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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue estudiar si el efecto de la administracién de un analogo
de la Oxitocina (Ox), la Carbetocina (Cb) y/o Prostaglandina E2 (PGEZ2), Dinoprostone
(Dp) para inducir la dilatacion cervical en ovejas en torno al estro, afecta el momento
en que se produce la ovulacion, el desarrollo del foliculo ovulatorio, y el cuerpo luteo
incipiente. Se utilizaron cuarenta ovejas Corriedale multiparas provenientes de la
misma majada, con un peso y un estado corporal homogéneos, durante la estacion
reproductiva. Fueron sincronizadas con esponjas intravaginales impregnadas con 60
mg de Medroxiprogesterona (MAP) por 13 dias y la administracion de 300 Ul de
Gonadotrofina Coriénica Equina (eCG) intramuscular al momento de retirar la esponja.
A las 42 horas post eCG, doce horas antes del momento que se realizaria la
inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF, 54 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 Control, n=10 en cada uno)
y tratadas correspondientemente. EI Grupo Cb fue tratado con 40 ug (0.8 mL)
intramuscular de Cb (Decomotén, Laboratorios Callier) y un dispositivo intravaginal
(Propess®) sin principio activo. El grupo Dp con 10 mg de Dp mediante la inserciéon
de un dispositivo intravaginal de liberacién lenta (Propess®, Laboratorio Ferring) y una
inyeccion intramuscular de 0,8 mL de suero fisiolégico. El grupo Cb+Dp con ambas
hormonas y al grupo Control se le administré una inyeccion intramuscular de 0,8 mL
de suero fisiolégico y un dispositivo intravaginal (Propess®) sin principio activo. En
todos los animales se midi6 el diametro del foliculo pre-ovulatorio a las 12, 20, 28, 36,
42,48, 54, 60 horas post-eCG o hasta el momento de la ovulacién. El diametro folicular
se determind mediante ultrasonografia con un ecoégrafo portétil con un transductor
transrectal lineal de 10 MHz. Se realiz6 la captura de imagenes y video para ser
procesado, midiendo y registrando el diametro del foliculo mayor hasta su
desaparicion (ovulacion) con el software del propio equipo. Ademas, se midio la
intensidad en pixeles del foliculo preovulatorio y el diAmetro del cuerpo lateo visto por
primera vez después de la ovulacion. Se calculo el intervalo eCG-ovulacion (horas) en
todos los animales. El diametro folicular se analizé por el Procedimiento Mixto para
ANOVA para muestras repetidas, incorporando como efectos fijos el grupo de
tratamiento (Cb, Dp, Cb+Dp y Control), las horas post-eCG y las interacciones entre

ambos efectos. El intervalo eCG-ovulacién se analizé utilizando el mismo modelo,



pero para muestras simples incorporando solo el efecto fijo del grupo experimental. El
tamafio de los cuerpos liteos se analizd por Chi cuadrado. Para correlacionar los
datos de diametro folicular e intensidad en pixeles del foliculo preovulatorio se utilizé
el test de correlacion de Pearson. Los datos estan presentados como las medias +
e.s.m., con diferencias consideradas significativas para P<0,05. La constatacién de
que 34 de los 40 animales (85%) ovularon antes de las 42 horas post-eCG fue
sorpresiva, dado que el disefio experimental preveia que las ovulaciones se
concentraran pocas horas después de las 54 horas post-eCG, momento previsto para
la realizacion de una IATF luego de la sincronizacion con MAP y eCG. Esto podria
estar relacionado con la actividad bioldgica de los progestagenos y/o la duracion del
tratamiento utilizado. Debido a esto, no se pudo evaluar el efecto de cada tratamiento
sobre el diametro folicular. El restante 15% de ovejas ovularon después de las 42
horas y pertenecian a los grupos Cb y Cb+Dp, lo que sugiere que la Cb podria estar
involucrada en el retraso de la ovulacion de los foliculos ovulatorios. El tamafio del
foliculo preovulatorio aumentdé a las 28 horas y fue maximo a las 36 horas,
disminuyendo a las 42 horas post-eCG, en acuerdo con el desarrollo de la onda
folicular ovulatoria y el momento de la ovulacion. Se encontré una correlacion positiva
entre el didmetro del foliculo preovulatorio y la intensidad en pixeles del liquido folicular
(P<0.04), lo que podria reflejar el desarrollo funcional de los mismos. El tamafio del
cuerpo luteo recién formado no fue diferente antes o después del tratamiento
(P=0.3119), ni hubo diferencias significativas entre grupos en aquellos animales cuyo
CL se visualiz6 luego de los tratamientos (P= 0.7448), probablemente debido a que
se midieron en un estadio evolutivo muy temprano. Se encontraron indicios de que la
Cb podria atrasar el momento de la ovulacion, pero no se encontraron evidencias de
efectos de los tratamientos sobre el desarrollo folicular ni sobre el diametro del cuerpo

liteo incipiente.



SUMMARY

The objective of this work was to study whether the effect of administering an oxytocin
analogue (Carbetocin, Cb) and / or Prostaglandin E2 (PEG2) (Dinoprostone, Dp), to
induce cervical dilatation in sheep during estrus, affects the time of ovulation, the
development of the ovulatory follicle, and the incipient corpus luteum. Forty
multiparous Corriedale ewes from the same flock with a homogeneous weight and
body condition were used during the breeding season. Ewes were synchronized with
intravaginal sponges impregnated with 60 mg of Medroxyprogesterone (MAP) for 13
days followed by 300 IU intramuscular of Equine Chorionic Gonadotrophin (eCG) at
the sponge withdrawal. 42 hours post eCG, twelve hours before the expected moment
of fixed time artificial insemination (FTAI, 54 h post-eCG), sheep were randomly
assigned to four treatment groups to induce cervical dilatation according to a 2 x 2
factorial arrangement (Cb, Dp, Cb + Dp and Control, n = 10 in each group) and treated
accordingly. Group Cb was treated with 40 ug (0.8 mL) intramuscularly of Cb
(Decomoton) and an empty intravaginal device (Propess®) with no active principle.
The Dp group was treated with 10 mg of Dp by insertion of a slow-release intravaginal
device (Propess®) and an intramuscular injection of 0.8 mL of saline solution. The Cb
+ Dp group received both hormones and the Control group was given an intramuscular
injection of 0.8 mL of saline and an empty intravaginal device (Propess®) with no active
principle. In all animals the diameter of the pre-ovulatory follicle was measured at 12,
20, 28, 36, 42, 48, 54, 60 hours post-eCG or until the time of ovulation. The follicular
diameter was determined using a US Portable Ultrasound Scanner (Esaote My Lab
One, Genova, ltaly) using a 10 MHz linear transrectal transducer. Image and video
capture was performed and the diameter of the major follicle until its disappearance
(ovulation) was measured and recorded. In addition, the pixel intensity of the
preovulatory follicle content and the diameter of the first time viewed corpus luteum
after ovulation were measured. The eCG-ovulation interval (hours) was calculated in
all animals. The follicular diameter was analyzed by the Mixed Procedure for ANOVA
for repeated samples (Statistical Analysis Systems SAS Institute, Cary, NC, USA,
2000), incorporating the treatment group (Cb, Dp, Cb + Dp and Control), post-eCG
hours and the interactions between them as fixed effects. The eCG-ovulation interval
was analyzed using the same model, but for simple samples and incorporating only

the fixed effect of the experimental group. The corpus luteum diameter was analyzed



by Chi square. The relationship between preovulatory follicle diameter and pixels
intensity was established using the Pearson correlation test. Data are presented as
mean + s.e.m, with differences considered significant for P <0.05. Finding that 34 of
the 40 animals (85%) ovulated before 42 hours post-eCG was surprising, since the
experimental design predicted that ovulation would be concentrated a few hours after
54 hours post-eGG, the expected time of FTAI using MAP and eCG protocol of
synchronization. This could be related to the biological activity of progestogens and /
or the duration of the treatment used. Due to this, it was not possible to evaluate the
effect of each treatment on the follicular diameter. The remaining 15% of sheep that
ovulated after 42 hours post-eCG were treated with Cb or Cb + Dp, which suggests
that Cb might be involved in delaying ovulation of ovulatory follicles. The preovulatory
follicle size increased at 28 hours and was maximal at 36 hours, decreasing at 42 hours
post-eCG, in agreement with the development of an ovulatory follicular wave and the
time of ovulation. A positive correlation between the preovulatory follicle diameter and
the pixel density of its content was found (P <0.04), which could reflect their functional
development. The corpus luteum diameter was not different before or after treatment
(P = 0.3119), nor between groups in those animals whose CL was visualized after
treatments (P = 0.7448), probably due to the very early stage of their development.
There were evidences that Cb might delay the time of ovulation, but not the effects of

treatments on follicular development or on the diameter of incipient corpus luteum.
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INTRODUCCION

