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RESUMEN

El objetivo de esta Tesis fue determinar si la administracion sola o
combinada de analogos de oxitocina y prostaglandina E2 de larga accién (OxL y
PGE2L) antes del momento esperado de la inseminaciéon artificial (1A) aumenta la
penetrabilidad y la degradacion del coladgeno cervical en ovejas. Para ello se
sincronizd la ovulacion de 40 ovejas Corriedale multiparas a través de 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 gonadotrofina corionica equina (eCG) i.m. (Novormon
5000®, Syntex, Buenos Aires, Argentina) al momento de retirar las esponjas (0 h).
Las ovejas fueron adjudicadas a cuatro grupos experimentales de 10 animales cada
uno, homogéneos de acuerdo a su peso corporal. A las 42 h post eCG (12 h antes del
momento esperado de la IATF), cada grupo fue asignado de manera aleatoria a uno
de cuatro tratamientos en un arreglo factorial 2x2. Los tratamientos fueron: grupo
OxL, las ovejas recibieron 2 mL (40ug) i.m. de Carbetocina (Decomoton,
Laboratorios Callier, Uruguay) y un dispositivo intravaginal placebo; grupo PGE2L,
las ovejas recibieron 10 mg de Dinoprostone en un dispositivo intravaginal de
liberacion lenta (Cervidil, Propess®, Ferring Pharmaceuticals Ltd., West Drayton,
UK) y 2 mL i.m. de solucion salina; grupo OxL+PGEZ2L, las ovejas recibieron ambas
hormonas administradas en simultaneo y de igual forma que lo descrito previamente
para los grupos OxL y PGE2L y grupo Control las ovejas recibieron 2 mL de
solucion salina i.m. y un dispositivo intravaginal placebo. La penetrabilidad cervical
se midi6 a las 0, 42 y 54 h post eCG, en todos los animales. Al momento esperado de
la IA (54 h post eCG), se eligirieron al azar la mitad de los animales de cada grupo y
se sacrificaron para la obtencion del cérvix. La determinacién del contenido de
colageno y de la actividad gelatinolitica de las formas activada y latente de las
metaloproteinasas de la matriz extracelular -2 y-9 (MMP-2 y MMP-9,
respectivamente) se realiz6 por espectofotometria y zimografia en gel de
poliacrilamida co-polimerizado con gelatina, respectivamente, en muestras de cérvix
craneal y caudal previamente homogenizadas. Para conocer el momento de la
ovulacidn, se realizaron ecografias seriadas de ambos ovarios por via transrectal a las
12, 20, 28, 36, 42, 48 y 54 h post eCG. Treinta y cuatro de los cuarenta animales
ovularon antes de la administracion de los tratamientos con PGE2L y/o OxL (42 h
post eCG). Los seis animales que ovularon luego de los tratamientos fueron
eliminados de los andlisis estadisticos de todas las variables estudiadas en esta tesis.
Para el analisis de los datos se utilizé un Analisis de Varianza 2x2 (ANOVA) de SAS
