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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue determinar el efecto de la administracion de un
analogo sintético de Oxitocina (Carbetocina, Cb) y/o Prostaglandina E2
(Dinoprostone, Dp) para inducir la dilatacion cervical en ovejas, sobre el momento en
que se produce la ovulacién; y la ecogenicidad del foliculo preovulatorio y del
cuerpo luteo (CL) incipiente. El experimento fue realizado en el mes de abril (época
reproductiva en Uruguay) empleando 40 ovejas multiparas de raza Corriedale,
sincronizadas con una esponja impregnada con 60 mg de acetato de
medroxiprogesterona por 13 dias y la administracion de 300 Ul de eCG i.m. al
momento de retirar la esponja. Doce horas antes de la IATF (42 h post-eCG), las
ovejas fueron asignadas aleatoriamente en cuatro grupos de tratamientos (Cb, Dp,
Cb+Dp y C, n=10 en cada uno). El Grupo Cb fue tratado con 40 pg (2 ml) i.m. de Cb
(Decomoton), el Grupo Dp con 10 mg de Dp (Propess®), mediante la insercion de un
dispositivo intravaginal de liberacion lenta, el grupo Cb+Dp con ambas hormonas y

un grupo control (C) placebo de ambos tratamientos.

En todos los animales se realiz6 el seguimiento ecografico de los foliculos a las 12,
20, 28, 36, 42, 48 y 54 h post eCG, siguiendo el foliculo de mayor tamafio
(preovulatorio) hasta su posterior desaparicion (ovulacion) y la apariciéon del CL
recién formado, utilizando un ecografo portatil con un transductor trans-rectal lineal
de 10MHz. Se midi6é la intensidad ecografica del foliculo preovulatorio y del CL
recién formado, mediante captura de imagenes y video aplicando el software Image
J (Software libre). Se calculé el intervalo eCG-ovulacion (h) en todos los animales.
Para comparar el intervalo eCG-ovulacion y la intensidad de pixeles de los CL entre
los grupos de tratamiento se utilizo Chi cuadrado. La intensidad de pixeles de los
foliculos preovulatorios se analizé por ANOVA (MixProc, SAS, 2000), tomando como
efectos fijos el grupo y la h post eCG. Los datos fueron presentados como las
mediasts.e.m, con diferencias consideradas significativas para P<0,05. Todos los
animales ovularon antes de las 54 h post eCG y 34 de los 40 lo hicieron antes de las
42 h post-eCG. El intervalo eCG-ovulacion fue mayor a 42 h post-eCG en el 30% de
los animales tratados con Cb (Cb y Cb+Dp), mientras que en el 100% de los
animales no tratados con Cb (Dp y C) fue menor a 42 h (P<0.04). No se encontraron

efectos de los tratamientos sobre la intesidad de pixeles del foliculo pre-ovulatorio,



debido al pequefio nimero de animales que ovularon luego del tratamiento (42 h
post-eCG). Los CL desarrollados antes de los tratamientos de induccién a la
dilatacion cervical tuvieron menor intesidad de pixeles que los desarrollados después
de los tratamientos (52.5+£5.4, n=20 y 88.4+9.0, n=11; respectivamente, P<0.005).
La intensidad de pixeles de los CL tendié a ser menor en los animales tratados con
Cb respecto a los tratados con Cb + Dp (76.8+£11.9, n=7 y 137.9+18.9, n=2;
respectivamente, P=0.062). A partir de éstos resultados se sugiere que la Cb podria
retrasar el momento en que se produce la ovulacion y el Dp aumentar la intensidad

ecografica del CL.



SUMMARY

The objective of the present study was to determine the effect of Carbetocin (Cb, a
synthetic analogue of Oxytocin) and/or Dinoprostone (Dp, prostaglandin E2)
administration for induction of cervical dilatation on the time of ovulation, the
echogenicity of the preovulatory follicle and the early corpus luteum (CL). The
experiment was carried out during the Corriedale breeding season in Uruguay (April)
using 40 multiparous Corriedale ewes synchronized with intravaginal sponges
impregnated with 60 mg of medroxyprogesterone acetate for 13 days and 300 IU of
eCG i.m. at the sponge withdrawal. Twelve hours before AIFT, ewes were randomly
assigned to four treatment groups (Cb, Dp, Cb + Dp and C, n = 10 in each group).
The Cb group, was treated with 40 pg (2 mL) i.m. of Cb (Decomotdén); Dp group with
10 mg of Dp in a slow release intravaginal device (Propess®); the Cb + Dp group,
with both hormones and a placebo Control group of both treatments.

Ovarian ultrasonography was performed in all animals at 12, 20, 28, 36, 42, 48 and
54 h post eCG, following the major follicle (pre-ovulatory) until its disappearance
(ovulation) and the appearance of newly formed CL, using a portable ultrasound with
a 10MHz linear trans-rectal transducer. The ultrasound pixel intensity measurement
of the pre-ovulatory follicle and the newly formed CL was performed through the
capture of images and video and using Image J (Free software). The eCG-ovulation
interval (h) was calculated in all animals. To compare the eCG-ovulation interval and
the pixel intensity of the CLs between the treatment groups Chi square was used.
The pixel intensity of the preovulatory follicles was analyzed by ANOVA (MixProc,
Statistical Analysis Systems SAS Institute, Cary, NC, USA, 2000), considering the
group and h post-eCG as a fixed effects. Data was presented as +SEM and
differences with P <0.05 were considered significant. All animals ovulated before the
54 h post eCG and 34 of 40 ovulated before the 42 h post-eCG. The chi-square test
showed significant differences for ovulation time before and after administration of
the treatments for induction of cervical dilatation (42 h post-eCG). The eCG-ovulation
interval was greater than 42 h in 30% of the Cb treated animals (Cb, Cb + Dp), while
it was less than 42h (P<0.04) in all animals that were not treated with Cb. No
significant effect of treatments on pre-ovulatory follicle pixel intensity was found, due

to the small number of animals that ovulated after treatment (42 h post-eCG). In



contrast, the CL developed before the treatments for induction of cervical dilatation
had lower pixel intensity than the CL developed after treatments (52.5+5.4, n=20 and
88.419.0, n=11,; respectively, P<0.005). Moreover, CL pixel intensity trend to be lower
in animals treated with Cb than treated with Dp (76.8+11.9, n=7 y 137.9+18.9, n=2,;
respectively, P=0.062). Data suggest that Cb might delay ovulation and that Dp may
affect the echographic intensity of CL.