En Uruguay la produccion ovina representa un pilar importante en la actividad
agropecuaria. En el afio 2015 el rubro aport6 US$324 millones al PBI, lo que
corresponde al 9% del producto bruto interno agropecuario del pais (MGAP, 2015), en
los cuales el 70 % corresponde a lana y sus productos (SUL, 2016).

Sin embargo, el stock de ovinos de Uruguay, al 30 de junio de 2016, fue de 6.6
millones, esto significa una caida del 1% con respecto al 30 de junio de 2015, luego
de una caida del stock ovino en aproximadamente 16 millones de animales desde los
afnos 90 (es equivalente a un 26% menos). Actualmente hay unos 20.500 tenedores
de lanares en el pais (DICOSE, 2016).

Desde hace algunos afios la ganaderia, principalmente la ovina, se enfrenta a
presiones competitivas por los recursos naturales por parte de otros rubros de mayor
conveniencia econdmica, por lo tanto se hace necesario un incremento de la
productividad y calidad mediante la mejora de la eficiencia en el uso de los factores
de produccién. Se sefiala la eficiencia reproductiva de la majada nacional como la
mayor restriccion que enfrenta el rubro para su crecimiento sustentable (INIA, 2001).
Los indicadores de produccion para la cria, relevados en los udltimos 20 afios,
determinan un porcentaje de sefialada que ha oscilado entre el 50 y 70% con una
caida del 2% en el afio 2015 respecto al 2014 (DICOSE, 2015). En este contexto, la
utilizacion de inseminacion artificial (IA) es fundamental para el mantenimiento de la
eficiencia econdmica del rubro (INIA, 2011). Sin embargo, la aplicacién de la IA con
semen congelado en ovinos es limitada, en gran 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., 1990a; Campbell y col., 1996; Kershaw y col., 2005). Como consecuencia, en
la gran mayoria de las ovejas solo es posible la IA en el orificio cervical caudal, lo que
determina indices de concepcion 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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En la presente tesis se realiz6 un protocolo hormonal para inducir la dilatacion cervical,
basado en el conocimiento de la fisiologia del 6rgano. Las hormonas utilizadas fueron
Carbetocina (Cb), analogo sintético de la Oxitocina (Ox) y Dinoprostone (Dp), un

dispositivo intravaginal de liberacidén controlada de Prostaglandina E2 (PGE2).
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REVISION BIBLIOGRAFICA

Anatomia del aparato reproductor de la hembra ovina

El aparato reproductor de la hembra ovina consta de ovarios, oviductos, Utero, cérvix,
vagina y vulva. Ya que las dificultades que existen en la IA son causadas por el cérvix

ovino se hace énfasis en la anatomia del mismo.

Morfologia del cérvix ovino

El cérvix de la oveja es un érgano tubular y fibroso, de 5 a 10 cm de largo dependiendo
de la raza, compuesto principalmente de tejido conectivo con predominio de colageno
y musculo liso (Moré, 1984). Su morfologia interna se caracteriza por sus seis pliegues
internos desalineados con respecto al primer pliegue. Estos parecen conos truncados
gue estan directamente dirigidos hacia la vagina (Rodriguez Gavancho y col., 2015).
Hacia la luz, los pliegues de la mucosa forman 5 a 7 anillos excéntricos en forma de
embudo con el vértice hacia caudal, que ocluyen la luz del canal cervical (Halbert y
col., 1990b; Kershaw y col., 2005; Naqvi y col., 2005; Kaabi y col., 2006).

Existe una gran variabilidad en la morfologia cervical entre razas, categorias e
individuos, tanto en las dimensiones del 6rgano, en el nimero y alineacion de los
anillos, como en la disposicion de pliegues de la mucosa vaginal que obstruyen el
orificio cervical externo (Halbert y col., 1990; Naqvi y col., 2005; Kershaw y col., 2005).

Cérvix como barrera para inseminacion

La conformacion anatomica particular del cérvix ovino constituye una barrera para la
canulacion transcervical, convirtiéndose en un factor limitante para el desarrollo de
biotecnologias reproductivas como la IA (Halbert y col., 1990; Campbell y col., 1996).
En el caso de ovinos y caprinos, el semen se deposita a la entrada del canal cervical,
y en el mejor de los casos a 1 cm de profundidad. La tasa de paricion obtenida después
de la 1A con semen congelado es baja debido a la incapacidad de los espermatozoides
para atravesar la naturaleza tortuosa del canal cervical (Eppleston y Maxwell, 1993).

La compleja anatomia del cuello uterino no facilita el paso para un catéter de

13



inseminaciéon (Nagvi y col., 2005; Rodriguez Gavancho y col., 2015). Ademas, en la
gran mayoria de las ovejas solo es posible la IA en el orificio cervical caudal,
resultando en bajos indices de concepcion cuando se utiliza semen congelado

(Salamon y Maxwell, 2000).

El acceso transcervical al Utero se presenta como la alternativa mas eficiente y menos
costosa, por lo que conseguir la dilatacion cervical ha sido objeto de estudio en los
altimos afos (Robinson y col., 2011; Candappa y Bartlewsky, 2012; Candappa y
Bartlewsky, 2014).

Fisiologia reproductiva de la hembra ovina

Requlacién hormonal

El ciclo estral de la oveja tiene una duracién promedio de 17 dias. En regiones
templadas, las ovejas son poliéstricas estacionales (los ciclos se repiten
sucesivamente durante un periodo del afio), de modo que sus crias nacen durante la
época mas favorable del afio, la primavera. Esta estacionalidad es regida por el
fotoperiodo; la actividad estral comienza durante la época en que los dias se hacen
mas cortos (Senger, 2003; Goodman, 2006). En nuestro pais, las ovejas de raza
Corriedale comienzan a ciclar en febrero y si no quedan prefiadas contintan

haciéndolo hasta junio-julio (Ungerfeld y Rubianes, 2001).

La glandula pineal (epiphysis cerebri) tiene la capacidad de convertir informacion
neural, que proviene de la vista, sobre la duracién de la luz del dia, en produccién de
melatonina. La sefial de la glandula pineal es enddcrina, siendo la hormona
melatonina la que juega un rol critico en la regulacion de la actividad hipotalamo-
hipofisario-gonadal (Arendt, 1986; Binkley, 1988). La oscuridad promueve la secrecion
de melatonina mientras que la luz la inhibe, observandose concentraciones altas
durante la noche y bajas durante el dia. Esta hormona es fundamental para dar inicio
al ciclo estacional de la oveja (Ungerfeld, 2011).

El sistema neuro — enddécrino - gonadal resulta de la coordinacion de cuatro érganos

(cerebro, hipofisis, ovarios y Utero) que se comunican a través de hormonas. Las
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principales hormonas involucradas en el control del ciclo estral son la Hormona
liberadora de Gonadotrofinas (GnRH) secretada por el hipotalamo; Hormona
Luteinizante (LH) y Hormona Foliculo estimulante (FSH) secretadas por la hipdfisis;
Estradiol (E2), Inhibina y Progesterona (P4) de origen ovérico; y la Prostaglandina F2

alfa (PGF2alfa) secretada por el ttero (Ungerfeld, 2011).

