luego del solsticio de diciembre el fotoperiodo actia estimulando el eje
glandula pineal-hipotalamo-hipdfisis-gonadal. La melatonina secretada por la
glandula pineal hace de mediador en la respuesta a los cambios de las horas-luz, es
decir actia como una sefial para el eje neuroendocrino (Duran del Campo, 1980).
Esta estacionalidad también esta ligada a la raza, de modo que las razas originarias

de latitudes cercanas al ecuador manifiestan temporada reproductiva durante la
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mayor parte del afio, y aquellas de origen mas extremo presentan una estacion de
cria mas marcada (Fernandez Abella, 1993). Respecto a las razas criadas en
nuestro pais, segun ensayos realizados, se confirman las mismas variaciones

estacionales observadas en otros paises (Fernandez Abella, 1993. Cuadro 1).

Cuadro 1. Duracion de la estacion de cria en distintas razas en Uruguay (adaptado
de Fernandez Abella, 1993).

Comienzo Fin
Merino Setiembre-octubre Junio-julio
Criolla
Ideal Octubre-noviembre Junio-julio
Merilin
Corriedale Diciembre-enero Junio-julio
Hampshire Down
lle-De-France Enero-febrero Junio-julio
Romney Marsh
Lincoln Febrero-marzo Junio-julio
Texel

La especie ovina presenta una duracion de ciclo estral con una media de 17
dias, abarcando un rango de 15 a 19 dias (Ungerfeld, 2001). Tomando como dia O el
inicio del estro, el ciclo estral se puede dividir en dos fases (figura 2): una fase luteal
caracterizada por altos niveles de progesterona generados por el CL (Hansel y
Convey, 1983), que se extiende desde el dia 2 del ciclo, hasta aproximadamente el
dia 13 (Ungerfeld, 2001), y otra fase folicular que se caracteriza hormonalmente por
la secrecion de estradiol por parte de los foliculos dominantes (Evans y col., 2000;
Evans, 2003), que va desde la luteolisis (regresion del CL) que se produce el dia 13-
14 hasta el dia 1 (Ungerfeld, 2001). El estro, entendido como el momento en que la
hembra muestra signos de aceptacion del macho, dura entre 24 y 36 horas
dependiendo de la raza, la edad, la estacion y la presencia del macho; ocurriendo la
ovulacién entre 24 a 36 horas de comenzado el estro (Hafez y col., 1992).

11
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Figura 2. Representacion esquematica de los cambios hormonales en las diferentes

fases del ciclo estral de la oveja (adaptado de Martin y Thomas, 1990).

Con la incorporacién de la ultrasonografia transrectal para el estudio de la
fisiologia ovérica en pequefios rumiantes (Schrick y col., 1993; Ginther y col., 1994;
Ravindra y col., 1994; Rubianes y col., 1996) se pudo demostrar que la emergencia
de los foliculos es dinamica, ocurriendo en ondas (ver figura 3). Esta dinamica
folicular es definida como un proceso continuo de crecimiento y regresion de
foliculos antrales, que finaliza en la atresia o la ovulacién (Lucy y col., 1992). Un
rango de 2 a 5 ondas foliculares ocurren en cada ciclo interovulatorio pero el patron
predominante es de 3 ondas que emergen respectivamente alrededor de los dias 0,
6 y 11 del ciclo estral ovino (Ginther y col., 1995; Leyva y col., 1999; Bartlewsky y
col, 1999; Vinoles y col., 19992%; Evans y col., 2000). En este sentido, cada onda esta
compuesta por 3 etapas, denominadas reclutamiento, seleccidon y dominancia
(Goodman y Hodgen, 1983).
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Figura 3. Onda de crecimiento folicular que tienen lugar a lo largo del ciclo estral de
la oveja. Foliculo mayor de la onda 1 (circulo blanco). Foliculo mayor de la onda 2 (circulo
negro) y foliculo ovulatorio (cuadrado blanco) y sus relaciones con las concentraciones
circulantes de progesterona (linea negra), FSH (rombo blanco) y estradiol (cuadrado negro)
en ovejas con muy buena condicion corporal durante el intervalo interovulatorio (adaptado
de Vifoles y col., 2000).

Las fluctuaciones de las concentraciones séricas de la FSH estan intimamente
asociadas con la emergencia de las ondas. Como se observa en la figura 3, un
aumento de la FSH precede la emergencia de cada onda, dando lugar al
reclutamiento folicular de aquellos foliculos primordiales sensibles a la FSH (Picton y
col., 1990; Ungerfeld y col., 2002). Estos foliculos en desarrollo secretan inhibina,
generando una disminucién en los niveles de FSH, lo cual limita el nUmero de
foliculos que continua su crecimiento (McNeilly y col., 1991; Gibbons y col., 1997;
1999; Padmanabhan y col., 2002). Los foliculos que siguen creciendo, presentan
cambios en los receptores, logrando una modificacién en la dependencia de FSH a
LH (Campbell y col., 1999) sobre las células de la granulosa y de la teca, lo cual es
muy importante en el mecanismo de seleccidon del “foliculo dominante” (seleccién
folicular), el cual continua creciendo a una tasa de 1 mm/dia alcanzando su maximo

tres dias luego de la emergencia (Vifioles y col., 2001). Mientras crece, este foliculo
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dominante sintetiza estradiol, que también inhibe los niveles de FSH, impidiendo el
reclutamiento de otros foliculos de la misma onda, limitando asi la cuota ovulatoria
(Baird, 1983). Si bien cualquier foliculo mayor de 2 mm es capaz de ovular aquellos
con un tamafio igual o superior a 3,5 mm presentan una mayor capacidad de
produccién de estrégenos (E2), lo cual incrementa la posibilidad de ser dominantes y
evitar su destruccién (Carson y col., 1978; Tsonis y Findlang, 1981; Huesh y col.,
1984).

Este foliculo preovulatorio (FPO) puede ser capaz de ovular siempre y cuando
se encuentre en una fase folicular y se produzca, paralelamente un pico
preovulatorio de LH (Driancourt y col., 1988; Price y Webb, 1989); en caso contrario,
en un ambiente con altos niveles de progesterona (fase luteal), donde se inhiben los
pulsos de LH (retroalimentacion negativa sobre el eje hipotalamo-hipofisario-
gonadal); el foliculo de tamafio ovulatorio entra en proceso de atresia, dando paso al
desarrollo de otro foliculo reclutado del grupo de foliculos que responden a las
gonadotropinas, que lo reemplaza (Campbell y col., 1995), formandose una nueva
onda folicular, “recambio folicular’, siendo estimulada por la FSH que aumenta
nuevamente (Ginther y col., 1995).

En torno a los dias 12-14 del ciclo estral, desde el endometrio se inician los
procesos que conducen la lisis del CL. Esto se produce por la accion de la
prostaglandina (PGF2a), la cual se sintetiza y libera en el endometrio uterino
(Wathes y Lamming, 1995; Ungerfeld, 2002) disminuyendo la produccion de
progesterona (McCracken y col., 1970). Este proceso de lutedlisis coincide con la
fase de crecimiento de una onda folicular; donde comienza la fase folicular del ciclo
estral. La disminucion brusca de los niveles de progesterona, dan lugar a una mayor
liberacion de LH (deja de estar inhibida); necesaria para el desarrollo, maduracion y
ovulacion del FPO (Lépez-Sebastian y col., 1997; Adams, 1999). Dichos pulsos de
LH, estimulan al foliculo dominante a producir mas E2 (retroalimentacion positiva),
qgue induce el pico preovulatorio de LH dando lugar a la ovulacion del FPO (Baird,
1978; Duggavathi y col., 2005). La oveja es capaz de desarrollar mas de un foliculo
dominante, fenomeno denominado co-dominancia, lo que permite ovulaciones
multiples (Scaramuzzi y col., 1993). Las ovulaciones mdltiples pueden ocurrir por el
reclutamiento de un mayor namero de foliculos dentro de una misma onda, o por la
ovulacion de foliculos dominantes de dos ondas consecutivas (Scaramuzzi y col.,

1993). La ovulacion es un proceso reproductivo indispensable para la propagacion
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de las especies (Hartman, 1932; Espey, 1994). En esencia, consiste en la ruptura de
la pared del foliculo ovarico y la liberacion de su contenido, incluyendo el oocito
maduro, para dar lugar a un CL (Pineda, 1989); es decir las células foliculares se
diferencian a células luteales que comienzan a producir progesterona (Murphy,
2000; Weems y col., 2006).