10



INTRODUCCION

La produccién ovina representa el 9% del producto bruto interno agropecuario del
pais (M.G.A.P. 2015). Sin embargo, el Uruguay cuenta actualmente con poco mas
de 6.4 millones de ovinos (DI.CO.SE. 2016), luego de una caida del stock ovino en
aproximadamente 16 millones de animales desde los afios 90. En este contexto, la
utilizacion de inseminacion artificial (IA) es fundamental para el mantenimiento de la
eficiencia econémica del rubro (I.N.I.A. 2011). Sin embargo, la aplicacion de la 1A
con semen congelado en ovinos es limitada, en parte debido a la dificultad para la
canulacion transcervical (Salamon y Maxwell, 2000). El cérvix ovino es pequefio,
estrecho y posee anillos que restringen la luz del canal cervical (Moré, 1984; Halbert
y col. 19902; Campbell y col. 1996; Kershawy col. 2005). Como consecuencia, en la
gran mayoria de las ovejas sélo es posible la IA en el orificio cervical caudal, lo que
determina indices de concepcién que rara vez superan el 50% utilizando semen
congelado (Salamon y Maxwell, 2000; King y col. 2004; Fierro y col. 2013). Estos
resultados mejoran con la profundidad de la canulacion y son maximos utilizando la

IA uterina transcervical (Windsor y col. 1994; Salamon y Maxwell, 2000).
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REVISION BIBLIOGRAFICA:

1. Fisiologia reproductiva de la hembra ovina

La oveja es una especie poliéstrica estacional de dia corto, con una estacion
reproductiva en verano-otofio, donde se desarrollan los ciclos estrales y un periodo
de anestro en invierno-primavera (Duran del Campo, 1980). La estacionalidad
reproductiva en la oveja depende principalmente de las variaciones de la duracion
del dia (fotoperiodo), percibiendo los impulsos luminosos por parte de la retina. Esta
informacion es conducida hasta la glandula pineal, la cual sintetiza y secreta
melatonina (Chemineau, 1992). El perfil de secrecion de melatonina aumenta
durante las horas de oscuridad y disminuye durante las horas de luz. De este modo,
la melatonina es el mensajero bioquimico que permite al animal medir la duracién de
la iluminacién diaria (Abecia y Miranda, 2000). El papel de la melatonina sobre la
reproduccion ovina se ejerce a nivel hipotalamico, modificando la frecuencia de
liberacibn de GnRH (hormona liberadora de gonadotrofina), con lo que
paralelamente implica a la liberacién de LH (hormona luteinizante) hipofisaria y por
tanto a la actividad gonadal (Abecia y Miranda, 2000).

El ciclo estral es un conjunto de eventos que se suceden entre dos ovulaciones,
teniendo una duracion promedio en la oveja de 17 dias (rango de 14 a 19)
(Ungerfeld, 2002). Estos eventos incluyen el estro, ovulacion, formacion, desarrollo y

regresion del cuerpo lateo (CL) y un nuevo estro (Duran del Campo, 1980).

El estro se caracteriza por la aceptacién de la monta y en la oveja tiene una duracion
de 24 a 36 horas dependiendo de la raza, edad, estacion de afio y presencia del
macho. La ovulacién es espontadnea y se presenta al final del estro, unas 24 a 27

horas de iniciado éste (Fernandez-Abella, 1987; Hafez y Hafez, 2002).
e Etapas del ciclo estral
El ciclo estral se puede dividir en dos fases, segun la estructura que predomine en el

ovario durante cada una. La fase luteal se caracteriza por la presencia del CL y altos

niveles de progesterona (P4) producida por éste, que se extiende desde el dia 2-3
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(celo=dia 0) hasta alrededor del dia 13 cuando se produce la lutedlisis del cuerpo
luteo. La fase folicular se caracteriza por el desarrollo de una onda folicular
ovulatoria, con predominio de uno o dos foliculos de mayor tamafio que producen
altos niveles de estradiol, y se extiende desde la lutedlisis hasta la ovulacion de al
menos uno de ellos y el comienzo de la formacion del nuevo CL (Ungerfeld, 2002;
Senger, 2005).

¢ Eje Hipotalamo-Hipdfisis-Ovario

El ciclo estral se encuentra regulado por las hormonas del hipotalamo (GnRH), la
hipdfisis anterior (hormona foliculo estimulante, FSH y LH), el foliculo (estrégenos,
E2 e inhibina), el CL (progesterona, P4 y oxitocina, Ox) y el Utero (prostaglandina
F2a, PGF2a) (Stevenson, 2007; Vifioles, 2003). Estas hormonas actuan a través de
un sistema de retroalimentacion positiva y negativa (feedback) para regular el ciclo

estral (Stevenson, 2007).

e Ovulacion

La ovulacion ha sido definida como la desaparicion de un foliculo preovulatorio de 5
a 7 mm de didmetro en la oveja (Ravindra y col. 1994); seguido por la deteccion del
CL recién formado (Duggavathi y col. 2003). En las especies de ovulacion
espontanea (vaca, oveja, cabra, yegua) el pico de LH se desencadena a partir de
mecanismos endocrinos endogenos, donde la caida de la P4 determina que se
produzca una retroalimentacion positiva entre GnRH y LH por un lado y los E2 por
otro. Es decir, que ante cada pulso de GnRH la hipofisis responde con un pulso de
LH; y el foliculo responde a la LH secretando E2. Los E2 determinan que se
produzca rapidamente un nuevo pulso de LH, el que inducird un nuevo incremento
de E2 (Ungerfeld, 2002). A su vez, el estradiol incrementa la sensiblilidad de la
hipofisis a la GnRH (Reeves y col. 1971) produciéndose finalmente una descarga
masiva de LH (pico). El proceso ovulatorio se desencadena a partir de ésta,
determinandose la ruptura del foliculo preovulatorio, la liberacién del ovocito y

posterior luteinizacion del mismo (Ungerfeld, 2002).