Fases del ciclo estral

El ciclo estral esta dividido en fases (Senger, 2003; Goodman, 2006). El proestro,
periodo que precede al estro conductual, se caracteriza por una caida en las
concentraciones de P4 como consecuencia de la regresion luteal y la emergencia y
crecimiento del foliculo ovulatorio que conlleva a un aumento en la concentracion de
E2 (Senger, 2003; Duggavathi, 2004; Davies, 2005). En el estro, que corresponde al
periodo que prosigue al proestro (Senger, 2003; Davies, 2005), el E2 es la hormona
dominante y es la principal responsable de los cambios comportamentales que
conllevan a la receptividad sexual y al apareamiento (Davies, 2005). La ovulacién en
la oveja es un proceso espontaneo que no requiere coito, ocurre entre 24 a 30 horas
después del inicio del estro conductual (Senger, 2003; Petery col., 2009). El metaestro
es el periodo durante el cual los restos del foliculo ovulado se transforman en cuerpo
lteo (Duggavathi, 2004). El periodo del ciclo estral, donde hay una funcionalidad

completa del cuerpo lateo (CL) y una alta secrecion de P4, se conoce como diestro.

Otra clasificacion del ciclo estral seria dividirlo en una “fase luteal”’, que va desde el
dia 2-3 (celo dia cero) hasta alrededor del dia 13 del ciclo; lo que coincide con
metaestro y diestro; y una “fase folicular’, que va desde la lutedlisis (regresion del
cuerpo luteo) produciéndose el dia 13-14, hasta el dia 2 del ciclo, que comprende
proestro y estro (Ungerfeld, 2011).

Fase folicular y ovulaciéon

El desarrollo folicular se presenta en un patron de ondas durante el ciclo estral. Una
onda folicular es caracterizada por el crecimiento sincrénico de un grupo de foliculos,
uno de ellos continta creciendo denominandose foliculo dominante, mientras los otros

regresan por inhibicion de su desarrollo denominandose foliculos subordinados.
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Estudios determinan que el nimero de ondas oscila entre 2 a 4 ondas hasta 6 (Uribe-

Velasquez y col., 2009).

La foliculogénesis es controlada por las relaciones entre los esteroides intrafoliculares,
factores de crecimiento, y el sistema de feedback del eje hipotalamo—hipéfisis—ovario
(Campbell y col, 1995). La primera etapa de crecimiento se presenta desde la fase
del foliculo primordial hasta la fase de foliculo preantral, presentando proliferacion
celular en la granulosa y aparicion de receptores para FSH y LH, en la granulosa y en
la teca, respectivamente. La segunda etapa es caracterizada por la intensa
proliferacion y diferenciacion celular y por la adquisicion de la capacidad
esteroidogénica, dando lugar a foliculos que dependen absolutamente del aporte
gonadotrofico, esta fase se denomina reclutamiento folicular y permite el paso a la
fase de seleccién folicular, donde emergera un foliculo dominante con un didmetro

entre 5 a 6 mm destinado a ovular (Picazo y Lépez, 1995).

La secrecion de FSH durante el ciclo estral no esta claramente determinada, como lo
esta el mecanismo que explica la liberacion de LH. EI incremento en los niveles
preovulatorios de FSH parece estar gobernado por los mismos mecanismos que
determinan el pico de LH, es decir un estimulo de la secrecién de la GnRH provocado
por un retrocontrol positivo con los E2 ovéricos; de todas formas el incremento en los
niveles de FSH es anterior al de la LH (Ungerfeld, 2011).

El foliculo méas grande, que se describe como el foliculo dominante, es el responsable
de las mayores concentraciones circulantes de E2 durante la fase folicular del ciclo
estral (Senger, 2003; Rajkovic y col., 2006; Kinder, 1996). Este incremento en la
secrecion de E2, es el resultado de una mayor liberacion de LH y FSH (Hunzicker-
Dunn y col., 2006) y un reflejo de la madurez del foliculo preovulatorio, que esta
asociada a un incremento en el contenido de receptores para LH en las células de la
teca y granulosa. Elevados niveles de E2, junto con bajos niveles de P4, inducen
profundos cambios comportamentales en la hembra, es sexualmente receptiva y la
copula ocurre (duraciéon celo aproximadamente 22 horas) (Senger, 2003; Pedram y
col., 2002).

Durante esta fase folicular, en ausencia de niveles altos de P4, se produce una

retroalimentacion positiva entre la GnRH y la LH por un lado y los E2 por otro: ante
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cada pulso de GnRH la hipdfisis responde con un pulso LH y el foliculo responde a la
LH secretando E2. A su vez el E2 incrementa la sensibilidad de la hipdfisis a la GnRH
(Reeves y col., 1971) de forma que finalmente se produce una descarga masiva de
LH, el pico de LH (este ocurre entre 5 y 12 horas después del inicio del estro). El
proceso ovulatorio se desencadena a partir del mismo, determinandose el estallido del
foliculo preovulatorio y la liberacion del ovocito. La ovulacion es el proceso biologico
por el cual un ovocito maduro y las células somaticas que lo rodean (el complejo
cumulus-ovocito), son liberados de la superficie ovarica (debido a la ruptura de la
pared folicular) hacia el oviducto para su posterior transporte y fertilizacion (Senger,
2003; Richards y col., 2008). La ovulacion se produce entre 24 a 30 horas luego del
inicio del celo (Ungerfeld, 2011).

La ruptura de la pared folicular es resultado de varios cambios provocados por la LH
que incluyen: a) cambios vasculares; b) expansion del cumulus; c) expresién de
enzimas proteoliticas.

a) Cambios vasculares. Antes de la ovulacion hay un aumento en el flujo sanguineo
hacia la zona del foliculo ovulatorio (Espey, 2006; Brannstrom y col., 1998; Hernandez
y Jiménez, 2008). Esta hiperemia es controlada a nivel de tejido por la histamina y la
PGEZ2.

b) Expansion del cumulus. Implica la separacion de las células del cumulus del ovocito
(Richards y col., 2002; Ohnishi y col., 2005). La descarga preovulatoria de LH induce
la expresion de genes especificos, que son necesarios para que ocurra la expansion
del cumulus. La alta cantidad de hialurona producida por las células del cumulus
desarrolla presion osmética, lo que promueve la eventual extrusidon de las células del
cumulus que rodean el ovocito, fuera de la superficie ovéarica (Ohnishi y col., 2005;
Salustriy col, 1999).

c) Expresion de enzimas proteoliticas. Un gran nimero de enzimas proteoliticas han
sido involucradas en la protedlisis de matriz extracelular, como las metaloproteinasas,
colagenasas. Las células de la teca interna sintetizan colagenasa; esta enzima causa
la ruptura del colageno, que es el principal componente del tejido conectivo. La
colagenasa digiere las fibras colagenas de la tunica albuginea favoreciendo asi la
liberacion del ovocito (Senger, 2003; Espey y col., 2006).
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Fase luteal temprana

El pico preovulatorio de LH lleva a la ovulacion del foliculo ovarico, como se dijo
anteriormente, y a la posterior luteinizacion de la estructura folicular que quedara
remanente, y asi se dara la formacion del CL. Durante este periodo de transicion se
producen ciertos cambios como la hipertrofia de las células de la granulosa y la
produccion de un pigmento carotenoide, la luteina, que le da el color caracteristico
amarillo anaranjado del CL. A medida que el mismo se va desarrollando, la cantidad
de P4 secretada por el mismo, va aumentando. La P4 ejerce varios efectos durante el
ciclo estral. Es necesaria como "priming” para el comportamiento del celo, es decir,
gue se necesita un efecto previo de la P4 sobre el cerebro, para que luego, junto con
el aumento del E2, se produzca el comportamiento de celo. La P4 produce un
retrocontrol negativo sobre la frecuencia de pulsos de GnRH, por lo tanto, inhibiendo
la pulsatilidad de la LH. A su vez, la P4 actda inhibiendo la secrecion uterina de
PGF2alfa (Ungerfeld, 2011). El crecimiento del tejido luteal depende del crecimiento
de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis) y del establecimiento de un soporte
sanguineo funcional (Berisha y Schams, 2005). La intensidad de los procesos
angiogénicos dentro del CL alcanzan su pico 2 a 3 dias después de la ovulacion
(Acosta y Miyamoto, 2004; Reynolds y col., 2000).