2.1.2 Perdidas reproductivas

Cuando ocurre la fertilizacidon luego de la ovulacion, se producen las primeras
divisiones celulares del embrion en el oviducto, llegando al utero ovino
aproximadamente el dia 4 pos estro. Luego de varios procesos comienza la
implantacion, ocurriendo la union final al endometrio a partir del dia 16
(Winterberguer Torres y Sevellec, 1987). En el reconocimiento materno de la
gestacion, el embridn envia sefiales a la madre a partir del dia 12 pos servicio que
determinan la prolongacion de la vida del CL, por lo tanto la sintesis y liberacion de
progesterona, la cual estimula funciones en el endometrio para llevar a cabo el
mantenimiento de la gestacion (Spencer y col. 2004a). Cuando existe alguna
alteracion en este proceso se pueden producir pérdidas reproductivas (embrionarias
o fetales) las cuales generan pérdidas econdmicas para los sistemas de produccion
ovina (Fernandez Abella, 1993). Las pérdidas embrionarias se pueden producir en
dos momentos: antes del reconocimiento materno de la gestacion (mortalidad
embrionaria precoz, hasta los 19 dias pos servicio), o después del reconocimiento
materno (mortalidad embrionaria media o tardia, hasta los 35 dias pos servicio)
(Duran del Campo, 1980; Olivera y col., 2007).

Algunos factores gue incrementan la mortalidad embrionaria:

Los factores ambientales afectan directa o indirectamente la reproduccién
(Duran del Campo, 1980). El estrés por calor podria afectar considerablemente la
mortalidad embrionaria pero nuestras condiciones de campo no parecen ser tan
extremas para ocasionar grandes pérdidas (salvo en los servicios de verano, Duran
del Campo, 1980). Las altas precipitaciones dificultan la manifestacion y deteccion
de estros e incrementan las pérdidas embrionarias. Cuando se producen temporales
y las ovejas han sido sincronizadas, las pérdidas pueden ser muy elevadas

(Fernandez Abella, 2006). Segun Gun y Doney (1973), las precipitaciones fuertes
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bloquean el estro, reducen la tasa ovulatoria (TO) e incrementan la mortalidad
embrionaria precoz.

La nutricion puede afectar la vida embrionaria a través de cambios rapidos en
niveles nutricionales (Duran del Campo, 1980). Largos periodos de restriccion
alimenticia (Kleemann y Walker, 2005) y/o muy intensos al comienzo de la
gestacion, pueden aumentar la mortalidad embrionaria (Duran del Campo, 1980).

Se ha demostrado que el estado corporal (EC) de las ovejas determina su
desempeiio reproductivo (Fernandez Abella y Formoso, 2007). En este trabajo
cuando las ovejas presentan una EC menor a 2,5 (escala 1 a 5, Rusell y col., 1969),
la menor fertilidad se puede explicar por un incremento de las pérdidas embrionarias
(22.7%).

El estado sanitario de los animales afecta también indirectamente la TO a
través de las pérdidas de peso y EC (Nari y Cardozo, 1987). Fernandez Abella y col.
(2006), demostraron un efecto marcado del nivel de parasitosis (evaluado por hpg)
sobre la TO, siendo esta un 15% inferior en los animales con nivel medio de
parasitosis y de un 21% menor en los animales con nivel alto.

Las enfermedades febriles son factores importantes que afectan la mortalidad
embrionaria a través del aumento de la temperatura corporal, como ejemplo claro de
estas estan las enfermedades podales las cuales producen disminucion tanto en EC
como en peso vivo de los animales (Mederos y col., 2001) y como fue mencionado
anteriormente las pérdidas de ambos parametros productivos afectan la mortalidad

embrionaria.

2. 2 Inseminacion artificial (1A)

Se entiende por IA, a la técnica de reproduccién que consiste en introducir el
material fecundante masculino por medios artificiales, en las vias genitales
femeninas. Los medios mecanicos sustituyen a los 6rganos, sin necesidad de poner
en presencia y en contacto a los progenitores (Fernandez Abella, 1995). Es una
biotecnologia de la reproduccidon que permite una extensa variedad de ventajas en el
campo de la genética y de la sanidad. El comienzo de la IA en ovinos en Uruguay

data a fines de la década del 30 (Riet y col., 1938). A pesar del progreso tecnolégico
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qgue genera la IA, su uso no se ha extendido al mismo nivel que en el ganado vacuno
(Duran del Campo, 1980; Gil, 2003).

2.2.1 Ventajas y desventajas de la IA

Las principales ventajas de la IA son: 1) progreso genético: que maximiza la
utilizacion de machos con genes superiores pudiendo alcanzar un nimero altamente
superior de hembras servidas en comparacion con la monta natural; ademas se
logra tener registros inequivocos del servicio y permite eliminar individuos infértiles o
con caracteristicas indeseables transmisibles a la progenie. 2) operativas: el uso de
machos incapacitados por lesiones adquiridas o por edad, los cuales pueden
continuar en servicio; permite reducir el nimero de machos en el predio, facilitando
el manejo; admite el uso de semen congelado lo cual facilita el transporte del
material genético entre cabafas distantes e incluso entre paises; ademas permite la
utilizacién de programas de sincronizacion de estros y servicios dentro y fuera de la
estacion reproductiva. 3) sanitarias: se evita el contacto macho-hembra lo cual
previene la transmision de enfermedades, principalmente las venéreas (Gil, 2003).

Las principales desventajas de la IA se originan, la mayoria, de errores en la
aplicacion de la técnica. En el caso de que la técnica se aplique correctamente,
estas desventajas son muy escasas (Evans y Maxwell, 1987): 1) menor fertilidad:
esto ocurre cuando hay fallas en la deteccidon de estros o cuando el semen no es
manejado correctamente por el operario. 2) costos: estos pueden ser relativos, ya
que deben incluirse los beneficios de la técnica. 3) necesidad de personal
capacitado (Gil, 2003).

2.2.2 Técnicas de IA

IA_cervical: esta modalidad de inseminaciobn se realiza mediante un
vaginoscopio, el cual se introduce por la vagina de la oveja, depositando el semen
en el orificio externo del cérvix. Tiene como ventaja que es un técnica sencilla de
aplicar y que puede ser utilizada en diferentes condiciones de campo por técnicos
entrenados, requiere poco tiempo por oveja y es muy econdmico si se consideran
los resultados (Gil, 2003).
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IA vaginal profunda o a ciegas: esta técnica consiste en depositar el semen

cranealmente en la vagina, sin intentar ubicar el cérvix. La mayor ventaja es que es
la técnica mas sencilla de todas, rapida de realizar y requiere menos instrumentos
que la anterior (Gil, 2003). La mayoria de los trabajos reportan resultados menores
que la IA cervical (Durdn del Campo, 1993), aunque también hay informes de
resultados similares (Paulenz y col., 2000), cuando la dosis espermatica es alta.

IA intrauterina laparoscopica: esta técnica se realiza mediante un laparoscopio.

El acceso al utero se realiza a través del abdomen, utilizando semen congelado. La
practica de esta técnica es complicada y requiere de destreza por parte del
inseminador. Las operaciones a realizar conllevan cierto riesgo para el animal, por lo
g es vital la experiencia del inseminador (Abecia y Forcada, 2010). A esto se le suma
el mayor costo, equipamiento de alta especializacion, infraestructura e instalaciones

mas complejas (Gil, 2003).

2.3 Métodos de sincronizaciéon de estros y ovulaciones en ovinos

El control del ciclo estral, concretamente la induccién y sincronizacién del
estro, se ha llevado a cabo en ovinos mediante el empleo de métodos
farmacoldgicos y/o naturales. Entre los primeros se destacan el uso de la
progesterona y sus analogos, administrados principalmente en forma de dispositivos
intravaginales, y el uso de prostaglandina o sus analogos, administrados por via
parenteral. Entre los métodos naturales, destaca el uso de la bioestimulacidon

ejercida por la presencia del carnero mas conocido como “efecto macho”.

2.3.1 Métodos farmacolégicos de sincronizacién de estros: protocolos de IATF

2.3.1.1 Protocolos en base al uso de Progesterona y/o progestagenos

Los métodos de sincronizacion del estro y de la ovulacion que utilizan
progesterona o sus analogos sintéticos (P4), se basan en sus efectos sobre la fase
luteal del ciclo, simulando la accidén de la progesterona natural producida en el CL
después de la ovulacion (Mejia y Maria, 2010), motivo por el cual los tratamientos
tradicionales duran 12 a 14 dias (Gordon, 1999), en donde se inhibe la GnRH (Uribe-
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Velasquez y col., 2009; Abecia y col., 2012) y consecuentemente también la LH y la
FSH (Aké y col., 2003). Por lo tanto, controla la vida del CL y las concentraciones
circulantes de progesterona permitiendo la regulacion del ciclo estral, presentando
estro y ovulacion tras su retirada (Robinson, 1965; Abecia y col., 2012). El uso de
progesterona natural o P4 es una alternativa flexible, ya que pueden ser utilizados
tanto en anestro estacional como en la estacion reproductiva (principal ventaja)
(Menchaca y Rubianes, 2004).