(Statistical Analysis Systems SAS Institute, 2000; Carolina del Norte, EUA). El Log
(n+1) de la penetrabilidad cervical fue afectada por la h post eCG (P <0,0001, n=34)
y por la interaccion entre los tratamientos y la h post eCG (P=0,03, n=34). En todos
los grupos experimentales la penetrabilidad cervical aumentd desde la administracion
de la eCG (0 h post eCG) hasta el momento de la administracion de los tratamientos
experimentales (42 h post eCG) (P<0,0029), sin diferencias entre grupos. Desde la
administracion de los tratamientos hasta el momento esperado de la IATF (54 h post
eCG) se detectd una disminucion de la penetrabilidad cervical en el grupo Control
(P=0,0207) que no fue detectada en los grupos tratados. A las 54 h post eCG, la
penetrabilidad cervical fue mayor en todos los grupos tratados comparada con el
Control a la misma hora, sin diferencias entre ellos (P< 0,0373). La concentracion
del colageno cervical (mg/g de tejido seco) fue afectada por el tratamiento con
PGE2L (n= 17; P=0,03) y la interaccion del tratamiento con OxL y PGE2L (n=17;
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P=0,002). Ademas, se detectd una interaccion del tratamiento con OxL y PGE2L y la
zona cervical (n= 17; P=0,04). En la zona caudal la concentracion del colédgeno fue
menor en el grupo OxL comparada con el grupo Control (P=0,006) y con el grupo
OxL+PGE2L (P= 0,002). La concentracién del coldgeno en el grupo PGE2L fue
menor con respecto al grupo OxL+PGE2L (P=0,019) y tendié a ser menor con
respecto al grupo Control (P=0,062). La actividad de la forma activada de la MMP-2
fue afectada por el tratamiento con OxL (P=0,04, n=17), pero no por el tratamiento
con PGE2L u OxL+PGE2L. La actividad de la forma activada de la MMP-2 (ng/mg
de proteinas) fue mayor en los animales tratados con OxL con respecto a los
animales no tratados con OxL (incluyen los grupos Control y PGE2L) (n=17,
P=0,04,). En conclusion la administracion de OxL, PGE2L y su combinacion en
ovejas Corriedale prolong6 en el tiempo el incremento de la penetrabilidad cervical
generada en respuesta al tratamiento con MAP y eCG, especificamente en el periodo
comprendido entre las 42 y las 54 h post eCG. Como resultado, al momento esperado
de la IATF (54 h post eCG), todos los animales tratados tuvieron mayor
penetrabilidad cervical que los animales controles, sin presentar diferencias entre si.
Los efectos de la OxL sobre la penetrabilidad cervical podrian explicarse en parte por
un aumento de la degradacién del coldgeno mediada por la MMP-2, mientras que la
PGE2 actuaria fundamentalmente a través de un mecanismo diferente a la
degradacion del colageno.
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SUMMARY