Induccion de la dilatacién cervical en ovinos

Las estrategias desarrolladas para dilatar el cérvix ovino y acceder al (tero
transcervicalmente incluyen la apertura fisica utilizando instrumental especial (Halbert
y col., 1990; Wulster-Radcliffe y Lewis, 2002) y la induccién hormonal a la dilatacion
cervical (Rodriguez-Pifiébn 2003 y 2006; Robinsony col., 2011; Candappa y Bartlewski,
2012). La primera ha mostrado producir efectos traumaticos negativos sobre la
fertilidad (Campbell y col., 1996; Wulster-Radcliffe y col., 2004). La segunda esta
basada en el conocimiento de la fisiologia de la dilatacién del cérvix y se presenta

como la opcion mas eficiente y menos costosa.
Durante el estro, el cérvix se encuentra levemente relajado y edematoso. Con el

aumento de los E2 —actuando a través de sus receptores especificos- aumentaria la

expresion (transcripcion y traduccion proteica) de determinadas proteinas, entre ellas,
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los receptores de Ox, uno de los receptores de PGE2 y enzimas como hialuronato
sintasas y colagenasas. Estas enzimas son responsables de la desagregacion y
degradacion de las fibras de colageno cervical, es decir, de la remodelacion del
colageno cervical. Junto con el aumento de estos receptores, se produce la activacion
estrogeno-dependiente del sistema Ox/PGE2. En este sistema, la Ox induce la
sintesis de la PGE2, y ambas, actuando a través de sus receptores especificos
estimularian la accion estrogénica sobre las enzimas mencionadas, aumentando su
expresion o induciendo su activacion. Asi, se induce a la relajacion del masculo liso y
a la remodelacion del colageno cervical permitiendo la apertura del canal cervical al
estro (Rodriguez Pifién, 2015). En funcién de lo anterior, la Ox y la PGE2 han sido
utilizadas para dilatar el cérvix y facilitar su canulacion administradas solas (Owiny y
Fitzpatrick, 1990; Sayre y Lewis, 1996 y 1997, Stellflug y col., 2001; King y col., 2004;
Leethongdee y col., 2010) o combinadas (Barry y col., 1990; Mylne y col., 1992; Khalifa
y col., 1992; McKelvey y col., 1997; Flohr y col., 1999; Leethongdee y col., 2007
DeRossi y col., 2009; Falchi y col., 2012).

Si bien la administracion de Ox ha aumentado la penetrabilidad cervical se han visto
algunos efectos negativos sobre la fertilidad (Stellflug y col., 2001; King y col., 2004;
Candappa y Bartlewski, 2012). Estos efectos podrian ser adjudicados a que se
utilizaron dosis supra-fisiolégicas (10 a 400 Ul), considerando que el aumento de Ox
en respuesta a la estimulacion cérvico-vaginal fue reproducido mediante la
administracion intravenosa de solo 100 Ul de Ox (Houdeau y col., 2002). En este
sentido y considerando la corta vida media de la hormona (minutos), King y
colaboradores (2004) sugirieron que seria mas efectivo administrar una serie de dosis
pequefias que una unica dosis, imitando los pulsos de Ox que ocurririan durante el
estro natural (Wathes y col., 1986; Gilbert y col., 1991). Sin embargo, este tipo de
administracion seria de dificil aplicacion en majadas numerosas y quedaria restringida
a la aplicacién experimental. Khalifa y colaboradores (1992), demostraron que una
varilla de acero inoxidable podria pasar a través del cuello del Gtero en el 77% de
ovejas tratadas con Ox exdgena inyectada intravenosa. La misma varilla no podia ser

pasada transcervicalmente en el Gtero de ningun animal tratado con solucion salina.
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Recientemente se desarrollé un analogo sintético de la Ox, la Cb, la cual presenta una
actividad de union al receptor de Ox similar al de la Ox natural, pero su accion biolégica
se prolonga por 12 horas (Atke y Vilhardt, 1987). Esto podria asegurar un efecto
oxitocico 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.

La dilatacion cervical exitosa se ha atribuido directamente a la administracion de Ox
exogena, pero sin conocer su mecanismo de accion. En cérvix bovino, se ha reportado
in vivo e in vitro que la Ox causa una estimulacion selectiva de la liberacion de PGE2
cervical, la que podria estar involucrada en la dilatacion cervical (Fuchs y col., 1996;
Shemesh y col., 1997; Fuchs y col., 2002). Por lo tanto, es posible que ambas

hormonas participen directa o indirectamente de la dilatacion cervical.

Anteriormente ha sido utilizado un analogo sintético de la prostaglandina E1
(Misoprostol) como inductor de la dilatacién cervical en ovejas (Leethongdee y col.,
2007 y 2010; DeRossi y col., 2009; Falchi y col., 2012).

Aunque ya en 1988, Rickords y White, investigaron el efecto de la PGE2 exdgena
administrando una Unica dosis de 10 mg de Dp en ovejas en anestro y el 67% de las
ovejas logré la dilatacién cervical, el pasaje a través del cérvix fue posible solo en una
de las ovejas. Este método tuvo como desventaja el aumento de las contracciones del
musculo liso del Gtero, probablemente por la velocidad de liberacion de la hormona.

Recientemente, una preparacion intravaginal de liberacion controlada de PGE2
sintética (Dp, Cervidil®), que libera concentraciones constantes de hormona por 12
horas (0.3 mg/h), ha sido administrada a ovejas en anestro, para aumentar la
penetrabilidad cervical y mejorar la utilizacion de la IA (Candappa y col., 2009). En
este estudio se logré canular transcervicalmente los animales tratados y resultd ser

un método eficaz para dilatar el cérvix de la oveja y facilitar la 1A transcervical.
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Efectos de la induccién hormonal a la dilatacién cervical sobre el desarrollo

folicular, la ovulacion y el cuerpo lUteo

A pesar de que las investigaciones utilizando tratamientos con Ox y/o PGE para dilatar
el cérvix ovino llevan més de dos décadas, poco se sabe del efecto de estos

tratamientos sobre el desarrollo folicular y la ovulacion.

Los ovarios producen Ox, que es un potente regulador de la funcién del ttero y ovario.
La Ox es producida por las células de la granulosa del foliculo preovulatorio,
participando en la luteinizacion del mismo luego de la ovulacion; y por el CL, que junto
con la PGF2alfa generan un feed back positivo que desencadena la lutedlisis (Saller
y col., 2010). También se ha sugerido que la Ox tiene funcion fisiolégica en la
foliculogénesis, modulando el proceso de seleccion folicular durante la ultima fase
antes de la ovulacion (Bobowiec, y col., 2003). Ademas, la Ox estd asociada a la
liberacion de GnRH como factor hipotalamico preovulatorio, estimulando a la
liberacion de FSH y LH en la hipdfisis anterior, lo que podria acelerar la maduracién
del foliculo y la ovulacion (Bobowiec, y col., 2003). Cuando el nivel de Ox se eleva en
la fase folicular del ciclo estral, las concentraciones de gonadotrofina tienden a
elevarse, lo que a su vez provoca el crecimiento de un nuevo foliculo (Wathes y col.,
1989; Bobowiec y col., 1999).

Se estudi6 el efecto de la inyeccidn subcutanea de Ox de liberacién lenta al inicio del
estro en ovejas adultas con el objetivo de determinar el efecto de la misma sobre la
tasa de ovulaciéon. Los resultados obtenidos mostraron que la tasa de ovulacion fue
de 179.1% y 151.1%, en las ovejas tratadas y controles, respectivamente, indicando
que el tratamiento con Ox aumenta la tasa de ovulacion (King y Coetzer, 1997). Un
estudio similar basado en la administracion intravenosa de Ox de corta accion cada
30 minutos en un periodo de 24 horas, comenzando al inicio del estro, demostrd

también que aumenta la tasa ovulatoria en las ovejas tratadas (King y Coetzer, 1996).