Generalmente, se administran por medio de dispositivos y/o esponjas
intravaginales; siendo los més utilizados comercialmente la progesterona (en dosis
de 300 mg habitualmente), el acetato de fluorogestona (FGA; entre 20 y 40 mg) y el
acetato de medroxiprogesterona (MAP; dosis 60 mg), ya sea en forma de un
dispositivo de liberacion controlada conocido como CIDR (progesterona natural) o en
forma de esponjas de poliuretano (MAP y FGA) (Ungerfeld y col., 2002; Mejia y
Maria, 2010; Abecia y col., 2011; Gonzélez-Bulnes y Contreras y Solis, 2012) sin
diferencias en fertilidad entre dispositivos (Ungerfeld y Rubianes, 2002). Al momento
de la retirada, y con la finalidad de mejorar la maduracion folicular y la sincronia de
la ovulacién, habitualmente se combina con la administracion de gonadotropina
coridnica equina (eCG), en dosis que varian de 350 a 600 U.l., segun raza, peso del
animal y época del afio (Roberts y Hafez, 1969; Langford y col., 1983; Greyling y
col., 1997; Leyva y col., 1998), ocurriendo la ovulacion a las 60 h de retirados los
dispositivos (Maxwell, 1986).

Es recomendado realizar la IATF con aceptables resultados entre las 48 y 60 h
de retirado el dispositivo, dependiendo de la via de IA utilizada (cervical o uterina), y
del tipo de preservacion seminal realizada (Cognie y col., 1970; Colas y col., 1974).
El uso de estas hormonas combinadas (P4-eCG) ha obtenido hasta el momento
mejores resultados reproductivos que otros protocolos en base a PG (Olivera-
Muzante y col., 2011a), pero con una fertilidad menor a un estro espontaneo (Hawk
y Cooper, 1977; Larson y Ball, 1992).

La sincronizacion con P4 por 12 a 14 dias (protocolo “tradicional” o largo),
podria provocar una menor tasa de fertilidad (Camacho y col.,, 2008; Uribe-
Velasquez y col., 2009), al promover la persistencia de un foliculo dominante con la
consecuente ovulacion de ovocitos envejecidos y menos fértiles (Ungerfeld y
Rubianes, 1999; Viioles y col., 2001; Abecia y col., 2002; Aisen, 2004).
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Si las ondas foliculares emergen cada 4 a 6 dias, no parece justificado el uso
de tratamientos hormonales tan prolongados. Se realizaron experimentos fuera
(Ungerfeld y Rubianes, 1999; Ungerfeld y Rubianes, 2002) y durante la estacion
reproductiva (Vifioles y col. 2001; Vilarifio y col. 2013) comparando estos
tratamientos. Si bien los tratamientos cortos (5-7 dias) no alcanzan una buena
sincronizacion de los estros cuando no se asocian a una PG al final del tratamiento
(menos ovejas en estro acumuladas hasta las 96 h), tuvieron una fertilidad
significativamente mejor a los tratamientos largos cuando se utilizO monta natural
hasta las 144 h pos retiro del dispositivo (Vifioles y col. 2001), pero no diferente
utilizando monta natural (Ungerfeld y Rubianes, 1999), o en IATF por via IU (Vilarifio
y col. 2013). La ovulacion de foliculos envejecidos no siempre se ha relacionado con
una menor fertilidad. En ese sentido se obtuvieron embriones de calidad similar y
porcentajes de pariciones similares, comparando ovejas que ovularon foliculos
jovenes vs. foliculos envejecidos (Evans y col., 2001). En resumen, los resultados de
fertilidad a IATF en ovinos utilizando tratamientos cortos (5-7 dias) o largos (12 a 14
dias) resultan similares, adecuando el uso de uno u otro segun necesidad, economia
y disponibilidad (en caso de uso y reutilizacién de CIDRSs) o practicidad (Menchaca y
col., 2013).

Por otra parte, los protocolos de sincronizacion de estros basados en el uso de
P4 y eCG presentan algunos inconvenientes de importancia: como ser mas costosos
y poco préacticos de aplicar, ocurrir pérdidas de dispositivos (Duran del Campo, 1980;
Vinoles y col., 2007), generar desechos contaminantes para el medio ambiente
(Martin y col.,, 2004; Menchaca y Rubianes, 2004; Olivera y Gil, 2005), producir
adherencias y vaginitis (Duran del Campo 1980; Gonzalez-Bulnes y col., 2005;
Vifioles y col., 2006), debiendo utilizar antibiéticos para evitarlo. Sumado a estos
inconvenientes estos protocolos dejan residuos en carne y leche en los animales con
un tiempo de espera para el consumo de 30 dias luego de la administracion de la
medroxiprogesterona (esponjas vaginales Syntex®, Laboratorio Syntex), y/o de la
eCG (Novormon® 500, Laboratorio Syntex). Todo esto genera una preocupacién en
los consumidores, que consideran aspectos del bienestar “humano-animal-
ambiental”, siendo hoy en dia relevantes para nuestros mercados (Martin y col.,
2004; Olivera-Muzante y col., 2011a). Es decir alternativas mas “limpias, verdes y
éticas” para la produccién de materias primas. El uso reiterado de eCG puede

generar ademas anticuerpos anti-eCG que alterarian el pico pre ovulatorio de LH,

20



con la consecuente baja en la fertilidad (Roy, 1999; Drion y col., 2001a, b). Es por
ello, que en busca de la masificacion del uso de la IATF, parce importante identificar
y validar otros protocolos de sincronizacion de estros que permitan simplificar,

economizar y equiparar resultados obtenidos con el protocolo de P4-eCG.

2.3.1.2 Protocolos en base al uso de Prostaglandina y sus analogos sintéticos

La PGF2a es el factor luteolitico en rumiantes, por ello, esta hormona y sus
analogos sintéticos (PG), son utilizados para la induccion y sincronizacion de estros
y ovulaciones (Weems y col., 1999). La aplicaciéon de estos tratamientos induce la
lisis del CL (McCracken y col., 1970), y en consecuencia, la aparicion de una fase
folicular acompafiada de estro y ovulacion (Acritopoulou y col., 1977). Presenta
como desventajas, que su utilizacion se restringe a la estacion reproductiva, ya que
necesita de un CL activo, y ademas si no se conoce el estado reproductivo y manejo
previo de la majada a la cual se va aplicar la PG, esta puede inducir aborto en
hembras gestantes, provocando pérdidas reproductivas. Sin embargo la PG es una
buena alternativa desde el punto de vista de una produccion “limpia y verde”, ya que
se metaboliza en un solo pasaje por el pulmén (99%), por lo tanto no se acumula en
los tejidos (Moller-Holtkamp, 1980; Davis y col., 1980; Light y col., 1994; Fierro y col.,
2013). Ademas presenta un considerable menor costo respecto al método P4-eCG;
su via de administracion es intramuscular, lo que conlleva a una mejora en el
manejo, sanidad y bienestar de las hembras ovinas (Abecia y col., 2012); debido a
esto, no se producen problemas por vaginitis o adherencias, asi como
contaminacion medio ambiental (Fierro y col., 2013).

Diversos analogos sintéticos han sido desarrollados de manera de retrasar la
rapida degradacion de la PGF2a (Fierro y col, 2013). EI mas ampliamente utilizado
es el Clorprostenol (Binder y col., 1974), con propiedades biol6gicas mas selectivas
sobre el CL (Dukes y col., 1974), siendo 100 veces mas potente que la PGF2a y con
mayor vida media en sangre (Baird y Scaramuzzi, 1975). El uso del analogo sintético
ONO 1052 (Delprostenate), fue reportado en pocos articulos (Bonifacino y
Aragunde, 1981) a pesar de sus buenos resultados (Fierro y col., 2013, Cuadro 2).

Loubser y van Niekerk (1981) utilizaron dos dosis de otro analogo sintético
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(Dinoprost) separadas por 11 dias, con resultados reproductivos aceptables con una
dosis de 10 mg.