The aim of this research was to study the effectiveness of the
administration of oxytocin and/or prostaglandin E2 long-acting analogs (OxL and/or
PGE2L) before the expected time of artificial insemination (IA) in order to increase
the cervical penetrability and collagen degradation in the cervix of the ewe. The
ovulation of 40 Corriedale ewes was synchronized using 60 mg of
medroxyprogesterone acetate (MAP) administrated in an intravaginal sponge
(Syntex, Buenos Aires, Argentina) for 13 days and an intramuscular injection of 300
IU of equine chorionic gonadotropin (eCG) at the time of sponges removal. At 42 h
post eCG (12 hours before the expected time of Al), ewes were assigned to four
groups of 10 animals each one according to body weight. Each group was randomly
assigned to one of four treatments in a 2x2 factorial arrangement. The treated groups
were: OxL, ewes received 2 mL (40 pg) of Carbetocin i.m (Decomoton, Laboratorios
Callier, Uruguay) and a placebo intravaginal device; PGE2L, ewes received 10 mg
of Dinoprostone in a slow release intravaginal device (Propess®, Ferring
Pharmaceuticals Ltd., West Drayton, UK) and 2 mL of saline solution i.m; OxL and
PGE2L, ewes received the administration of both hormones simultaneously and in
the same way as was previously described for OxL and PGE2L and Control , ewes
received a 2 mL of saline solution i.m and a placebo intravaginal device. Cervical
penetrability was measured at 0, 42 y 54 h post eCG in all the animals. At the
expected time of Al (54 h post eCG) half of the animals from each group were
randomly selected and sacrificed to collect the cervix. Collagen content and
gelatinolytic activity of the activated and latent forms of the matrix
metalloproteinase-2 y -9 (MMP-2 and MMP-9, respectively) was performed by
spectrophotometry and polyacrylamide gel zymography co-polymerized with gelatin,
respectively, in samples of cranial and caudal cervix previously homogenized. In
order to achieve the time of the ovulation, serial ultrasounds of both ovaries were
performed transrectally at 12, 20, 28, 36, 42, 48 and 54 h post eCG. Thirty-four
(34/40) ewes ovulated before administration of the OxL and/or PGE2L treatments
(42 h post eCG). The six ewes that ovulated after the administration of OxL and/or
PGE2L (6/40) were eliminated from this study. The analysis of the data was
performed using SAS (Statistical Analysis Systems SAS Institute, 2000, North
Carolina, USA) 2x2 Analysis of Variance (ANOVA).Cervical penetrability (Log (n
+ 1), was affected by the h post eCG (P <0.0001, n = 34) and by the interaction of the
treatments and the h post eCG (P = 0,03, n = 34). In all the experimental groups, the
cervical penetrability increased from the time of the administration of eCG (0 h post
eCG) until the time of the administration of OxL and/or PGE2L (42 h post eCG) (P
<0.0029), without differences between groups. A decrease in cervical penetrability
was detected in the Control group (P = 0.0207) between the time of treatment
administration (42 h post eCG) and the expected time of the IATF (54 h post eCG),
which was not detected in the treated groups. At 54 h post eCG, cervical
penetrability was higher in all treated groups than Control group at the same time (P
<0.0373), without differences between them. The concentration of cervical collagen
(mg / g of dry tissue) was affected by the treatment with PGE2L (n = 17, P = 0.03)
and the interaction of the treatment with OxL and PGE2L (n = 17, P = 0.002). In
addition, we detected an interaction of the treatment with OxL and PGE2L and
cervical zone (n =17, P = 0.04). In the caudal cervix, the collagen concentration was
lower in the OxL group compared with Control (P = 0.006) and OxL + PGE2L group
(P = 0.002). The collagen concentration was lower in the PGE2L group compared
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with the OxL + PGE2L group (P = 0.019) and tended to be lower compared with
Control group (P = 0.062). The activity of the activated form of MMP-2 was affected
by treatment with OxL (P = 0.04, n = 17), but not by treatment with PGE2L or OxL
+ PGE2L. The activity of the activated form of MMP-2 (ng / mg of proteins) was
greater in the animals treated with OxL than in the animals not treated with OxL
(including the controls and animals treated only with PGE2L) (n = 17; P = 0.04,). In
conclusion, the administration of OxL, PGE2L and its combination in Corriedale
ewes prolonged the MAP-eCG-induced cervical penetrability increase until 54 h post
eCG. As a result, at the expected time of the IATF (54 h post eCG), cervical
penetrability was higher in all the treated groups than the control group. The effects
of OxL on cervical penetrability could be explained in part by an increase in collagen
degradation mediated by MMP-2 while PGE2 would act through a different
mechanism from collagen degradation.