13



A partir del pico de LH, aun antes de que la ovulacién ocurra, las células de la
granulosa comienzan a transformarse en tejido luteal. Un efecto importante del pico
de LH es inducir a las células de la granulosa a que produzcan sustancias que
debilitan la unién intercelular en la propia pared. Se conoce que algunas sustancias,
como la PGF2a, prostaglandina E2 (PGE2), los E2 y la relaxina incrementan su
concentracion en el liquido folicular durante este periodo. La inhibicion experimental
del incremento de algunas de estas hormonas impide que se desencadene el

proceso ovulatorio (Ungerfeld, 2002).

e Formacioén del CL

El CL es una glandula endocrina transitoria, secretora de P4, la cual posee un rol
importante en el establecimiento y mantenimiento de la gestacion en mamiferos
domésticos (Niswender y col. 1994; Fields y Fields, 1996; Schams y Berisha, 2004).
Tiene una actividad funcional de entre 14 y 15 dias en la oveja (Hafez y Hafez, 2002)
y durante 12 de estos dias predominan niveles altos de P4 (Coy Fuster, 1995).
Secreta ademas, en cantidades menores: E2, relaxina, Ox, neurofisina |, inhibina y

vasopresina (Uribe-Velasquez y col. 2011).

La funcién luteal intrinseca es controlada por la interaccién de varios factores
luteotréficos que incluyen la gonadotropina (LH), prolactina, PGF2a y E2. Dicha
gonadotropina (LH), es esencial para la induccion de la ovulacion y el inicio del
proceso de luteinizacion (Uribe-Velasquez y col. 2011). ElI CL, en ausencia de
apropiadas sefiales embrionarias, sufre lutedlisis (Uribe-Velasquez y col. 2011). En
rumiantes, la vida media del CL es controlada principalmente por las hormonas
luteoliticas como: la PGF2a y la Ox afectando la duracion del ciclo estral (Milvae,
2000).

2. Control hormonal del ciclo estral:
Se han identificado varios factores que reducen la eficiencia reproductiva de los
ovinos. La raza, nutricion, edad, estacion del afio, manejo, lactacion y las

enfermedades parecen ser los mas importantes (Godfrey y col. 1998). La

sincronizacion del ciclo estral en esta especie es una biotecnologia reproductiva que,
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asociada a esquemas de inseminacioén artificial, es una herramienta Gtil para mejorar
la eficiencia reproductiva, la productividad de las explotaciones, concentrar partos en
épocas preestablecidas, favorecer la difusion de genotipos especificos y mejorar la

genética (Gonzélez-Stagnaro, 1993; Silva y col. 2010).

Los tratamientos hormonales para el control del estro y de la ovulaciébn permiten
inducir y sincronizar el estro en las hembras en anestro y sincronizar el momento de
aparicion del estro en hembras ciclando (Aisen, 2004). Los métodos mas utilizados
para la induccién y sincronizacion del estro y estimulacién del crecimiento folicular
en ovejas incluyen a la P4, los progestagenos y la administracion intramuscular de
eCG (Noel y col. 1994).

La sincronizacion del estro puede ser efectivamente alcanzada con una reduccion en
la duracién de la fase luteal del ciclo estral, mediante PGF2a o sus analogos
sintéticos, los cuales producen una lutedlisis controlada (Gonzalez-Bulnes y col.
2005) o por el alargamiento artificial de esta fase utilizando esponjas o dispositivos
impregnados con progestagenos (Gonzalez-Bulnes y col. 2005; Husein y Kridli,
2003; Maffili y col. 2005). Estudios realizados han constatado que los analogos de
P4, como el MAP (medroxiprogesterona), llegan a ser 20 veces mas potentes que la
P4 natural para suprimir el estro y la ovulacion (Hamra y col. 1986), resultando en
mejor respuesta reproductiva fuera de la época de apareamiento (Husein y Kridli,
2003).

La eCG, producida por las copas endometriales de yeguas prefiadas entre los dias
40 y 130 de gestacién, en rumiantes posee actividad de FSH principalmente (80%),
pero también de LH (20%) (Gordon, 1971; Barrett y col. 2004). Una dosis baja de
eCG (350 — 500 Ul) comunmente es administrada en ovejas ciclando luego de un
pre tratamiento con P4, para sincronizar y acortar el intervalo estro - ovulacion
(Gordon, 1971 y 1996; Cline y col. 2001). Un tratamiento con dosis bajas de eCG,
permite incrementar la tasa de crecimiento y la capacidad esteroidogénica de los
foliculos antrales (Driancourt y Fry, 1992; Barrett y col. 2004). La eCG debe estar
asociada a la P4 para estimular la ovulacion, tanto en la estacion reproductiva, como
fuera de ella (Rubianes y col. 1998; Safdarian y col. 2006). Asi, Evans y Robinson

(1980) constataron que el uso aislado de eCG, en altas dosis produce una respuesta
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menos eficiente que cuando la hormona esta combinada con progestagenos
exdgenos, observando en este caso una mejor respuesta de fertilidad. Ademas, los
datos obtenidos por Cardwell y col. (1998) en ovejas indicaron que el inicio del estro
y de la ovulacion se manifestaron mas rapido y uniformemente, como resultado de la

combinacion del progestageno con la eCG.