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

Referencia Analogo sintético Dosis
Hearnshaw y col., 1974 ICI 79939 31,2mg’
Baird y Scaramuzzi, 1975 16-aryloxy prostaglandina 50 mg’

(Clorprostenol; ICI 80996)
Hughes y col., 1976 15-[RS-metil-13,14-dihidro- 2mg’
PGF2a (ONO 453)
Acritopoulou-Fourcroy y col., 1977 16-aryloxy prostaglandina 100 mg’
(Clorprostenol; ICI 80996)
Bonifacino y Aragunde, 1981 Delprostenate (ONO 1052) 40 mg'si se
aplica una sola
inyeccién
35 mg’ sise
aplican dos
Inyecciones
Loubser y van Niekerk, 1981 Dinoprost 10 mg’ sise
aplica dos
Inyecciones
separadas 11
dias

z
Dosis minimas necesarias para producir lutedlisis

2.3.1.3 Protocolos en base a GnRH

Se ha adaptado el método de sincronizacién de estros y ovulaciones en
bovinos, denominado “Ovsynch”, a ovinos (Deligiannis y col., 2005; Titi y col., 2010).
Este método se utiliza en estacién reproductiva, consistiendo en la administracién
inicial de un analogo de GnRH (Dia 0), seguido a los 5 dias por una inyecciéon de
PG, a las 36h mas tarde se administra una segunda dosis de GnRH, de manera de
sincronizar las ovulaciones, y realizandose la IA (laparoscopica) a las 12-14h
posteriores; obteniendo aceptables resultados en concepcion (Deligiannis y col.,
2005). Oliveira y col. (2009), obtuvo resultados en porcentaje de prefez
significativamente mayores con el protocolo Ovsynch cuando lo compardé con un

grupo control sincronizado con esponjas con MAP durante 14 dias (P4-ecG).
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Existen trabajos realizados, tanto en ovinos como en caprinos, donde se ha
combinado la GnRH y la PG con la administracion de progestdgenos en forma de
esponjas durante 5 dias, al momento de la administracion de la GnRH, pudiendo ser
eficaz en la sincronizacion de estros y en la mejora de la fecundidad (Titi y col.,
2010). Aunque el uso de la GnRH y PG (protocolo Ovsynch) obtuvo aceptables
resultados, la adicibn de progestagenos pareci6 mejorar los pardmetros
reproductivos, posiblemente a través de la mejora del desarrollo folicular (Titi y col.,
2010). La progesterona puede prevenir la ovulacion durante el periodo en el que se
puede producir lutedlisis espontaneas en animales cuyos foliculos dominantes no
son sensibles a la inyeccion de GnRH (Titi y col., 2010). Dicha combinacién puede

dar mejores respuestas que el protocolo tradicional de P4+ecG.

2.4 Respuesta fisioldgica luego de la administracion de una PG

Las concentraciones plasmaticas de progesterona luego de producida una
lutedlisis inducida por PG, disminuyen bruscamente en comparacion con una
lutedlisis natural (Stacey y col., 1976), por lo cual se puede acortar el ciclo y
presentar el estro con anterioridad (Cardenas y col., 2004; Fierro y col., 2011). La
regresion luteal completa se logra de 6 a 24 h en una lutedlisis inducida, mientras
gue en la natural se logra a las 72 h (Haresign y Acritopoulpou-Fourcroy, 1978; Wiley
y col., 1997).

Las caracteristicas de la descarga de LH luego de la administracién de la PG,
fueron similares a la que se produce naturalmente (Acritopoulpou-Fourcroy y col.,
1977; Haresign y col., 1978; Thimonier, 1979); sin embargo se produce una segunda
descarga de LH mas leve, ocurriendo de 7 a 8 (Bindon y col.,, 1979) o 10,5 h
(Carlson y col., 1973) después de la inyeccion de PG; la cual se ve estimulada por la
retroalimentacion positiva generada entre el primer pico de LH y el estradiol (Carlson
y col., 1973).

Respecto al diametro folicular luego de la administracibn de PG, hay
controversia; Houghton y col. (1995) informaron que presenta un menor diametro
respecto a ovejas no tratadas; en cambio Fierro y col. (2011) informaron un mayor
diametro luego de la lutedlisis inducida con PG. Del mismo modo, Nephew y col.
(1991) y Letelier y col. (2011) no encontraron diferencias significativas en el diametro

folicular. Ademas, Fierro y col. (2011) informaron que el mayor diametro folicular se
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asocié con una tasa de crecimiento mas rapida de los foliculos en las ovejas
inducidas con PG.

Considerando el efecto del uso de PG sobre la TO y prolificidad, Fierro y col.
(2011) y Forichi y col. (2004), informaron una disminucién de esta cuando la PG se
administra durante la fase luteal temprana respecto a un estro de origen natural. Sin
embargo Letelier y col. (2011) constataron un aumento de la TO cuando la PG se
administro en la fase lutea media, explicandose por el desarrollo de un FPO “menos
dominante” con una capacidad esteroidogénica inferior manteniendo las
concentraciones de FSH por encima del umbral estimulando la seleccion de
multiples foliculos ovulatorios; o por la posibilidad de la ocurrencia de la ovulacién de
foliculos provenientes de la segunda y tercer onda (Bartlewsky y col., 1999; Gibbons
y col.,, 1999). Sin embargo, Bonino y Grela (2014) sobre raza Corriedale no
encontraron diferencias significativas en TO cuando la PG fue administrada en dos
dosis separadas 7, 10, 12, 14 6 16 dias (1,33+0,50, 1,33+0,50, 1,33+0,50, 1,46+0,52
0 1,43%0,52 respectivamente).

En resumen, la respuesta a la PG es dependiente de la fase del ciclo estral al
momento de su administracién (Rubianes y col., 1997), debido a los cambios
dinamicos en el crecimiento del foliculo que se producen por progesterona, FSH y
LH en la fase luteal (Gonzalez-Bulnes y col., 2005). Las alteraciones de la funcion
esteroidogénica del FPO, la TO y la prolificidad tras la administracion de PG, son

controvertidos.

2.5 Protocolos en base a PG utilizados en sincronizacién de estros

Al administrar una dosis de PG a un grupo de ovejas, éstas 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. A mayor
edad del CL la respuesta en horas desde la inyeccion de la PG al comienzo del estro
sera mas tardia (Houghton y col., 1995). Ademas si al momento de la inyeccion de
PG el foliculo dominante se encuentra en la fase de crecimiento o estatico 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). Conociendo
esta dificultad para determinar con exactitud la fase del ciclo estral de un grupo de

hembras, se hace necesaria la aplicacién de 2 dosis de PG (Abecia y col., 2012). La

24



segunda inyecciéon de PG permite mejorar la sincronia del estro, sin embargo el
inicio del estro y la ovulacion se dispersan en el tiempo de acuerdo a los diferentes
intervalos de aplicacion entre las dosis de PG, como se muestra en el cuadro 3
(Fierro y col., 2013).

Cuadro 3: Intervalo de tiempo (h) al inicio del estro (PG-IE) y la ovulacién después
de la segunda inyeccion de PG en ovejas sincronizadas con un régimen de doble
inyeccion de PG con diferentes intervalos entre tratamientos (adaptado de Fierro y
col., 2013).

Referencias Intervalo entre PG-IE Ovulacion
las PG (dias)

Rubianes y col., 2003 7 40,6+ 0,5 60,8+ 1,8
Contreras-Solis y col., 2009 7 - 61,1+£1,1
Acritopoulou y col., 1978 9 38,8+1,3 73,1+1,6
Haresing y Acritopoulou y col., 1978 9 38,6 £+ 0,8 729+15
Acritopoulou, 1979 9 435+6,0° -

9 49,9+3,7° -
Godfrey y col., 1997 10 69,6 + 9,6 -
Dasy col., 1999 10 516+24 -
Oyediji y col., 1990 11 41,7+2,2 -

2 Estacion reproductiva media; ° Estacién reproductiva tardia.

Tradicionalmente la sincronizacion de estros con PG estuvo basada en
tratamientos de una o dos dosis de PG separadas 9 a 12 dias, que presentaron en
términos globales dos inconvenientes importantes: 1) una gran dispersion en la
manifestacion de estros (24 a 120 h) y, 2) una aparente menor concepcion de los
mismos en comparacién con los protocolos en base a P4-eCG y/o estro natural
(Hackett y col., 1981; Loubser y van Niekerk, 1981, Duran del Campo, 1982). Las
diferentes condiciones de produccion comparadas (biotipos raciales, latitudes), el
bajo nimero 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. Por esta razon fueron desestimados como alternativas para realizar

IATF (Menchaca y Rubianes, 2004). En el cuadro 4, se muestran los resultados de
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fertilidad con diferentes intervalos de separacion entre dosis de PG, asi como la

comparacién con protocolos en base a P4-eCG.

Cuadro 4: Resultados de fertilidad obtenidos con varios protocolos basados en PG,

con diferentes modificaciones, comparados con protocolos en base P4-eCG.

Referencias Protocolos n Tipo de servicio Prefiez (%)
Boland y col., 1978a 2PG9ad 26 M.N. 65
2PG9d +eCG 24 M.N. 53,5
2 PG14d 26 M.N. 42,1
2 PG 14d + eCG 27 M.N. 71,4
MAP 14d 23 M.N. 72,7
MAP 14d + eCG 23 M.N. 85,7

Loubser y van Niekerk, 2 PG 11 d (5 mg/iny) 28 IATF cervical 20y 32h 59,1
1981

2PG 11d (10 mg/iny) 28 75,3
Hackett y col., 1981 2PG11d 31 IATF cervical 60h 35
31 IATF cervical 72h 52

29 IATF cervical 60y 72h 52

Acritopoulou-Fourcroyy 2 PG 12d 42 IATF cervical 56h 54,8"
col., 1982 32 IATF cervical 60h 37,5
39 IATF cervical 66h 30,8

42 IATF cervical 56 y 66h 61,9

MAP y eCG 45 IATF cervical 55h 37,9

Las letras diferentes indican diferencias estadisticas (P<0,05).