Por otra parte, es conocido que las prostaglandinas participan en la ruptura del foliculo
preovulatorio en mamiferos (Armstrong, 1981). El pico de LH preovulatorio regula
tanto la sintesis de PGE2, mediante la activacion de enzimas como la ciclooxigenasa

(Cox2), asi como también la expresion de los receptores de dicha prostaglandina
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(PGER1, PGER2, PGER3, PGER4). Cada receptor tiene distinto patron de expresion
(Ok Kim y Duff, 2016). Un efecto importante del pico de LH preovulatorio, es inducir a
las células de la granulosa a que produzcan sustancias que debilitan la unién
intercelular favoreciendo la ruptura en la propia pared de la granulosa. Se conoce que
algunas sustancias, como la PGF2alfa, PGE2, E2 y relaxina aumentan su
concentracion en el liquido folicular durante este periodo (Edqvist, 1990). En roedores
se determin6é que las concentraciones foliculares de PGE2 y PGF2alfa aumentan
durante el proceso ovulatorio (LeMaire y col., 1973 y 1975; Espey y col., 1991; Espey
y Richards, 2006) y que la administracion de eCG aumenta la expresion de los
receptores de PGE?2 en las células de la granulosa (Segi y col., 2003).

La inhibicion del incremento de PGE2 (Edqvist, 1990) o de sus receptores (OK Kim y
Duff, 2016) impide que se desencadene el proceso ovulatorio. Ademas, la ovulacion
fue blogueada en ratones knock-out para receptores de PGE (Davis y col., 1999;
Hizaki y col., 1999) y mediante el tratamiento con inhibidores de la sintesis de
prostaglandinas 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 ex6gena en ovejas podria

afectar el tiempo y/o proceso normal de ovulacién.

Sincronizacién de la ovulacién

Los tratamientos hormonales para el control del estro y de la ovulacion permiten
sincronizar el momento de aparicion del estro en las hembras ciclando (Aisen, 2004).
Desde hace un tiempo se han desarrollado distintas técnicas para la sincronizaciéon
de celo en pequefios rumiantes, las mismas no han tenido la difusién y el impacto a
nivel productivo que se preveia. Sin embargo, el actual desarrollo regional de
alternativas productivas en el rubro ovino de nuestro pais, requiere manejos mas
intensivos, por lo que es probable que se incremente el uso de dichas técnicas
(Menchacay col., 2006).

Una técnica de sincronizacion de celos efectiva debe incluir una respuesta estral fertil
y altamente sincronizada en un porcentaje importante de las hembras tratadas. Los

pardmetros para evaluar los resultados de un programa de sincronizacion de celos
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incluyen: respuesta estral, tasa de concepcion y tasa de prefiez (Menchaca y col.,
2006).

Una alternativa para la sincronizacion del estro es la PGF2a. Godfrey y colaboradores
(1995), evaluando el uso de las esponjas de P4 y de la PGF2a en ovejas, concluyeron
que las hembras tratadas con P4 presentaron el estro mas rapido que los animales
tratados con la PGF2a (1,4+0,4 y 2,9+0,4 dias, respectivamente), en cuanto que las
concentraciones séricas de P4 en el décimo dia después del estro fueron semejantes

para los dos grupos.

Los métodos mas utilizados son las esponjas de P4, y la administraciéon intramuscular
(I/M) de eCG (Uribe-Velasquez y col., 2008).

Por un lado el uso de P4 se fundamenta en la colocacion de esponjas intravaginales
de forma de inhibir la actividad del eje hipotdlamo hipofisario, retirandolas luego de
determinado tiempo. De esta manera se levanta el mecanismo inhibidor de todas las
hembras en forma simultanea, sincronizandose el comienzo de la fase folicular, lo que
concluird en estro y ovulacién (Menchaca y col., 2006). Existen varias marcas de
esponjas en el mercado con diferencias en el progestdgeno que poseen, siendo la
medroxiprogesterona (MAP) y la fluorogestona (FGA) en dosis de 60 y 30-40 mg
respectivamente, las mas utilizadas. El uso de esponjas presenta inconvenientes
menores de manejo como ser un cierto porcentaje de pérdidas, adherencias y/o

vaginitis (Suarez y col., 2001).

La utilizacion de progestagenos asociados con tratamientos gonadotréficos (eCG), en
dosis que varian entre 200 y 500 Ul, dependiendo de la raza, edad y peso de los
animales, es utilizada también durante la estacion reproductiva con el objetivo de
estimular la ovulacion e incrementar la tasa ovulatoria, en la estacién reproductiva,
como fuera de ella (Rubianes y col., 1998; Safdarian y col., 2006). Esta hormona fue
descrita hace mas de 80 afios como un factor que se encuentra en la sangre circulante
de la yegua prefiada durante el primer tercio de la gestacién. Tiene la particularidad
de provocar un efecto similar tanto al de FSH como al de LH en especies diferentes a
los equinos. Los efectos de esta hormona determinan que existan numerosas
aplicaciones para la eCG en especies domeésticas, incluyendo la induccion de la
pubertad, la reduccion del anestro posparto, superovulacion y mas recientemente la
mejora de la fertilidad (Nufiez, 2014).
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Inseminacion artificial a tiempo fijo en ovinos

La inseminacién artificial representa una herramienta practica en los programas de
genética, permitiendo inseminaciones sincronizadas y un uso mas eficiente de los
machos superiores. Hoy en dia, la aplicacion de estas biotecnologias requiere
procedimientos faciles de implementacién y bajo impacto ambiental (Martin y Ferasyi,
2016).

La inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF) facilita el procedimiento al evitar la
deteccion de celo, y para esto, son necesarios tratamientos hormonales que aseguren
una ovulacion sincronizada y tasas aceptables de prefiez (Menchaca y Rubianes,
2004).

En los protocolos de sincronizacibn que se utilizan esponjas intravaginales de
progestagenos en combinacién con eCG, la mayoria de las ovejas presenta celo 48
horas después del retiro de las esponjas, ovulando a las 60 horas. La IATF se realiza
alrededor de 12 horas antes de la ovulacion, o sea entre las 48 y 54 horas post-eCG
(Gibbons y Cueto, 2011).

Técnica de Ultrasonografia

Desde inicio de los afios 90, la ultrasonografia (US) transrectal ha tomado un gran
auge como herramienta de eleccion para el estudio de las estructuras ovéricas, tales
como foliculos y cuerpos lateos en las diferentes especies de hembras domésticas
(Griffin y Ginther, 1992.) En comparacion con otras técnicas como la laparotomia, la
US permite la visualizacion repetida y en tiempo real, de las estructuras corporales
internas, minimizando de esta forma el manejo y el estrés de los animales. Esto ultimo
favorece su uso en el estudio de la dinAmica de crecimiento folicular y luteal, en

ovarios de ovejas y cabras (Schrick y col., 1993; Ginther y Kot, 1994).
El principio del funcionamiento de la US se basa en la emision de ondas sonoras de
alta frecuencia para producir imagenes de los tejidos blandos y 6rganos internos. Los

equipos de ultrasonidos trabajan mediante la aplicacion de pulsos eléctricos continuos
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a cristales piezoeléctricos ubicados en un transductor, los cuales producen
vibraciones caracteristicas que dan como resultado ondas de presion acustica
(sonido) sobre los tejidos contiguos; lo que implica que las imagenes observadas en
la pantalla son equivalentes a un corte histoldgico y casi instantaneas. La proporcion
del sonido emitido que es reflejada (eco) comprime los cristales piezoeléctricos del
transductor, lo que provoca que éstos conviertan el sonido en impulsos eléctricos.
Finalmente el resultado es mostrado en la pantalla de la consola con distintos grados

de gris que van desde el blanco hasta el negro (Rosell y col., 2008).