Olivera-Muzante y col. (2011), sugieren en un estudio comparando la performance
reproductiva de un protocolo tradicional de IATF utilizando P4-eCG con un nuevo
protocolo en base a doble dosis de PGF2a separadas por 7 dias, que la
performance reproductiva (fertilidad y fecundidad) fue mejor en las ovejas tratadas

con P4-eCG en comparacién con las tratadas con PGF2a.

3. Estrategias de dilatacion del cérvix:

La dilatacidén cervical en la oveja al estro es favorecida por la activacién estrégeno-
dependiente del sistema Ox/PGE2. La activacion del sistema Ox/PGE2 induce a la
relajacion del musculo liso y a la remodelacion del coladgeno cervical permitiendo la

apertura del canal cervical al estro (Rodriguez-Pifion, 2015).

En funcion de lo anterior, la Ox y la PGE han sido utilizadas para dilatar el cérvix y
facilitar su canulacién, administradas solas (Stellflug y col. 2001; King y col. 2004;
Leethongdee y col. 2010) o combinadas (Leethongdee y col. 2007; De Rossi y col.
2009; Falchiy col. 2012).

Considerando la corta vida media de la Ox (minutos), se desarroll6 un analogo
sintético, la Carbetocina (Cb), la cual presenta una actividad de unién al receptor de
Ox similar al de la Ox natural pero su accion bioldgica se prolonga por 12 h (Atke y
Vilhardt, 1987). Esto podria asegurar un efecto oxitoxico lo suficientemente largo
para desencadenar los procesos de dilatacion cervical sin necesidad de usar

administraciones repetidas o altas dosis que posiblemente interfieran en la fertilidad.

Una preparacion intravaginal de PGE2 sintética, diseflada para su utilizacion en

humanos, el Dinoprostone (Dp, Cervidil®), ha sido administrada a ovejas en anestro,

16



para aumentar la penetrabilidad cervical y mejorar la utilizacién de la IA. Resultando
que los 6 animales tratados pudieron ser canulados transcervicalmente hasta el
Gtero, mientras que solo 2 de 6 lo fueron en el grupo no tratado (Candappa y col.
2009).

Hay evidencias respecto a la participacion de la PGE y Ox en la dilatacion cervical,
sin embargo no se ha estudiado el impacto de la administracion de estas hormonas

sobre el ovario.

4. Ox y PGE2 - Ovulacion, foliculo preovulatorio y cuerpo luteo.

A pesar de que las investigaciones utilizando tratamientos con Ox y/o PGE para
dilatar el cérvix ovino llevan mas de dos décadas, poco se sabe del efecto de éstos
tratamientos sobre el desarrollo folicular final, la ovulacion y el desarrollo del CL
incipiente mediante el seguimiento de su ecogenicidad. Se ha demostrado que los
ovarios producen Ox, que es un potente regulador de la funcién del utero y ovario
(Howard y col. 1990; Kotwica y Skarzynski, 1993; Rasch y col. 1996). A nivel ovarico
las estructuras capaces de sintetizar la Ox son las células de la granulosa del
foliculo preovulatorio y el CL, participando dicha hormona en la luteinizacion del
foliculo (Saller y col. 2010) y a su vez junto con la accion de la PGF2a son capaces
de desencadenar la lutedlisis (Moore y col. 1986). La Ox estd asociada
secundariamente a la GnRH como factor hipotalamico preovulatorio, estimulando a
la liberacion de gonadotrofinas (FSH y LH) en la hipdfisis anterior (Robinson y Evans
1990). Se ha sugerido que la Ox tiene funcion fisiolégica en la foliculogénesis,
modulando el proceso de seleccion folicular, acelerarando la maduracién del foliculo
y la ovulacion (Bobowiec y col. 2003). En ése sentido, la administracion de Ox de
liberacion lenta al inicio del estro en ovejas adultas produjo un aumento de la tasa de
ovulacion respecto a los controles no tratados (179 y 151%, respectivamente) (King
y Coetzer, 1997). Un estudio similar, pero administrando Ox de corta accion cada 30
minutos por 24 hs y comenzando al inicio del estro también provocé un aumento de

la tasa ovulatoria en las ovejas tratadas (King y Coetzer, 1996).
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Por otra parte, es conocido que las PG participan en la ruptura del foliculo
preovulatorio en mamiferos (Armstrong, 1981). En roedores se determind que las
concentraciones foliculares de PGE2 y PGF2a aumentan durante el proceso
ovulatorio (LeMairey col. 1973 y 1975; Espey y col. 1991; Espey y Richards, 2006).
La inhibicion del incremento de PGE2 (Ungerfeld, 2002) o de sus receptores (Ok Kim
y Duffy, 2016), impide que se desencadene el proceso ovulatorio. Ademas, la
ovulacion fue bloqueada en ratones knock-out para receptores de PGE (Davis y col.
1999; Hizakiy col. 1999) y mediante el tratamiento con inhibidores de la sintesis de
PG en roedores y rumiantes (Armstrong, 1981; Murdoch y col. 1993; Li y col. 2006).
Las evidencias son contundentes respecto a la participacion de la PGE en el
proceso ovulatorio y sugieren que la utilizacion de PGE exdgena en ovejas podria
afectar el tiempo y/o proceso normal de ovulacion.

Se ha planteado que las prostaglandinas | (PGl) y PGE son importantes para la
funcion luteal normal. Estas PG se producen en mayores cantidades en la fase luteal
temprana y pueden desempefar un papel importante en el desarrollo luteal,
aumentando la sintesis de P4 (Niswender y col. 2000; Schams y Berisha, 2002).