1. INTRODUCCION

1.1 Fisiologia y manejo reproductivo en ovinos
1.1.1 Ciclo estral

Las ovejas de razas originarias de zonas de latitudes altas o intermedias como las de
Uruguay, tienen un patron reproductivo poliéstrico estacional. La estacion
reproductiva ocurre al final del verano y durante el otofio, y el anestro estacional se
extiende desde el invierno hasta el inicio del verano (Rawlings y Bartlewski, 2007).
Durante la estacién reproductiva las ovejas presentan el ciclo estral con un intervalo
promedio de 17 dias (Goodman y Inskeep, 2006).

El ciclo estral de las ovejas puede dividirse en fase folicular y luteal. La fase folicular
se extiende desde la regresion del cuerpo luteo (lutedlisis), que ocurre al dia 13-14
del ciclo (celo= dia 0) hasta el dia 2. Durante la fase folicular, la caida de los niveles
circulantes de progesterona, producto de la lutedlisis, desencadena un aumento de la
frecuencia de la pulsatilidad de la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH)
hipotaldmica que a su vez estimula un aumento de la frecuencia de los pulsos de la
hormona luteinizante (LH) hipofisiaria (revision: Thiery y Martin, 1991). Ante el
aumento de la pulsatilidad de la LH, los foliculos antrales responden secretando
estrogenos, creandose una retroalimentacion positiva GnRH-LH-estrogenos. Por lo
tanto, la fase folicular esta caracterizada por un predominio de los estrégenos sobre
la progesterona (Senger, 1999). El aumento en la relacion estr6genos/progesterona
durante esta fase es importante para la manifestacion de celo. El celo tiene una
duracién aproximada de 22 h y es el periodo en que las concentraciones séricas de
estrégenos son maximas y las de progesterona basales (Goodman y Inskeep, 2006).
El mecanismo de retroalimentacion positiva GnRH-LH-estr6genos culmina en la
produccién del pico preovulatorio de estrogenos, la descarga masiva de LH (pico de
LH) y la ovulacién del o los foliculos dominantes que ocurre al final del estro
(Scaramuzzi y col., 1993). Luego de la ovulacion, ocurre la luteinizacion de la
estructura folicular remanente dando inicio a la fase luteal.

La fase luteal se extiende desde el dia 2-3 del ciclo hasta el dia 13-14. Esta fase esta
caracterizada por el desarrollo del cuerpo luteo que produce progesterona
(Skarzynski y col., 2008) y por lo tanto por el aumento paulatino de las
concentraciones circulantes de progesterona, que aumentan mas de 10 veces con
respecto a la fase folicular (Senger, 1999). En el caso de no producirse la gestacion,
entre el dia 12 - 13 del ciclo estral la capacidad de cuerpo luteo de sintetizar y
secretar progesterona comienza a disminuir debido a la ocurrencia de la lutedlisis
(Juengel y col., 1993; Meidan y col., 1999). La prostaglandina F2a es la principal
hormona luteolitica y es liberada por el utero al final de la fase luteal (Stouffer,
2006). El primer estimulo para la secrecion de prostaglandina F2a por el ttero es la
oxitocina (Ox) secretada por la hipdéfisis, y luego la Ox comienza a ser secretada por
el propio cuerpo luteo. La Ox es secretada en forma de pulsos que disminuyen en
amplitud desde la lute6lisis al pico preovulatorio de LH (Wathes y col., 1986;
Gilbert y col., 1991). Cada pulso de Ox de origen luteal estimula un pulso de
prostaglandina F2a por el utero, dando lugar a un mecanismo de retroalimentacion
positiva Ox luteal- prostaglandina F2a uterina que culmina con la pérdida total de la
actividad del cuerpo lateo (McCracken y col., 1999). Al inicio de la fase luteal, este



mecanismo se mantiene inhibido por la progesterona secretada por el cuerpo IUteo
que inhibe las sintesis de receptores de Ox en el Gtero. Posteriormente, la pérdida del
efecto inhibidor de la progesterona y el aumento de los estrogenos por el foliculo en
crecimiento estimulan el incremento de los receptores de Ox en el utero (Flint y
Sheldrick, 1986) desencadenando la lutedlisis y el inicio de un nuevo ciclo (Zarco y
col., 1988; Flint y col., 1990).