Las caracteristicas del tejido determinan qué proporcion del sonido emitido puede ser
propagada o reflejada. Los tejidos que contienen liquidos (fluido folicular o fluido del
saco gestacional) propagan las ondas sonoras y se denominan anecoicos 0 Nno
ecogénicos. Estos se observan de color negro en la pantalla. En el otro extremo se
encuentran los tejidos densos (huesos del feto, cérvix) que reflejan intensamente las
ondas sonoras y se denominan hiperecoicos o hiperecogénicos. Estos se observan
de color blanco en la pantalla. Los tejidos de una consistencia intermedia (estroma
ovarico, Utero) propagan las ondas sonoras de forma intermedia y se denominan

ecoicos o0 ecogeénicos (Rosell y col., 2008).

La frecuencia de los ultrasonidos es medida en Megahertz (MHz). Altas frecuencias
permiten una mayor resolucién de la imagen, y por tanto, mayor nitidez. Bajas
frecuencias permiten obtener mayor penetracibn en los tejidos estudiados,
observando mayor cantidad de &rea, aunque con menor nivel de detalles. Los
transductores se clasifican en dos grupos de acuerdo a su capacidad de baja o alta
frecuencia, 3.5 MHz 0 5 MHz y 7.5 MHz. Se pueden presentar de tres formas: lineales,

convexos o sectoriales (Rosell y col., 2008).

La ecogenicidad de los 6rganos reproductivos puede variar en dependencia del estado
en que se encuentren. Por ejemplo, los cambios morfolégicos que sufre el itero como
consecuencia del patron de secrecion de las hormonas ovaricas, son reflejados en su
ecotextura (Rosell y col., 2008). La US ha permitido la evaluacion de los efectos de
varias hormonas exdgenas sobre los ovarios en la oveja (Bartlewski y col., 2001 y
2003; Duggavathi y col., 2004).
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Intensidad de pixeles

Una imagen ecografica se compone de una matriz de pixeles representada en una
pantalla de video. Miles de pixeles forman colectivamente la imagen. Esta varia de 0
pixeles (siendo el color negro) hasta 255 pixeles (corresponde al color blanco) La
intensidad de pixeles de las imagenes ecograficas se debe al contenido celular y
macromolecular de los tejidos y su andlisis podria proveer informacion acerca del
cambio que sufren los mismos (Pierson y Adams, 1995; Chandolia y col. 1997). Por
otro lado la heterogeneidad de pixeles refleja la presencia de areas ecogénicas y no
ecogénicas en el tejido (Pierson y Adams, 1995; Duggavathi y col. 2003).

Un estudio de imagenes foliculares y luteales realizado por Liu y colaboradores (2007)
para determinar las caracteristicas ultrasonograficas de foliculos ovulatorios en
crecimiento de ovejas ciclando, sincronizadas con esponjas intravaginales de MAP e
inyeccién de eCG al momento de retirar la esponja, determiné 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 granulosa y la teca) y en la funcion secretoria de los foliculos

durante su crecimiento (Singh y col. 1998; Singh y Adams, 2000).
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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HIPOTESIS

El tratamiento con Cb y/o Dp para inducir la dilatacion cervical afecta el desarrollo del
foliculo ovulatorio, el momento en que se desencadena la ovulacion y el tamafio del
cuerpo luteo incipiente.

OBJETIVOS

Objetivo General

Estudiar si el tratamiento con Cb y/o Dp afecta el tamafio y la ecogenicidad del foliculo
ovulatorio, el momento en que se produce la ovulacion, y el didmetro del cuerpo luteo
incipiente.

Objetivos especificos

Determinar mediante US ovarica, el efecto de la administracién de Cb y/o Dp en ovejas

con ovulacién sincronizada con MAP y eCG sobre:

a. El momento de la ovulacion (intervalo eCG — ovulacion).

b. El desarrollo del foliculo preovulatorio en términos de su tamafio (diametro

folicular) desde la administracién de eCG hasta la ovulacion.

c. Laintensidad de pixeles del contenido folicular antes de la ovulacion.

d. Eltamafo del cuerpo lateo incipiente.
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MATERIALES Y METODOS

El ensayo se llevé a cabo en el mes de abril de 2016, durante la estacion reproductiva
de la raza Corriedale, en el Campo experimental 1 de Facultad de Veterinaria. El
predio esta ubicado en la Ruta 108, kilbmetro 11 cerca del pueblo Migues,
departamento de Canelones. Latitud 34°22'22.23"S y longitud 55°36'10.50"0O

Ubicacién del departamento de Canelones

Fuente: https://es.wikipedia.org/wiki/Departamento de Canelones fecha de consulta
11 de Mayo 2017

Ubicacién del Campo experimental 1 de Facultad de Veterinaria
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Fuente: Google Earth

28


https://es.wikipedia.org/wiki/Departamento_de_Canelones

Trabajo de campo

El ensayo experimental se realizd en cuarenta ovejas Corriedale multiparas (de dos o
mas partos) provenientes de la misma majada, que fueron alimentadas a campo
natural, vacunadas contra Clostridios y desparasitadas con Moxidectina al 0,2% y
Closantel al 10% via oral, como el resto de la majada del establecimiento. Presentaron
un peso homogéneo de media de 46 kg = 0,9 kg y un estado corporal de 2.5 a 3.5 en
la escala de 1-5 (Russel y col., 1969).

Las ovejas fueron sincronizadas con el protocolo MAP-eCG, disefiado para realizar
una IATF a las 54 horas post-eCG (Olivera-Muzante y col., 2011). EI mismo consiste
en la administracion intravaginal de una esponja impregnada con 60 mg de MAP
(Progespon®, Syntex, Buenos Aires, Argentina) por 13 dias y la administracion de 300
Ul de eCG intramuscular (Novormon 5000®, Syntex, Buenos Aires, Argentina) al

momento de retirar la esponja.

A las 42 horas del retiro de las esponjas y la administracion de 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 Control, n=10 en
cada uno) y tratadas correspondientemente.

El Grupo Cb fue tratado con 40 ug (0.8 mL) intramuscular de Cb (Decomotoén,
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 liberacién lenta (Propess®, Ferring Pharmaceuticals Ltd., West
Drayton, Reino Unido) y una inyeccion intramuscular de 0,8 mL de suero fisiologico.
El grupo Cb+Dp con ambas hormonas y al grupo Control se le administré una
inyeccién intramuscular de 0,8 mL de suero fisioldgico y un dispositivo intravaginal

(Propess®) sin principio activo.

Luego de la limpieza y desinfeccion de la zona perineal, la aplicacion de los
dispositivos intravaginales se realizo lo méas proximo al anillo cervical caudal posible,
para lo que se utilizé un vaginoscopio, colocando el animal con el tren posterior

elevado.
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En todos los animales se realizé la mediciéon del desarrollo del foliculo preovulatorio a
las 12, 20, 28, 36, 42, 48, 54, 60 horas post eCG o0 hasta el momento de la ovulacién.
El desarrollo del foliculo pre-ovulatorio se determind mediante US con un ecografo
portéatil (Esaote My Lab One, Genova, Italia) con un transductor transrectal lineal de
10 MHz. Se realiz6 la captura de imagenes y video para ser procesado, midiendo y
registrando el didmetro del foliculo mayor hasta su desaparicién (ovulacién) con el
software del propio equipo (Schrick y col., 1993; Cardwell y col., 1998). Ademas, se
midio la intensidad en pixeles del foliculo preovulatorio, aplicando el software Image J

(Software libre). Se calcul6 el intervalo eCG-ovulacion (horas) en todos los animales.

Dia 13 12 - 60 horas post-eCG
Retiro de Mediciones a través de US:
esponjas.