El estudio del efecto de la administracion de Ox y PGE2 sobre el momento de la
ovulacién y las primeras etapas de la luteinizacion del foliculo ovulatorio puede
aportar informacion valiosa para el disefio de un protocolo hormonal para inducir la

dilatacion cervical en ovejas.
5. Ultrasonografia

La ultrasonografia (US) es una técnica no invasiva de obtenciéon de imagenes,
ampliamente utilizada para examinar el tracto reproductivo de rumiantes domésticos.
En las hembras de estas especies es frecuentemente utilizada para la determinacion
de la prefiez y el estudio de la actividad ovérica (ej. reclutamiento, desarrollo y
dominancia folicular; patrones de ondas foliculares; desarrollo del CL), y también
para la deteccion de patologias en el tracto reproductivo de machos y hembras
(Gonzéalez-Bulnes y col. 2010; Ungerfeld y Fila, 2011; Brito y col. 2012).
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En los afios 1990 la US transrectal ovarica fue adaptada para el uso de pequefios
rumiantes (Ginther y col. 1995; Ginther y Kot, 1994; Ravindra y col. 1994; Schrick y
col. 1993). La US ha permitido la evaluacion de los efectos de varias hormonas
exdgenas sobre los ovarios en la oveja (Barrett y col. 2002 y 2004; Bartlewski y col.
2001, 2003 y 2004; Duggavathiy col. 2004; Liu y col. 2006).

Los ecégrafos mas utilizados en Medicina Veterinaria son llamados de modo B y
tiempo real, equipados con trasductores lineales, sectoriales y convexos que emiten
ondas de ultrasonido de 3.5 MHz, 5.0 MHz 6, 7.5 MHz. El término “modo B” se
refiere a la modalidad de brillo, donde la imagen que se logra es la correspondiente
a un corte bidimensional del érgano en estudio, conformada por pequefios puntos de

diferente intensidad, cada punto es definido como “un pixel” (Monina y col. 2000).

La apariencia ultrasonografica de un tejido es denominada ecotextura, y esta
asociada a la composicion histomorfologica del mismo (ej. agua y contenido
macromolecular, densidad celular, etc.) (Pierson y Ginther, 1985; Townson y
Ginther, 1989; Griffing y Ginther, 1992; Bergfelt y Ginther, 1996). El liquido no refleja
las ondas de ultrasonido y por ello se denomina no ecogénico (como por ejemplo
foliculos ovéaricos), viéndose de color negro. Los tejidos densos como el hueso
reflejaran las ondas y se los llamara hiperecogénicos tomando color blanco. Las
demds estructuras oscilaran en las distintas gamas de grises de acuerdo a su
densidad (Monina y col. 2000).

Una imagen ecografica se compone de una matriz de pixeles, o elementos de
imagen, representada en una pantalla de video. Miles de pixeles forman
colectivamente la imagen. Cada uno de ellos puede asumir en la imagen obtenida
uno de 256 colores diferentes que van desde el negro (0) al blanco (255). Como el
0jo humano solamente puede reconocer 18 a 20 diferentes tonos de gris un sistema
de analisis de imagen computarizado posibilita mejorar el estudio del patron de
imagen o ecotextura. El estudio computarizado de las imagenes ultrasonograficas ha
posibilitado un medio adecuado para evitar la inconsistencia de la evaluacion

subjetiva visual de las imagenes de US (Singh y col. 2003).
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6. Intensidad de pixeles

La intesidad de pixeles esté relacionada al contenido celular y macromolecular del
tejido, y la heterogeneidad de pixeles refleja la presencia de areas no ecogénicas
(oscuridad ej. vasos sanguineos) y ecogénicas (brillo ej. densos cumulos de células)

en el tejido (Pierson y Adams, 1995; Duggavathi y col. 2003).

El andlisis de intensidad de pixeles de las ecografias podria proveer informacion
acerca del cambio sufrido por los tejidos (Pierson y Adams, 1995; Chandolia y col.
1997). Varios estudios demuestran la utilidad del analisis para demostrar dichos
cambios. Un estudio de imagenes foliculares y luteales en vacas y mujeres reflejan
cambios discretos en su morfologia y funcién secretora (Pierson y Adams, 1995).
Otro ejemplo de ello es un estudio realizado por Liu y col. (2007) para determinar las
caracteristicas ultrasonograficas de foliculos ovulatorios en crecimiento de ovejas
ciclando sincronizadas con esponjas intravaginales de MAP e inyeccion de eCG al
momento de retirar la esponja; el cual determind que la intensidad media de pixeles
del antro folicular aumenté luego de la administracién de eCG. Esto se puede atribuir
a la ocurrencia de cambios en la morfologia (hipertrofia y proliferacion de las células
de la glanulosa y la teca) y en la funcién secretora de los foliculos durante su
crecimiento (Singh y col. 1998; Singh y Adams, 2000).

La imagen ultrasonografica es un potencial indicador del estatus fisiologico y
funcional del CL en varias especies (Singh y col. 1997; Siqueira y col. 2009) y
permite la evaluacién secuencial del tamafo (area), forma y consistencia del CL
(Pierson y Ginther, 1987; Kastelic y Ginther, 1989). Por lo tanto, es posible
monitorear el desarrollo del mismo durante su vida (Pieterse y col. 1990; Hanzen y
col. 2000). Un estudio realizado en bovinos (Siqueira y col. 2009) y otro similar en
cabras (Arashiro y Branddo, 2008) para evaluar caracteristicas morfologicas,
funcionales y ecotextura del CL comprob6 que el desarrollo luteal medido en
intensidad de pixeles esta altamente relacionado con su funcionalidad (produccion

de progesterona) durante el ciclo estral.
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Segun Duggavathi y col. (2003) en un seguimiento de la luteogénesis en ovejas
ciclando la intensidad de pixeles y la heterogeneidad disminuy6 (p<0.05) desde 12-
24 hasta 60-72 horas luego de la ovulacion. Esto lo atribuye al incremento de las
superficies reflectivas de las paredes del foliculo colapsado y a la presencia de
coagulos sanguineos que influencian la ecotextura del CL recién formado. La
disminucién significativa en la heterogeneidad de pixeles del cuerpo liuteo a las 60-
72 hs post ovulacién podria deberse al hecho de que el tejido luteal predomina a las
72 horas aproximadamente y los coagulos de sangre fueran menores en namero y

mas difusos, resultando en un patron de ecogenicidad mas homogéneo.
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HIPOTESIS
El tratamiento con Carbetocina o Dinoprostone y la administracidon conjunta de

ambas drogas para inducir la dilatacion cervical afecta el momento en que se

desencadena la ovulacion, el foliculo preovulatorio y CL incipiente.