M.N.: monta natural; MAP: acetato de medroxiprogesterona; eCG: gonadotropina coriénica equina.

La fertiidad en ovejas con estros inducidos, tanto con PG como con P4,
generalmente es menor, con respecto a ovejas no tratadas (Gordon, 1999; Fierro y
col., 2011). Esto se ha asociado con alteraciones en las contracciones del miometrio
(Davies y col., 2006), donde una disminucién en el nimero de contracciones uterinas
hacia el oviducto resulta en menos espermatozoides que llegan al sitio de
fertilizacion (Hawk y Conley, 1975; Hawk y Cooper, 1977; Bartlewsky y col., 2003).
También se reportan alteraciones en la mucosa vaginal afectando el transporte
espermatico desde el cuello uterino hacia el cuerpo del utero (Rubianes y col.,
1997). La disminucién de la capacidad esteroidogénica del FPO, que se ha

comunicado al usar métodos hormonales (White y col., 1987), afectaria el transporte
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de gametos, debido a que los esteroides son los encargados de preparar al oviducto
y Utero para la fecundacion y el transporte del embrién y la induccién de las
contracciones musculares de dicho o6rgano, por lo que esto se ve afectado,
disminuyendo el éxito reproductivo (Meikle y col., 2001; Sosa y col.,, 2008). La
recuperacion de embriones fue similar en ovejas tratadas con PG en comparacion
con ovejas tratadas con P4 (Mutiga y Baker, 1982; Gonzales-Bulnes y col., 2005),
pero menor en comparacion con un estro espontaneo (Schiewe y col., 1990; Fierro y

col., 2011), sin embargo, la calidad del embrion no fue diferente (Fierro y col., 2011).

2.6 Protocolo Synchrovine®

Contrariamente a lo que se sostenia por algunos autores (Acritopoulou y
Haresign, 1980) se ha demostrado que el CL es refractario a la PG solo en los
primeros dos dias pos ovulacién (Rubianes y col., 2003; Contreras-Solis y col.,
2009). Basandose en ello, Rubianes y col. (2004) proponen acotar el intervalo entre
dosis de PG para ser utilizado en IATF. Este hallazgo dio lugar a desarrollar un
protocolo que consistié en la administracion de 2 dosis de PG separadas 7 dias al
cual llamaron Synchrovine®. De esta manera, sin conocer el momento del ciclo
estral durante el cual se administra la primera dosis, al momento de administrar la
segunda dosis, los CLs tendran entre 3 a 5 dias y todas las ovejas se encontraran
en la primer onda de desarrollo folicular (Fierro y col.,, 2010). El uso de este
protocolo, determind la sincronizacion del 78% de los estros entre las 24 y 48 h, y las
ovulaciones entre las 48 y 72 h de administrada la segunda dosis; lo que permitié su
uso para IATF (Menchaca y col., 2004).

En la aplicacion de este protocolo a nivel experimental y comercial, los
resultados obtenidos han sido variables y generalmente bajos, no superando en
promedio el 50% de fertilidad (Menchaca y col., 2004; Olivera y col., 2007; Fierro,
2010).

2.7 Modificaciones en los protocolos en base a PG.

En base a los magros y variables resultados que se obtuvieron con el uso del

protocolo Synchrovine®, se han planteado diferentes alternativas para poder
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mejorarlos. Con esta finalidad se evalué la deteccion de estros (Forichi y col., 2004),
la dosis de PG (80 vs 160 pg de Delprostenate, Glandinex®; Olivera y col., 2004a,
b), la inclusion de un analogo sintético de GnRH para mejorar la sincronizacion de la
ovulacion (Gil y col., 2004; Correa, 2005; Olivera-Muzante y col., 2011b, 2013),
diferentes categorias de las hembras (Olivera y col., 2004b; 2006); el intervalo entre
las dosis de PG (8 vs. 7; Olivera y col., 2007., 2011b), el momento mas apropiado
para la inseminacion (42 vs. 48 vs. 54 h) con distintos métodos de preservacion
seminal (Menchaca y col., 2004; Fierro y col., 2007; Fossati y col., 2008; Bottaro,
2009), la asociacion con el efecto macho (Contreras-Solis y col., 2009), diferentes
vias de deposicion seminal (cervical vs. Intrauterina, Olivera-Muzante y col., 2011b),
y un programa de alimentacion focalizada (Fierro y col., 2014). Todo esto sin obtener

impactos relevantes en ninguna de las variantes estudiadas (cuadro 5).

Cuadro 5: Modificaciones realizadas al protocolo Synchrovine® y sus resultados de
fertilidad (%) y prolificidad (adaptado de Fierro, 2010).

Referencia Protocolo n Fertilidad Prolificidad
(%)
Menchaca y col., Synchrovine® IATF 42h semen fresco 152 36° -
2004 Synchrovine® IATF 48h semen fresco 120 252 -
Synchrovine® IATF 54h semen fresco 164 22° -
Olivera-Muzantey ~ Synchrovine® IATF 44h Borregas 79 372 1,03%
col., 2006 Synchrovine® IATF 44h Ovejas 90 40° 1,19°
Gil y col., 2006 Synchrovine® IU Ovejas semen 93 13° 1,00°
congelado
Synchrovine® IU Borregas semen 86 13° 1,082
congelado
Fossati y col., 2008 Synchrovine® IATF 42h semen fresco 82 27 1,09°
Synchrovine® IATF 48h semen fresco 96 31° 1,032
Synchrovine® IATF 54h semen fresco 90 26 2 1,042
Bottaro, 2009 Synchrovine® IATF 42h semen 89 6?2 1,002
refrigerado
Synchrovine® IATF 48h semen 89 24° 1,002
refrigerado
Synchrovine® IATF 54h semen 91 22° 1,052
refrigerado
Synchrovine® IATF 48h semen fresco 96 31° 1,032
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Contreras-Solis y Synchrovine® IATF 48h + EM 24 622 -
col., 2009 Synchrovine® IATF 55h + EM 25 44° -
Olivera-Muzantey ~ Synchrovine® IATF 42h 145 45° 1,09
col., 2011b Synchrovine® IATF 48h 145 51° 1,042
Synchrovine® 8 dias entre PG IATF 42h 147 33° 1,022
Synchrovine® 8 dias entre PG IATF 48h 146 29° 1,19°
Synchrovine® AD PGF2 a 64 422 1,112
Synchrovine® BD PGF2a 63 24 ° 1,132
Fierroy col., 2011 Synchrovine® IATF IU semen fresco 135 62 Z 1,25 Z
Estro Espontaneo IU semen fresco 73 85 1,50
Olivera-Muzante Yy Synchrovine@ 101 42,6 Z 1,09 a
col., 2013 Synchrovine® + GnRH 24h 98 10,27 1,00 Z
Synchrovine® + GnRH 36h 95 33,7 1,13
Fierro Yy col., 2014 Synchrovine@ 100 46 ¢ 1,09°
Synchrovine® + Suplementacion 93 56 ° 1,06 *
protéica

Las letras diferentes dentro de cada trabajo indican diferencias estadisticas (P<0,05).
IATF: Inseminacidn Artificial a tiempo Fijo; IU: 1A intrauterina; EM: efecto macho; AD: alta dosis; BD:
baja dosis; SupPr: suplementacion proteica.

Considerando que no se lograron mejorias sustanciales de este protocolo, se
planted buscar la razon de ello. Fierro (2010), en un estudio de caracter basico
sugiri6 que los bajos resultados reproductivos del protocolo Synchrovine® se
podrian asociar a un ambiente uterino con crecientes pero bajas concentraciones de
progesterona durante el desarrollo del FPO, debido a la presencia de un CL de tan
solo 3-5 dias de edad. Esto llevaria a un FPO de mayor diametro asociado con una
tasa de crecimiento folicular mayor, lo que se asociaria finalmente, con una menor
TO, fertilidad, prolificidad y fecundidad observada con el protocolo Synchrovine®
cuando se lo comparo con un estro espontdneo (Fierro y col., 2011). En trabajos
anteriormente presentados se describié que los foliculos inducidos a ovular después
de un tratamiento con PG, presentarian menos células en la granulosa, por lo que
podria disminuir su capacidad esteroidogénica (Nephew y col., 1991; Wiley y col.,
1997), resultando en el desarrollo de un CL con vida media mas corta que produciria