3 e Desarrollo folicular
Inyeccion I/M e Desaparicién del foliculo
eCG (300Ul) e Aparicion del cuerpo lGteo

SINCRONIZACION Q l |

] m

42 horas post-eCG

Dia O
TRATAMIENTOS

Colocacion de

esponjas > Cb (n=10)
impregnadas > Dp (n=10)
con
MAP (60 mg). > CbDp (n=10)

> Control (n=10)
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Analisis estadistico

Para comparar los datos de diametro folicular se utilizé el Procedimiento Mixto para
Andlisis de Varianza (ANOVA) utilizando muestras repetidas (Statistical Analysis
Systems SAS Institute, Cary, NC, EEUU, 2000), e incorporando como efectos fijos el
grupo de tratamiento (Cb, Dp, Cb+Dp y Control), las horas post-eCG vy las
interacciones entre ambos efectos.

El intervalo eCG-ovulacién se analiz6 utilizando el mismo modelo, pero para muestras

simples incorporando solo el efecto fijo de los grupos experimentales.

Para analizar el tamafio de los cuerpos luteos incipientes se utilizé la prueba de Chi

cuadrado.

Para correlacionar los datos de diametro folicular e intensidad en pixeles de los

foliculos preovulatorios se utilizé el test de correlacion de Pearson.

Los datos estan presentados como las medias + e.s.m. con diferencias consideradas

significativas para P<0,05.
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RESULTADOS

Momento de la ovulacion

De los 40 animales, 6 ovularon luego de las 42 horas post-eCG, o0 sea luego del
tratamiento de induccién de la dilatacién cervical (Figura 1). Los 6 animales que
ovularon luego de las 42 horas post eCG fueron tratados con Chb: 4/10 del grupo Cb y
2/10 del grupo Cb+Dp. Ningun animal Control o tratado solo con Dp ovulo luego de
las 42 horas post eCG, por lo que el efecto de los distintos tratamientos sobre el
momento de la ovulacion no pudo ser analizado estadisticamente como un factorial
2X2.

NUmero de ovejas que ovularon antes o después de los tratamientos de induccidn a

la dilatacion cervical realizado a las 42 horas post-eCG

Ovulacidon antes y después de las 42 horas

12

10

Cb Dp

CbDp Control

B [&)] (o]

No. de ovejas que ovularon
N

B Antes 42hs  ® Despues 42hs

Figura 1. — Numero de ovejas sincronizadas con esponjas intravaginales impregnadas
con 60 mg de MAP por 13 dias y la administracion de 300 Ul de eCG intramuscular,
gue ovularon antes o después del tratamiento de induccién a la dilatacion cervical
realizado a las 42 horas post-eCG. Grupo Cb tratados con 40 pg (0.8 mL)
intramuscular y un dispositivo intravaginal sin principio activo (n=10), Grupo Dp con
10 mg mediante la insercion de un dispositivo intravaginal y una inyeccion
intramuscular de 0,8 mL de suero fisiologico (n=10). Grupo Cb+Dp con dichas
hormonas respectivamente (n=10) y Grupo Control con una inyeccion intramuscular
de 0,8 mL de suero fisioldgico y un dispositivo intravaginal sin principio activo (n=10).
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Desarrollo folicular

Se analiz6 si el tamafio (en mm) de los foliculos preovulatorios varié segun la hora

post-eCG.

El diametro folicular (mm) fue afectado por las horas post-eCG (P=0.0002),

aumentando a las 28 horas, alcanzando el maximo a las 36 horas y disminuyendo a

las 42 horas (Tabla 1).

Diametro de los foliculos preovulatorios (mm) sequn la hora post-eCG

Horas post-eCG Media E.S.M
12 (n=40) 4.6571 0.4157 a
20 (n=40) 5.3364 0.3316 a
28 (n=40) 6.9077 0.3051 b
36 (n=40) 7.2667 0.4490 b
42 (n=6) 5.8000 1.0999 a

Tabla 1. — Diametro de los foliculos preovulatorios (mm) de ovejas sincronizadas con
esponjas intravaginales impregnadas con 60mg de MAP por 13 dias, segun las horas
post administraciéon de eCG (n=40). Diferentes letras indican diferencias significativas

(P< 0.0002).
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Intensidad de pixeles de los foliculos preovulatorios

Se encontré una correlacion positiva entre el diametro folicular (mm) y la intensidad
en pixeles del liquido folicular de los foliculos preovulatorios (r=0.3292, n=39, P<0.04)
(Figura 2).

Correlacién entre la intensidad de pixeles del liquido folicular y el diAmetro de los

foliculos preovulatorios
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Figura 2. - Correlacién entre la intensidad de pixeles del liquido folicular y el diametro

de los foliculos preovulatorios en ovejas sincronizadas con esponjas intravaginales
impregnadas con 60mg de MAP por 13 dias y la administracién de 300 Ul de eCG
intramuscular. Se encontrd una correlacién positiva, r=0.3292, n=39, (P<0.04).
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Diametro de cuerpos luteos incipientes

Algunos de los CL fueron vistos por primera vez antes de las 42 horas post-eCG y
otros después. Se analizé si los CL que fueron vistos por primera vez antes del

tratamiento tenian distinto diAmetro de los que fueron vistos después.
El tamafio del CL no fue diferente antes o después de la aplicacion de los tratamientos

(P= 0.3119) y tampoco fue diferente entre grupos (Cb vs Cb+Dp) cuando el CL fue
visualizado luego de las 42 horas post- eCG (P= 0.7448). (Figura 3)

Diametro (mm) de los cuerpos luteos incipientes desarrollados antes o después de

los tratamientos para inducir la dilatacion cervical

Diametro (mm ) CL incipiente desarrollado antes o después del
tratamiento parainducir la dilatacion cervical

8,05

8 T ¥ Antes
7,27
7,25 Después (Cb)

~

B Después (Cb+Dp)

Diametro (mm) CL

(o)}

Figura 3. — Didmetro (mm) de los cuerpos lUteos incipientes de ovejas sincronizadas
con esponjas intravaginales impregnadas con 60mg de MAP por 13 dias y
administracion de 300 Ul de eCG intramuscular y tratadas a las 42 h post-eCG para
inducir la dilatacién cervical con Cb y Dp (grupos Cb y Cb+Dp). No hubo diferencias
significativas (P= 0.7448).
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DISCUSION

Momento de la ovulacion

La constatacion de que 34 de los 40 animales (85%) ovularon antes de las 42 horas
post-eCG fue sorpresiva, dado que el disefio experimental preveia que las ovulaciones
se concentraran alrededor de las 60 horas post-eCG, es decir, posterior a las 54 horas
-momento previsto para la realizacion de una IATF- luego de la sincronizacién con
MAP y eCG (Gordon 1996; Olivera-Muzante y col. 2011; Abecia y col. 2012; Dos
Santos Neto y col. 2015).

Utilizando ultrasonografia ovarica, Ali y colaboradores (2009), reportaron que ovejas
Farafra sincronizadas con un dispositivo intravaginal de silicona impregnado con
progesterona natural por 12 dias y al retiro 400 Ul de eCG, comenzaron a ovular a las
48 horas post- eCG y la misma se extendié hasta las 72 horas. Similarmente, en
ovejas Corriedale sincronizadas con un dispositivo intravaginal también con P4 natural
pero por 6 dias y a su retiro 300 Ul de eCG, la ovulacién ocurrié entre las 62 y 74
horas post-eCG (Vilarifio y col. 2010, 2013). Por el contrario, y coincidiendo con
nuestro trabajo, cuando se sincronizaron ovejas Polwarth (Ideal) con un dispositivo
intravaginal con MAP por 12 dias y 250 Ul de eCG al retirarlo, las ovulaciones
ocurrieron antes de las 48 hs post-eCG (Vifioles y col. 2001). Considerando que la
potencia biolégica de la MAP es mayor que la de la P4 natural y su vida media mas
larga (Africandera y col. 2014), cabe plantearse la hipoétesis de que la MAP ejerza un
efecto inductor del recambio folicular (Rubianes y col. 1999; Vifioles y col. 2001) mayor
respecto a la P4 natural y que esto pueda favorecer el rapido surgimiento de la onda
folicular ovulatoria al retirar la esponja y administrar eCG y determinar una ovulacion
mas temprana. Los reportes de intervalo eCG-ovulacién mayores cuando se utilizan
tratamientos cortos de MAP con respecto a los tratamientos largos van en el mismo
sentido (Viioles y col. 2001).