OBJETIVOS
1. Objetivo General
Estudiar si el tratamiento con Carbetocina o Dinoprostone y la administracion
conjunta de ambas drogas afecta el momento en que se produce la ovulacion; y
la ecogenicidad del foliculo preovulatorio y del CL incipiente.
2. Objetivos especificos
Determinar mediante ecografia ovérica el efecto de la administracion de Cb o Dp
y de la administracion conjunta de ambas drogas en ovejas con ovulacion
sincronizada con medroxiprogesterona (MAP) y gonadotrofina coriénica equina
(eCG) sobre:
¢ El momento de la ovulacion (intervalo eCG-ovulacion).

e La ecogencicidad del foliculo preovulatorio.

e La ecogenicidad del CL resultante de la ovulacion.
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MATERIALES Y METODOS

En el campo Experimental N°1 de la Facultad de Veterinaria (Migues, Canelones)
cuarenta ovejas Corriedale multiparas provenientes de la misma majada, con un
peso homogéneo y un estado corporal de 2.5 a 3.5 en la escala de 0-5 de Russel y
col. (1969), desparasitadas y vacunadas (Clostridios) como el resto de la majada
general y alimentadas a base de campo natural; fueron tratadas en el mes de abril
(época reproductiva en Uruguay) con el protocolo MAP-eCG, disefiado para realizar
una IATF a las 54 h post-eCG (Olivera-Muzante y col. 2011). El mismo consistié en
la administracion intravaginal de una esponja impregnada con 60 mg de acetato de
medroxiprogesterona (MAP, Syntex, Buenos Aires, Argentina) por 13 dias y la
administracion de 300 Ul de eCG i.m. (Novormon 5000®, Syntex, Buenos Aires,
Argentina) al momento de retirar la esponja. Doce horas antes de la IATF (42 h post-
eCG), las ovejas fueron asignadas aleatoriamente a los cuatro Grupos de
tratamientos para inducir la dilatacion cervical de acuerdo a un arreglo factorial 2 x 2
(Cb, Dp, Cb+Dp y C, n=10 en cada uno) y tratadas correspondientemente. El Grupo
Cb fue tratado con 40 pug (2 mL) i.m. de Cb (Decomotén, Laboratorios Callier,
Uruguay) y un dispositivo intravaginal (Propess®) sin principio activo, el Grupo Dp
con 10 mg de Dp mediante la insercion de un dispositivo intravaginal de liberacion
lenta (Propess®, Ferring Pharmaceuticals Ltd., West Drayton, Reino Unido) y una
inyeccién i.m. de 2 mL de suero fisioldgico, el Cb+Dp con ambas hormonas y al
Grupo C se le administré una inyeccion i.m. de 2 mL de suero fisiolégico y un
dispositivo intravaginal (Propess®) sin principio activo (Figura 1). Luego de la
limpieza y desinfeccion de la zona perineal, la aplicacion de los dispositivos
intravaginales se realiz6 lo mas préximo al anillo cervical caudal posible, para lo que

se utilizé un vaginoscopio, colocando el animal con el tren posterior elevado.

En todos los animales se siguieron ecograficamente los foliculos mayores a 3 mm, a
las 12, 20, 28, 36, 42, 48 y 54 h post eCG, identificando retrospectivamente al
foliculo de mayor tamafio (preovulatorio) hasta su desaparicion (ovulacion) y la
aparicion del CL resultante; utilizando un ecografo portatil (EsaoteMylLabOne,
Genova, Italia) con un transductor trans-rectal lineal de 10MHz. Todos los
parametros del equipo se mantuvieron constantes. Se realiz6 la medicion de la

intensidad ecografica del foliculo preovulatorio y del CL recién formado mediante
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captura de imagenes y video aplicando el software Image J (Software libre). Se
calculé el intervalo eCG-ovulacion (h) en todos los animales.

42 Hs 54 hs Post
Post eCG o Gl

1 1 “ CARBETOCINA (Cb) 40 g
—_ ‘ N.ii‘f;‘;‘“;‘;m" i‘ DINOPROSTONE (Dp) 10mg
= & q I ﬂ Cb +Dp
S

"1 300 UI de eCG i.m

60 mg MAP intravaginal “ CONTROL (C)

Figura 1. Esquema del protocolo de sincronizacion (MAP-eCG) y aplicacion de los tratamientos para

inducir la dilatacién cervical.

Analisis estadistico

Para comparar el intervalo eCG-ovulacion y la intensidad de pixeles de los CL entre
los grupos de tratamiento se utilizd6 Chi cuadrado. La intensidad de pixeles de los
foliculos preovulatorios se analiz6 por ANOVA tomando como factores fijos el
tratamiento y la hora post-eCG (MixProc, Statistical Analysis Systems SAS Institute,
Cary, NC, EEUU, 2000). Los datos fueron presentados como las mediasts.e.m, con

diferencias consideradas significativas para P<0,05.
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RESULTADOS

1. Momento de la ovulacion

Todos los animales ovularon antes de las 54 h post eCG y 34 de los 40 animales
(85%) lo hicieron antes de las 42 h post-eCG (Tabla 1).