menos cantidad de progesterona (White y col., 1987).
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Existen reportes internacionales previos, del uso de protocolos de mas dias de
separacion entre las dosis de PG (Boland y col., 1978a; Loubsery van Niekerk, 1981;
Hackett y col.,, 1981; Acritopoulou-Fourcroy y col., 1982; ver cuadro 4), que
parecerian tener mejores resultados reproductivos en términos numéricos que el
protocolo Synchrovine®; donde indican que un intervalo de 12-14 dias entre dos
inyecciones de PG da resultados comparables, y donde la reduccion de este
intervalo a 8-9 dias es seguida por una caida en los resultados de fertilidad (Fairnie y
col., 1977; Greyling y van der Westhuysen, 1980b), ademas de un incremento en el
porcentaje de ovejas en estro y mayor tasa de prefiez cuando se adiciono una fuente
de P4 externa 8 dias antes de la inyeccién de PG (proporcionada por dispositivos
intravaginales; Loubsery van Niekerk, 1981). Por ello, Fierro y col. (2013) plantearon
en su trabajo de revision, la hipétesis de que una mayor separacion entre las dosis
de PG podria generar un adecuado desarrollo folicular en un ambiente con mejores
niveles de progesterona plasmatica, con mejor calidad de los ovocitos generados y/o
calidad embrionaria, y en consecuencia con mejores resultados reproductivos
finales. Sin embargo no se conocia a ese momento, y en nuestras condiciones de
explotacion, que separacion entre dosis de PG permitiria realizar IATF, y cudal seria
la hora de inseminacion a utilizar. Intentando contestar estas interrogantes, se
plantearon ensayos en la raza Corriedale comparando protocolos con 10, 12, 14 o
16 dias de intervalo entre dosis de PG. Por un lado se observaron diferencias en
respuesta estral acumulada y sincronia estral (a favor de 10 y 12 dias respecto a 16
dias de separacion entre dosis de PG; Dutra da Silveira y Soler, 2013), pero no asi
en el intervalo segunda PG-inicio del estro, diametro folicular maximo y final,
dindmica folicular preovulatoria, u hora de ovulacion pos segunda PG (Hourcade y
Pechi, 2014). Sin embargo, realizando IA con semen fresco por via cervical sobre
estro detectado, la concepcion de los grupos de 14 y 16 dias, fue superior a los
grupos de 10 y 12 de separacion entre dosis de PG (P<0,05), sin diferencias
significativas (P>0,05) con un grupo control de estro espontaneo (Dutra da Silveira y
Soler, 2013). Finalmente, Bonino y Grela (2014), confirmando la hipotesis
previamente planteada, no obtuvieron diferencias significativas en el porcentaje de
ovejas que ovularon, ni en TO entre los grupos comparados (P>0,05), sin embargo
el protocolo de 7 dias de separacion entre PG presentdé un menor nivel ovulatorio
gue los protocolos de 14 y 16 dias de separaciéon entre dosis (P<0,05). En cuanto a

respuesta reproductiva, obtuvieron una mayor tasa de NR_D21, fertilidad y
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fecundidad a la IATF en los protocolos de 12, 14 y 16 dias, respecto a los de 7 y 10
dias de separacion entre PG (P<0,05), no existiendo diferencia en prolificidad entre

grupos comparados (P>0,05, cuadro 6).

Cuadro 6: Respuesta reproductiva en ovejas sincronizadas con un analogo sintético
de PGF2a (PG) administrado a diferentes intervalos de tiempo (Bonino y Grela,
2014).

Grupo (n) NR_D21 (%) Fertilidad (%) Prolificidad Fecundidad (%)
PG7 (95) 358° 32,62 1,190,402 38,9°
PG10 (96) 33,32 31,32 1,300,472 40,6 °
PG12 (96) 50,0 ° 49,0° 1,32+0,47 ® 64,6 "
PG14 (94) 61,7° 59,6 ° 1,29+0,49 @ 76,6°
PG16 (98) 61,2° 59,2 ° 1,26+0,44 ® 74,5°

a, b igual columna: P<0,05.

PG7, PG10, PG12, PG14, PG16: dos dosis de un anélogo 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.

No se conocen sin embargo, para nuestras condiciones de explotacion,
resultados utilizando intervalos de separacion intermedios a los ya estudiados (13 6
15 dias), ni resultados comparativos con el protocolo tradicional de sincronizacién de
estros en base a P4-eCG. La validacion de estos resultados de IATF via cervical con
protocolos en base a PG, y su contrastacion con el protocolo tradicional de P4-eCG,
es de sumo interés para masificar esta biotecnologia, y para hacer mas practica y
viable la incorporacion de mejora genética en los sistemas productivos,

constituyéndose en el principal objetivo del presente trabajo experimental.
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3. HIPOTESIS

La administracion de dos dosis de PG inyectadas en intervalos entre 12 y 16
dias de separacién no genera diferencias entre grupos en respuesta ovulatoria y/o

reproductiva a la IATF, y equipara resultados obtenidos con el protocolo de P4-eCG.

4. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo fue el estudio de la respuesta reproductiva a
la IATF de ovejas sincronizadas con dos dosis de PG administradas a diferentes
intervalos de tiempo (12, 13, 14, 15 6 16 dias respectivamente) y compararlas con el
protocolo tradicional de P4-eCG.

El objetivo especifico fue estudiar la respuesta ovulatoria (porcentaje de ovejas
gue ovulan, TO y nivel ovulatorio) en la categoria multiparas, y la respuesta
reproductiva de estos protocolos (porcentaje de no retorno al estro a 21 dias-
NR_D21-, fertilidad, prolificidad y fecundidad a los 60 dias pos IATF) en ovejas
multiparas y nuliparas, realizar la comparacioén en estas variables con el protocolo
tradicional de P4-eCG.

5. MATERIALES Y METODOS

El trabajo experimental se realiz6 en la Escuela Agraria-UTU “La Carolina”
(Ruta 23 km 162,5; Ismael Cortina, Flores, Uruguay, 33°S — 57°W), en estacion
reproductiva (meses de marzo a junio de 2013). Los procedimientos experimentales
fueron puestos a consideracion y 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 Animales

Se utilizaron 610 ovejas de la raza Corriedale reproductiva y sanitariamente
aptas al momento del servicio: 440 ovejas multiparas con un promedio de PV de
54,2+5,5 kg (medias +tDE) y CC de 3,1+0,4 (escala 1-5; Russell y col., 1969), y 170
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ovejas nuliparas con promedio de 49,6+4,9 kg de PV y CC de 3,3+0,3. Se utilizaron
9 carneros de raza Corriedale, reproductivamente aptos (clinica y serolégicamente:
libres de Brucella ovis, DILAVE-MGAP, Montevideo, Uruguay), a los cuales se les

realizd una evaluacion seminal previo a ser utilizados.

5.2 Manejo nutricional

La alimentacion de los animales se basdé en campo natural (suelos de
Cristalino) antes, durante y después del experimento, con una disponibilidad
promedio inicial de 1956+1766 kg/MS/ha (6,7% de PB, 2,3 MCal/kg/MS de EM). Las
precipitaciones acumuladas durante el periodo marzo a mayo fueron de 277mm (75,
147, 54 mm, marzo, abril y mayo respectivamente).

5.3 Manejo sanitario

Previo al comienzo del experimento los animales se dosificaron contra
parasitos gastrointestinales (Closantel + Levamisol, oral, 10 mg/kg de PV,
Closamisol®, Lab. Microsules, Montevideo, Uruguay), controldndose cada 15 dias la
evolucion de la carga parasitaria (muestreos de hpg en materia fecal),
manteniéndose sin carga parasitaria hasta 60 dias pos IATF. Se inmunizaron contra
enfermedades clostridiales (Clostrisan®, subcutanea, Lab. Santa Elena, Montevideo,
Uruguay). Recibieron ademas un bafio podal de pasaje (formol al 5%) y un bafio de
aspersion precaucional contra piojo ovino (Diazinén 60%, 1 L/1000 L de agua,
Ectovet®, Lab. Uruguay, Montevideo, Uruguay). No se registrO ningun tipo de

afecciones podales durante el resto del periodo experimental.

5.4 Disefio experimental

Se conformaron seis grupos mediante blogueo por categoria (nulipara o
multipara), CC y PV evaluado mediante balanza electrénica (TOLEDO MGR-3000,
10,1 Kg). Cinco grupos fueron sincronizados con dos inyecciones intramusculares de
PG (Delprostenate, Glandinex®, Universal Lab, Uruguay, 160 pg/oveja/inyeccion)
separadas 12, 13, 14, 15 6 16 dias (PG12, PG13, PG14, PG15 6PG16; n= 100, 104,
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103, 100 y100 ovejas respectivamente), mas un grupo control sincronizado con P4-
eCG (n= 103): esponjas con medroxiprogesterona por 14 dias (MAP 60 mg; Syntex,
Uruguay) y eCG intramuscular a su retiro (Novormon 5000®; Syntex, Uruguay;
380UI). La aplicaciéon de la segunda PG se realizé el mismo dia y hora en todos los
grupos desfasando la primera dosis. La extraccion de las esponjas vaginales se
efectud 8 horas més tarde (Ver Figura 4).