Por otro lado, las 6 ovejas que ovularon después de las 42 horas post-eCG fueron
tratadas con Cb, lo que sugiere que esta hormona podria estar involucrada en el
retraso de la ovulacion de los foliculos ovulatorios. Interesantemente, Bobowiec y
colaboradores, (2003) obtuvieron una disminucion de las concentraciones circulantes

de E2 en respuesta a la administracion de Ox natural en ovejas sincronizadas con P4.
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Esta accion directa de la Ox sobre la disminucién de la esteroidogénesis folicular,
podria estar relacionada al retraso de la ovulacién en este experimento. Por otro lado,
la Ox esta asociada a la liberacion de GnRH como factor hipotalamico pre ovulatorio,
estimulando entonces a la liberacion de FSH y LH en la hipofisis anterior (Bobowiec,
y col., 2003), por lo cual, una accion de la Ox sobre el eje hipotalamo-hipofisiario,
podria comprometer el proceso de dominancia folicular lo que a su vez permite el
crecimiento de nuevos foliculos (Wathes y col, 1989; Bobowiec y col, 1999). En ése
sentido, la administraciéon de Ox natural, en solucidbn acuosa 0 en una preparacion
oleosa de liberacion lenta, aumento la tasa ovulatoria en ovejas (King y Coetzer, 1996,
1997).

Desarrollo folicular

Debido al bajo niumero de ovejas que ovularon luego de la administracion de los
tratamientos de induccion a la dilatacion cervical, no se pudo analizar el efecto de cada
tratamiento sobre el diametro folicular.

Se observo que el desarrollo folicular en términos de diametro aumento a las 28 horas
post eCG y lleg6 al maximo a las 36 horas post-eCG, en acuerdo con la ocurrencia de
las ovulaciones previas a las 42 horas post-eCG de la mayoria de las ovejas y al efecto
estimulante del crecimiento folicular provocado por la eCG (Evans y Robinson 1980;
Vinoles y col. 2001).

Intensidad de pixeles de los foliculos preovulatorios

Se ha planteado la existencia de una correlacion 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 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). La
correlacion positiva entre el diametro folicular y la intensidad de pixeles previo a la
ovulacion, reflejaria el grado de desarrollo que los foliculos ovulatorios alcanzaron

momentos antes de la ovulacioén.
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Diametro de cuerpos luteos incipientes

En el presente trabajo no se encontraron diferencias significativas en el diametro de
los CL incipientes observados antes o después de los tratamientos de induccion a la
dilatacion cervical. Tampoco entre los distintos tratamientos en aquellos CL formados
luego de las 42 horas post eCG (Cb vs. CbDp).

No se puede descartar que eventuales diferencias en el diametro de los CL a
consecuencia de los tratamientos se manifiesten en la medida que éstos se
desarrollen mas alla del estadio incipiente. En ese sentido, se ha visto que el &rea total
y el area de vascularizacion del CL aumentaron dias después de la ovulacion, en
correlacion positiva con la produccion de progesterona durante la luteogénesis
(Arashiro y Brandao 2008; Siqueira y col 2009; Figueira y col. 2015), por lo que seria
de gran importancia el seguimiento del CL mas alla de su estado incipiente.
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CONCLUSION

La hipétesis planteada en este trabajo no pudo ser verificada en el ensayo

experimental.

En ovejas Corriedale, sincronizadas con protocolo MAP-eCG durante la estacidon
reproductiva, se observo que el momento de ovulacion se adelant6 con respecto a lo
esperado, habiendo ovulado todas las ovejas antes de las 54 horas post-eCG,
momento en el que iban a ser inseminadas. A su vez, el 85% de los animales ovuld
antes de las 42 horas post-eCG, por lo tanto no fueron influidos por el tratamiento de
induccion a la dilatacién cervical. Los 6 animales restantes que ovularon luego del
tratamiento fueron administrados con Cb, lo que sugiere que la Cb podria retrasar el

momento de la ovulacion.

En cuanto al diametro folicular, debido a que la mayoria de los animales ovularon
antes de la aplicacion de los tratamientos, no se pudo evaluar si éstos afectan el
desarrollo del foliculo. Como alternativa, se determiné el crecimiento del foliculo segun
las horas post-eCG, observandose un aumento del diAmetro hasta un maximo a las
36 horas post-eCG, coincidiendo con el momento de la ovulacién de la mayoria de los
animales. Por otro lado se hall6 una correlacion positiva entre el didmetro y la

intensidad de pixeles de los foliculos preovulatorios.
Con respecto a los CL recién formados, no se vio ninguna diferencia significativa entre

los observados antes y después de los tratamientos, ni entre los distintos grupos de

tratamientos.
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RECOMENDACIONES

En primer lugar, por el motivo de que el 85% de los animales ovularon antes de las 42
horas post-eCG, por lo tanto, antes del momento en que se realizaria la IATF (Gordon,
1996; Olivera-Muzante y col., 2011; Abeciay col., 2012; Dos Santos Neto y col., 2015),
implica que las ovejas serian inseminadas después de la ovulacion. La vida
fecundable de los ovocitos ovinos se ha estimado en 12 - 24 horas (Dzuik, 1965) y el
tiempo estimado de migracién de los espermatozoides desde la vagina hasta el
oviducto es de 8-10 horas (Druart y col., 2009). Entonces se deberia adelantar la hora
de inseminacion, quedando anterior a la ovulacion de la mayoria de las ovejas y de
esta forma no comprometer la fertilidad.

Una vez corregida la hora de IATF, ajustar las horas de los tratamientos con Cb y Dp,
siendo la administracion de las hormonas 12 horas antes de la IATF debido a su accion

bioldgica y vida media en sangre.

Por otro lado se ha visto que la utilizacion de la dosis de 300 Ul de eCG no ha
presentado ovulaciones multiples en las ovejas sincronizadas con esta hormona, por
lo tanto promete ser una dosis apta y recomendable para la sincronizacion de la

ovulacion de las ovejas en los programas de IATF.

Otra recomendacion en cuanto a este experimento, seria la de implementar una
sincronizacion con MAP durante un periodo mas corto. Por ejemplo, 6 dias ya que se
ha comprobado sus ventajas post inseminaciéon, aumentando los porcentajes de
prefiez. La tasa de prefiez en ovejas sincronizadas con dispositivo intravaginal de P4
durante un corto plazo (6 dias) es mayor comparada con la aplicacién a largo plazo
(12 dias), con resultados de 83% y 63%, respectivamente. La menor tasa de prefiez
observada después del tratamiento a largo plazo con progestageno esta relacionada
con un recambio folicular mas lento, que estimul6 la ovulacién de los foliculos
persistentes dominantes, a diferencia del tratamiento a corto plazo que resulté en una
tasa de preflez mas alta, probablemente, debido a la ovulacion de foliculos en
crecimiento recién reclutados (Vifioles y col., 2003).

A su vez, comparando los tratamientos con MAP de 6, 9, y 13 dias, se observé una
tasa de concepcion mayor en los animales tratados durante 9 dias, con resultados de
75% vs 66,7% para 6 dias y 63% para 13 dias. (Ungerfeld y Rubianes, 1999).
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Se recomendaria también en caso de realizar nuevamente este protocolo, el
seguimiento ecografico luego de la ovulacién, para evidenciar el estado y tiempo de
vida del CL resultante, mas alla de su estado incipiente, -podria complementarse con
analisis de P4 sérica- para comprobar la viabilidad de ese CL y que el tratamiento de
induccion a la dilatacion cervical tanto con Cb como con Dp no interfieren en el
desarrollo normal del mismo, esperando buena viabilidad embrionaria vy

mantenimiento de la prefiez.
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