Intervalo

post-eCG

(h) Cb (n=10) | Dp(n=10) | Cb+Dp(n=10) | C(n=10)
12-20 1 2

20-28 6 3 4

28-36 2 1 3 3

36-42 4 3 1 1

42-48 1

48-54 4 1

Tabla 1. Nimero de ovejas que ovularon en distintos intervalos (h) luego
de la administracién de eCG a ovejas Corriedale sincronizadas con
medroxiprogesterona (60 mg, 13 dias) y eCG (im, 300 Ul) y tratadas con
Carbetocina (im, 40 pg, Cb), Dinoprostone (intravaginal, 10 mg, Dp), Cb
y Dp (mismas dosis y vias, Cb+Dp) y Control (C) a las 42 h post eCG

para inducir la dilatacién cervical.

El Test de Chi cuadrado mostré diferencias significativas para el momento de la
ovulacién antes y luego de la administracion de los tratamientos de induccion de la
dilatacion cervical (42 h post-eCG, P<0,04). Todas las ovejas tratadas con Dp o
controles ovularon antes del tratamiento y 6 de los 20 animales (30%) tratados con

Cb (sola o combinada) ovularon después del mismo (Gréafico 1).
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Grafico 1. Nimero de ovejas Corriedale sincronizadas con medroxiprogesterona
(60 mg, 13 dias) y eCG (im, 300 Ul) que ovularon antes y después de la
administracion de Carbetocina (im, 40 pg, Cb), Dinoprostone (intravaginal, 10
mg, Dp), Cb y Dp (mismas dosis y vias, Ch+Dp) y Control (C) a las 42 h post
eCG para inducir la dilatacion cervical.

2. Foliculos preovulatorios

No se detecté un efecto de los tratamientos para inducir la dilatacién cervical sobre
la intensidad de pixeles del foliculo preovulatorio, debido al pequefio niumero de
animales que ovularon luego del tratamiento (42 h post-eCG). Tampoco hubo efecto

de la hora post-eCG sobre la intensidad en pixeles del foliculo preovulatorio.

3. Cuerpos luteos recientes

Algunos de los cuerpos lateos se observaron por primera vez antes de las 42 h post-
eCG y otros después. Se analizaron si los que se desarrollaron antes del tratamiento
eran distintos que los que lo hicieron después. El test de Chi cuadrado mostré que la
intensidad de pixeles fue diferente en aquellos cuerpos lateos desarrollados antes y
después de los tratamientos de induccién a la dilatacion cervical (antes de las 42 h)
(52.545.4, n=20 y 88.4+9.0, n=11; respectivamente, P<0.005). En éste ultimo grupo,
7 correspondian al grupo Cb y 2 al grupo Cb+Dp. EIl analisis del efecto del
tratamiento sobre la intensidad de pixeles del cuerpo luteo en éstos casos mostro

gue la intensidad de pixeles de los animales del grupo Cb tendié a ser menor que el

26



grupo Cb+Dp (76.8£11.9, n=7 y 137.9+18.9, n=2; respectivamente, P=0.0620) (Tabla
2).

— " —

Antes de las ¥ Despuésde |8

42hs Post-
eCG

las 42hs
Post-eCG

52.5+5.4 88.4+9.0

n=20 n=11 ! @76.8i11.9 @137-%18-9

Tabla 2. Intensidad de pixeles en los CL desarrollados antes y después de la aplicacion

de los tratamientos (42 hs post-eCG).
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DISCUSION

1. Momento de la ovulacion

En el presente experimento, todos los animales ovularon antes de las 54 h post-eCG
y el 85% lo hicieron antes de las 42 h. Coincidentemente, ovejas Polwarth (Ideal)
sincronizadas muy similarmente, con un dispositivo intravaginal con MAP por 12 dias
y 250 Ul de eCG al retirarlo, ovularon antes de las 48 hs post-eCG (Vifioles y col.
2001). En ovejas Farafra sincronizadas con un dispositivo intravaginal de silicona
impregnado con progesterona natural por 12 dias y al retiro 400 Ul de eCG, las
ovulaciones comenzaron a las 48 h post eCG, pero se extendieron hasta las 72 h
(Ali y col. 2009). Similarmente, en ovejas Corriedale sincronizadas con un dispositivo
intravaginal también con progesterona natural pero por 6 dias y a su retiro 300 Ul de
eCG, la ovulacion ocurrid entre las 62 y 74 h post-eCG (Vilarifio y col. 2010, 2013).
Las discrepancias en el momento en que ocurre la ovulacién en éstos protocolos de
sincronizacion podrian deberse a las diferencias en la actividad biol6gica de los
progestagenos y/o a la duracion del tratamiento utilizado, entre otros factores. La
potencia biolégica de la MAP es mayor que la de la progestrona natural y su vida
media mas larga (Africandera y col. 2014), por lo cual es de esperar un efecto
inductor del recambio folicular (Rubianes y col. 1999; Vifioles y col. 2001) mayor de
la MAP respecto a la progesterona natural. Se puede especular que el alto recambio
folicular inducido por la MAP favoreceria el rapido surgimiento de la onda folicular
ovulatoria al retirar la esponja y administrar eCG. El mayor intervalo eCG-ovulacion
cuando se utilizan tratamientos cortos de MAP respecto a los tratamientos largos va
en el mismo sentido (Vifioles y col. 2001). Tampoco se puede descartar que haya
un factor racial coadyuvante en la determinacion del momento en que se produce la

ovulacion en éstos protocolos de sincronizacion.

El hecho de que todas las ovejas hayan ovulado antes de las 54 h post-eCG,
momento esperado para la aplicacion de la IATF sugerido por Gordon (1996) y
utilizado en varios trabajos mas recientes (Olivera-Muzante y col. 2011; Abecia y col.
2012; Dos Santos Neto y col. 2015) implica que las ovejas serian inseminadas
después de la ovulacion. Dado que la vida fecundable de los ovocitos ovinos se ha

estimado en 12 - 24 h (Dzuik, 1965) y el tiempo estimado de migracion de los
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espermatozoides desde la vagina hasta el oviducto es de 8-10 horas (Druart y col.
2009), se recomienda aplicar la 1A pocas horas antes de la ovulacion, por lo cual el
momento en que se produce la ovulacion y el momento esperado para la IATF en el

presente experimento podrian comprometer la fertilidad.