PG PG IATF ECO1 ECO2
| S O S SRR |
2 PG separadas 12 dias | ——
PG
2 PG separadas 13 dias l' l l L_g
PG
2 PG separadas 14 dias | l l' l’ L EEE— ﬁ
PG
2 PG separadas 15 dias I l I L_ﬁ
PG
2 PG separadas 16 dias VJ' l l L_ﬁ
PG retiro P4+eCG
P4-eCG 1 11 1 — 5
Dias -18 -17 -16 -15 -14 -2 0 B 13 21 60

Figura 4. Esquema de Disefio Experimental. Ovejas sincronizadas con dos dosis de un
analogo sintético de PGF2a (160 ug de Delprostenate/dosis/oveja; PG) a intervalos de 12, 13, 14, 15
0 16 dias (grupos PG12, PG13, PG14, PG15 o PG16 respectivamente) y grupo control sincronizado
con P4-eCG: esponjas con medroxiprogesterona por 14 dias (MAP 60 mg) y eCG intramuscular a su
retiro (380 Ul). Dia 0= dia de la IATF. ECO1= ecografia transrectal para evaluar la respuesta
ovulatoria al Dia 8. NR_D21: control de no retorno al estro desde el Dia 13 al Dia 21 pos IATF con
carneros pintados. ECO2: ecografia via transabdominal para evaluar la respuesta reproductiva al Dia
60.
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5.5 Manejo del semen e IA

Se utilizé semen fresco diluido en leche descremada UHT con antibioticos
(Enrofloxacina 5%; Baytril®, 250 mg/Lt), dilucion 1+1; unificado de 9 carneros
adultos de raza Corriedale, asegurando un dosis espermatica de 160 millones de
espermatozoides/ oveja. La colecta y dilucion de semen se realiz6 una hora antes de
la IATF mediante vagina artificial (Duran del Campo, 1980), siendo los carneros
previamente entrenados para la realizacion de la misma.

La IATF (Dia= 0) se realizé en forma conjunta y al azar a todas las ovejas. En
los grupos sincronizados con PG se realiz6 a las 56+ 1,5h pos segunda PG (segun
Hourcade y Pechi, 2014), mientras que en el grupo P4-eCG se realiz6 a las 48+1,5h
después del retiro de las esponjas (Colas y col., 1974). En todos los grupos, la via

empleada fue la cervical segun Duran del Campo (1980).

5.6 Evaluaciones reproductivas

Se evalud la respuesta ovarica en las ovejas multiparas de cada grupo: el
porcentaje de ovejas que ovularon (ovejas que ovulan/total de ovejas*100), la tasa
ovulatoria (TO; CLs/oveja que ovuld) y el nivel ovulatorio (CLs/total de ovejas*100) al
Dia 8 pos IATF, por medio de ultrasonografia via transrectal (Aloka® 500, Overseas
Monitor Corp. Ltd., Richmond, BC, Canada; con transductor lineal de 7,5 MHz
Aloka®, Tokyo, Japan) siguiendo la técnica descripta por Vifioles y col. (2010).

Ademas se evaluo la respuesta reproductiva en ambas categorias: fertilidad
(ovejas gestantes/inseminadas*100), prolificidad (fetos/ovejas gestantes) vy
fecundidad (fetos/ovejas inseminadas*100) al Dia 60; por ultrasonografia via
transabdominal (Aloka® 500, Overseas Monitor Corp. Ltd., Richmond, BC, Canada;
con transductor lineal de 3,5 MHz Aloka®, Tokyo, Japan); utilizando la metodologia
descrita por Vifioles y col. (2010). Se evalud la tasa de no retorno al estro (NR_D21;
ovejas que no retornan al estro/total de ovejas*100) mediante servicio a campo con
carneros pintados con grasa y tierra de color negra, desde el Dia 13 al Dia 21 pos

IATF, a razén de 3 carneros/100 ovejas (Figura 4).
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5.7 Andlisis estadistico

Se consider6 el efecto de la categoria y su interaccion con los diferentes
protocolos en las variables cuantificadas. El porcentaje de ovulacidn, la tasa de
NR_DZ21 y 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 significaciéon P< 0,05.

6. RESULTADOS

Los resultados de este trabajo se resumen en los cuadros N°7 y N° 8. No se
observé un efecto significativo de la categoria, ni una interaccion categoria*grupo en
la respuesta reproductiva (P<0.05), por lo cual los datos son presentados en forma

conjunta para cada grupo experimental.

Cuadro 7: Respuesta ovulatoria en ovejas multiparas sincronizadas con un analogo
sintético de PGF2a (PG) administrado a diferentes intervalos de tiempo, y en
comparacién con progestagenos y eCG (P4-eCG).

Grupo (n) Ovulacion (%) TO Nivel Ovulatorio (%)
PG12 (72) 97,22 1,54+0,65 ® 150 @

PG13 (74) 100,0 @ 1,50+0,60 ® 150 @

PG14 (76) 97,42 1,65+0,63 @ 161°

PG15 (70) 98,6 ¢ 1,58+0,65 2 156 @

PG16 (72) 100,0 @ 1,57+0,50 2 157 ¢
P4-eCG (74) 98,6 2 1,88+0,67 ° 185°

2%jgual columna: P<0,05.

PG12, PG13, PG14, PG15, PG16: dos dosis de PG separadas 12, 13, 14, 15, 6 16 dias
respectivamente. P4-eCG: esponjas de medroxiprogesterona (MAP) 60 mg durante 14 dias y 380 Ul
de eCG a su retirada. Ovulacién (N° de ovejas que ovulan/total de ovejas; %). TO (tasa ovulatoria: N°
de ovulaciones/oveja ovulada al Dia 8 pos IATF). Nivel Ovulatorio (N° de ovulaciones/total de
ovejas*100 al Dia 8 pos IATF). Dia 0: dia de la IATF.
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No se observaron diferencias significativas entre grupos de sincronizacion en
porcentaje de ovejas que ovularon, ni entre grupos de PG en TO o nivel ovulatorio
(P>0,05). Sin embargo, el grupo P4-eCG presentdé una mayor TO y un mayor nivel

ovulatorio que todos los grupos de PG (P<0,05).

Cuadro 8: Respuesta reproductiva en ovejas sincronizadas con un anélogo sintético
de PGF2a (PG) administrado a diferentes intervalos de tiempo, y en comparacién

con progestagenos-eCG (P4-eCG).

Grupo (n) NR_D21 (%) Fertilidad (%) Prolificidad Fecundidad

(%)
PG12 (100) 44 %® 41 1,24+0,49 ® 512
PG13 (104) 48,1 442 3 1,15+0,36 ¢ 51 @
PG14 (103) 51,5 ¢ 495 "c 1,33+0,48 66 ¢
PG15 (100) 66 ¢ 65 ¢ 1,25+0,43 2 g1 <
PG16 (100) 58 cd 57 ¢ 1,25+0,43 2 71 ¢

P4-eCG (103) 68 ¢ 62,1 ¢ 1,39+0,52 & 86,4 %

2 jgual columna: P<0,05.

PG12, PG13, PG14, PG15, PG16: dos dosis PG separadas 12, 13, 14, 15, 6 16 dias respectivamente
e IATF a 56 h pos segunda PG. P4-eCG: esponjas de medroxiprogesterona (MAP) 60 mg durante 14
dias con 380 Ul de eCG a su retirada e IATF a 48 h pos retiro. NR_D21 (Tasa de no retorno al estro
desde el Dia 13 al 21 pos IATF;%). Fertilidad (ovejas gestantes/total de ovejas inseminadas, al Dia 60
pos IATF;%). Prolificidad (fetos/oveja gestante al Dia 60 pos IATF). Fecundidad (fetos/total de ovejas
inseminadas, al Dia 60 pos IATF;%). Dia 0: dia de la IATF.

El NR_D21, la fertilidad y la fecundidad fue similar entre los grupos PG15,
PG16 y P4-eCG, pero superior a los grupos PG12 y PG13 (P<0,05). No se
observaron diferencias significativas entre grupos en prolificidad, salvo el grupo
PG13 que fue inferior al de P4-eCG (P<0,05). El protocolo PG14 tuvo resultados

intermedios respecto a los demas grupos (P>0,05).
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7. DISCUSION

Los resultados de este trabajo confirman parcialmente la hipotesis planteada.
La administracion de dos dosis de PG inyectadas con intervalos entre 12 y 16 dias
de separacion no generé diferencias en respuesta ovarica entre grupos, pero si en
respuesta reproductiva a favor de los grupos con mayor intervalo entre dosis de PG
(PG15 y PG16, respectivamente), equiparando los resultados del protocolo control
en base a P4-eCG.