Debido a lo temprano en que ocurrieron las ovulaciones, muy pocos animales
ovularon luego del tratamiento de induccion de la dilatacion cervical (42 h post-eCG),
comprometiendo el estudio del efecto de éstos tratamientos sobre el momento de la
ovulacion. El hecho de que los 6 de los 20 animales tratados con Cb ovularon luego
de las 42 h post-eCG y ninguno de los no tratados con Cb lo hicieran, sugiere que la
Cb podria retrasar el momento en que se produce la ovulacion en un tercio de los
animales. No encontramos estudios que afirmen algo similar, por el contrario existen
trabajos que indican que la administracion continua de Ox natural durante el estro en
la oveja participa en la foliculogénesis, acelerando la maduracion del foliculo y

adelantando la ovulacién (Bobowiec y col. 2003).

2. Foliculos preovulatorios

Debido al pequefio numero de animales que ovul6 luego del tratamiento para inducir
la dilatacion cervical, no fue posible encontrar un efecto significativo del mismo sobre
la intensidad de pixeles de los foliculos preovulatorios. Independientemente del
tratamiento, no encontramos que la intensidad de pixeles de los foliculos
preovulatorios fuera afectada por la hora post eCG, probablemente debido al similar
estadio de desarrollo de los foliculos medidos, independientemente del tiempo en
gue demoraron en desarrollarse como foliculos preovulatorios desde la
administracion de eCG. Considerando que la intensidad de pixeles en los foliculos
antrales de ovejas Western White Face tratadas con MAP (60 mg) durante 12 dias y
eCG (500 UIl) fue mayor que las no tratadas con eCG y fue mayor a las 24 h post
eCG que a las 0 h, (Liu y col. 2007), también puede ser posible que la dosis de eCG
utilizada en nuestro experimento, que fue aproximadamente la mitad de la utilizada
por Liu y col. (2007), no haya sido suficiente para producir cambios ecotexturales en
el fluido ovarico. Se ha planteado la existencia de una correlacion positiva entre la
intensidad de pixeles del liquido folicular y el estado funcional de los foliculos, en

términos de produccion de estradiol (Singh y col. 1998; Singh y Adams, 2000). Esto
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podria deberse a que durante la fase final de crecimiento del foliculo antral, los
mismos se vuelven deficientes en células de la granulosa, y el contenido de las
mismas se empieza a desprender de la pared y queda disperso en el fluido folicular
(Espey, 1999; Singh y Adams, 2000).

3. Cuerpos luteos recientes

En los cuerpos luteos visualizados previo al tratamiento de induccion de la dilatacion
cervical (producto de ovulaciones que no fueron afectadas por el tratamiento), la
intensidad fue menor que en aquellos visualizados luego del tratamiento, sugeriendo
gue hay un efecto de alguno de los tratamientos sobre la intensidad de pixeles del
cuerpo luteo. Un estudio realizado en bovinos (Siqueira y col. 2009) y otro similar en
cabras (Arashiro y Branddo, 2008) para evaluar caracteristicas morfologicas,
funcionales y ecotextura del CL, comprobd que el desarrollo luteal medido en
intensidad de pixeles esta altamente relacionado con su funcionalidad (produccion
de progesterona) durante el ciclo estral. En este sentido, la mayor intensidad de
pixeles en los CL que se formaron luego de los tratamientos de induccién a la
dilataciéon cervical podria estar indicando que estos tratamientos aumentarian la
produccion de progestrona del CL y favorecerian por lo tanto la supervivencia
embrionaria. El rol de la Ox y las PG en el desarrollo luteal inicial estimulando la
proliferacion de las células luteales ha sido reportado (Uribe-Velasquez y col. 2011);
ademas se sabe que la PGE es fundamental para la funcién luteal normal
(Niswender y col. 2000; Schams y Berisha, 2002; Uribe-Velasquez vy col. 2011). En
nuestro trabajo, encontramos evidencias de que los animales tratados con Dp y Cb
tendieron a tener CL con intensidad de pixeles mayor a la de los tratados sélo con
Cb, sugiriendo que la administracion de Dp podria aumentar la intensidad
ecotextural del CL. Sin embargo no encontramos bibliografia que nos permita
comparar el efecto de similares tratamientos sobre la intensidad de pixeles. Se
deberian hacer estudios con un nimero mayor de animales para confirmar esta
tendencia. No se encontraron estudios que evaluen el efecto del Dp sobre el CL
medido en intensidad de pixeles.
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CONCLUSION

Antes de las 54 h post eCG la totalidad de los animales ya habian ovulado,
concentrandose la mayoria antes de las 42 h post eCG (85 %), lo que es demasiado
temprano para aplicar una IATF a las 54 h post-eCG. Se registré un retraso en el
momento de la ovulacion en 1/3 de los animales tratados con Cb. No se encontraron
efectos de los tratamientos ni de la eCG sobre la intensidad de pixeles del foliculo
pre-ovulatorio. Sin embargo, el tratamiento con Dp en presencia de Cb tendié a

aumentar la intensidad de pixeles de los CL recién formados.

Recomendacion para nuevos experimentos

Comenzar antes el tratamiento de induccion a la dilatacién cervical y adelantar el

momento de la IATF.

Evaluar en un futuro la fertilidad obtenida con la IATF luego de la aplicacion de estos

tratamientos.

Se podria implementar el uso del eco Doppler para evaluar el flujo sanguineo de las

estructuras ovaricas en futuros trabajos.

Seria interesante evaluar en un futuro experimento si el desarrollo luteal medido en
intensidad de pixeles esta relacionado con la produccion de P4; para lo cual habria
que realizar un seguimiento, del desarrollo luteal post ovulacibn mediante ecografia

y de la concentracion de P4 sérica.
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