Respecto a la respuesta ovarica, en primer término no se encontraron
diferencias significativas en el porcentaje de ovejas que ovularon entre grupos
sincronizados con PG y/o P4-eCG, siendo muy alta en todos los grupos. Ello
evidencia, que en las condiciones de manejo establecidas (estacién reproductiva,
biotipo, manejo nutricional y sanitario), la gran mayoria de las ovejas con estros
inducidos con ésta separacion entre dosis de PG y/o tratadas con P4-eCG ovularon,
y que los CL generados con estos protocolos se mantuvieron “ecograficamente
funcionales” al menos hasta el Dia 8 (Vifioles y col., 2010). Esto se asemeja a lo
obtenido previamente por Dutra da Silveira y Soler (2013) y Bonino y Grela (2014),
comparando separaciones entre dosis de PG de 10, 12, 14 y 16 dias (fase luteal
media a tardia), bajo similares condiciones de trabajo. Con estos resultados a la
vista podemos pensar que la administracion de PG no afectdé el fendbmeno de
ovulacion en si mismo. Sin embargo, ha sido reportado que la secrecién enddégena
de FSH y LH podria verse alterada en ovejas sincronizadas con PG (Barrett y col.,
2002; Liu y col., 2006), reduciendo el numero de foliculos reclutados, o
determinando fallas de ovulacién dello los FPO y/o formacion de CLs,
fundamentalmente cuando la PG se aplica en fase luteal temprana (Barret y col.,
2002). En segundo término, no se observaron tampoco diferencias significativas en
TO ni en el nivel ovulatorio entre grupos sincronizados con PG, pero si en la
comparacion con el grupo control de P4-eCG. Esto confirma, por un lado, los
resultados de otros autores (Bindon y col., 1979; Houghton y col., 1995; Letelier y
col., 2011; Dutra da Silveira y Soler, 2013; Bonino y Grela, 2014), quienes concluyen
que la administracion de PG en fase luteal media a tardia no influiria en estos
parametros, y de Dutra da Silveira y Soler (2013) y Errandonea (2014; no publicado)
cuando se lo compara con un estro espontaneo. La inclusién de una dosis promedio

de eCG en el protocolo control (380 Ul), y su doble funcién gonadotréfica (actividad
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de FSH y LH; Gordon, 1999; Menchaca y Rubianes, 2004) determina, ademas de
una mejor sincronia ovulatoria, una estimulacion al crecimiento y ovulacion de
foliculos de mas de una onda folicular. En consecuencia, es de esperar una mayor
TO y nivel ovulatorio final con este protocolo y esta dosis de eCG (Ainshwort y col.,
1977; Boland y col., 1979).

En lo referente a la respuesta reproductiva, se observdé que la tasa de
NR_D21, la fertilidad y la fecundidad final fueron significativamente superiores en los
grupos PG15 y PG16 respecto a los grupos PG12 y PG13, sin diferencias en
prolificidad entre ningun grupo de PG. Es decir que, mayores intervalos entre las
dosis de PG (semejantes a una fase luteal de duracion 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 lo tanto se
generaron previo 6 al momento del reconocimiento materno de la gestacion. Estos
resultados son coincidentes con trabajos previos de nuestro grupo donde, con IA via
cervical y semen fresco, sobre estro detectado 6 IATF, se observé que intervalos de
10 y 12 dias (Dutra da Silveira y Soler, 2013), 6 de 7 y 10 dias entre dosis de PG
(Bonino y Grela, 2014), tuvieron una respuesta reproductiva inferior que intervalos
mayores entre dosis. En este ultimo trabajo el grupo PG12 no evidencié diferencias
significativas (pero si numéricas) de fertilidad y/o fecundidad respecto a los de mayor
intervalo entre dosis. En términos globales estos hallazgos vuelven a confirman, por
un lado, lo hipotetizado acerca de que un ambiente uterino con crecientes, pero aun
relativamente bajas concentraciones previas de progesterona durante el desarrollo
del/o los FPOs, conllevarian 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). Una disminucién en la
tasa de fertilizacion cuando el intervalo entre inyecciones de PG se redujo de 14 a 8
0 9 dias (Fairnie y col., 1977; Greyling y van der Westhuysen, 1980), o un aumento
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. Por otro
lado, Hawk y Cooper (1977) encontraron que el numero de espermatozoides se
redujo en el cuello uterino en ovejas tratadas con PG al dia 10, pero no al dia 16,
sugiriendo algun factor asociado con el acortamiento del ciclo estral que inhibiria el

transporte de espermatozoides.
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Por otra parte, los grupos PG15 y PG16 equipararon reproductivamente al
protocolo control de P4-eCG, con resultados biolégicamente mas que aceptables
para una IATF via cervical con semen fresco (Colas y col., 1974; Le Roux, 1976;
Gordon, 1999). La fertilidad de estros inducidos con PG, en comparacion con la de
P4-eCG, ha sido un tema controvertido en la literatura. Trabajos contemporaneos
(Olivera-Muzante y col., 2011a; Viioles y col., 2011), utilizando un protocolo de IATF
con tan solo 7 dias de separacion entre dosis de PG (protocolo Synchrovine®)
obtuvieron, resultados reproductivos siempre inferiores que con el protocolo control
de IATF aqui empleado (MAP 60 mg, protocolo largo de 14 dias, y 380 Ul eCG a su
retiro). Contreras-Solis (2009), empleando este mismo protocolo de PG en ovejas de
pelo, pero asociado a un “efecto macho”, reporta resultados similares en IATF al
protocolo control de P4 (pero no incluyendo eCG en el mismo). En trabajos previos,
comparando sobre servicio natural protocolos de 2 PG separadas 9 6 14 dias y
protocolo control (MAP), con o sin eCG en ambos tratamientos hormonales (Boland
y col. 1978a), se aprecian diferencias numéricas a favor del protocolo control de
MAP (no significativas, dado el muy bajo niumero de animales empleados). Lo mismo
ocurri6 en servicios de IATF, donde el porcentaje de fertilizacion fue
significativamente superior en ovejas de un grupo control de P4-eCG (67%), en
comparacion con ovejas sincronizadas con un protocolo de 2 PG separadas 11 dias
e IATF a 56 h después de la segunda dosis (7%; Boland y col 1978b). Sin embargo,
Acritopoulou-Fourcroy y col. (1982), utilizando protocolos de 2 PG separadas 12 6
14 dias e IATF a 56 h, obtuvieron un porcentaje de paricidon similar o incluso superior
al protocolo control de P4-eCG con IATF a 55 h pos retirada de dispositivos. En
resumen, es probable que una mayor separacion entre las dosis de PG (15 y 16
dias) genere, por lo discutido en el parrafo previo, una ovulacién mas semejante a la
fisiologica, con la consecuente mejor concepcién al servicio. Ademas es probable
que, dada la amplia separacién en dias entre dosis de PG en estos protocolos, un
porcentaje de las ovejas inseminadas no responda a esta segunda PG y manifieste
estro espontaneo (y no inducido) al momento de la IATF, con la consiguiente mejor
concepcion y supervivencia embrionaria reportada para este tipo de estro (Duran del
Campo y Cash Stirling, 1982; Gordon, 1983; Fierro y col., 2011).

Por dltimo y a pesar de existir diferencias iniciales en TO y/o nivel ovulatorio en

ovejas multiparas a favor del protocolo de P4-eCG, no se evidenciaron diferencias

40



en prolificidad y/o fecundidad al Dia 60 en el total de las ovejas entre este protocolo
y los protocolos PG15 y PG16. Es visible que todos los protocolos disminuyeron su
prolificidad y fecundidad potencial evaluada al Dia 8. Algunos autores reportan que,
dado el alto peso molecular de eCG (68.000) y por ende su larga vida media en
sangre, y/o su elevado ratio y propiedades de FSH/LH (Gordon, 1999; Menchaca y
Rubianes, 2004), se puede observar en ovinos y otras especies alteraciones
hormonales por un incremento en la estrogenicidad de los foliculos de la onda 1
(Barret, 2002), desarrollo de quistes foliculares (Vifioles y col. 2001), y/o en
protocolos de superovulacion de ovinos y vacunos un mayor porcentaje de
estructuras embrionarias no fertilizadas y/o degeneradas (Kelly, 1997; Olivera y col.,
2001). Todo esto, sumado a la posibilidad de ovulacién de foliculos envejecidos por
el uso de tratamientos largos (Ungerfeld y Rubianes, 1999; Vifioles y col., 2001),
podria dar lugar al desarrollo de ovocitos y embriones de menor calidad, y en
consecuencia a la posibilidad de mayores pérdidas o fallas reproductivas con este
protocolo. Se descarta en primer instancia, como causa de éstas pérdidas la
ocurrencia de episodios de parasitosis gastrointestinales (Fernandez Abella y col.,
2006), enfermedades podales (Mederos y col., 2001), y/o la ocurrencia de efectos
climaticos de relevancia alrededor del servicio (precipitaciones, temperatura, etc.;
Gun y Doney, 1973; Fernandez Abella y col., 2007).

8. CONCLUSION

Se concluye que una separacion de 15y 16 dias entre dosis de PG permitiria
resultados reproductivos en IATF superiores a 12 y 13 dias de separacion, pero
similares al protocolo tradicional de P4 y eCG, siendo alternativas de sincronizacion

de estros e IATF via cervical con semen fresco mas “limpias, verdes y éticas”.
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