1.1.2 Inseminacion artificial (1A)

La IA es una herramienta sencilla, ampliamente utilizada en la industria ganadera
para incrementar la mejora genética, ya que permite aumentar la eficiencia
reproductiva del macho genéticamente mejorado (Candappa y Bartlewski, 2011).
Ademas, las técnicas de congelamiento del semen han permitido la conservacion del
mismo por periodos prolongados de tiempo facilitando su transporte (Gil y col,
2003). La utilizacion de protocolos hormonales de sincronizacion de la ovulacion
asociados a la IA ha dado lugar a la inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF), en
la cual no es necesaria la deteccion del celo. La implementacion de esta tecnologia
permite ademas concentrar los partos, lo que optimiza ain mas el uso del recurso
humano y contribuye al manejo nutricional de la majada (Fierro y col., 2009). En la
oveja, los tratamientos de sincronizacion de la ovulacion mas utilizados para la IATF
consisten en la administracion intravaginal de progestagenos por 7 a 14 dias, seguida
inmediatamente por la administracion de gonadotrofina coridnica equina (eCG)
(Menchaca y Rubianes, 2004; Vifoles y col., 2001; Dos Santos-Neto y col., 2015).
Con estos tratamientos la ovulacion ocurre aproximadamente a las 60 h de la
administracion de la eCG y el momento Optimo para la 1A es entre las 48 a 60 h
(Menchaca y Rubianes, 2004; Olivera-Muzante y col. 2011; Abecia y col. 2012; Dos
Santos Neto y col. 2015; Menchaca, 2016).

A pesar de las ventajas que ofrece la IA, la mayoria de las ovejas del Uruguay son
servidas por monta natural durante la estacién reproductiva y solo un 8,5 % de los
servicios son realizados por IA, de los cuales poco menos de un tercio son por IATF
(Censo General Agropecuario, 2011; Olivera-Muzante y Fierro, 2016). La escasa
adopcion de esta biotecnologia por los productores criadores de ovinos se debe, en
parte, a la compleja anatomia del cérvix de la oveja que limita el pasaje transcervical
de la canula de inseminar (Halbert y col., 1990b).

1.2 La anatomia del cérvix como limitante de la IA en la oveja

El cérvix de la oveja es un érgano de 4 a 10 cm de longitud, caracterizado por la
presencia de 4-7 anillos que ocluyen la luz del 6rgano (Fukui y Roberts, 1978). A lo
largo del eje longitudinal del cérvix se pueden distinguir dos zonas que difieren
desde el punto de vista anatdbmico: la zona cervical caudal, contigua a la vagina que
se extiende desde el orificio cervical externo hasta el tercer o cuarto anillo y la zona
cervical craneal que se ubica desde el final del cérvix caudal hasta el inicio del Gtero
(More, 1984; Halbert y col., 1990b). La zona cervical caudal es considerada la de
mayor estrechamiento del cérvix, en esta zona se encuentra el segundo anillo
cervical, caracterizado por un gran desarrollo y por estar desalineado con respecto al
primero. Esta morfologia, implica la existencia de espacios ciegos que dificultan la
canulacion al momento de inseminar (Fukui y Roberts, 1978) y aumentan el riesgo
de dafio cervical (Halbert y col., 1990b). En contraposicion, la zona cervical craneal
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se caracteriza por presentar anillos pequefios y alineados (Kershaw y col.,2005). La
morfologia del cérvix varia entre razas (Kaabi y col., 2006) y también entre
individuos de una misma raza (Nagvi y col., 2005; Kershaw y col., 2005), lo que
resulta en diferentes grados de profundidad de penetracion cervical entre animales
(Kershaw y col., 2005). En la Figura 1 se presenta diferentes tipos de cervices segun
sus caracteristicas anatomicas y su relacion con la profundidad de penetracion
cervical. En la mayoria de los casos, el deposito del semen durante la 1A
transcervical en la oveja es realizado a nivel vaginal o en la parte mas caudal del
cérvix (Candappa y Bartlewski, 2011).

Figura 1: Clasificacion morfoldgica del cérvix de ovejas adultas segun el grado de
complejidad estructural y su relacién con la profundidad de penetracién cervical: a)
grado 1, cervices con anillos cervicales (Ac) completos y alineados entre si; b) grado
2, cervices con algunos anillos completos y alineados entre si (como los de grado 1)
y con anillos incompletos y desalineados; c) grado 3, cervices con mayoritariamente
anillos incompletos y desalineados. Las flechas indican la direccion y el maximo de
profundidad cervical que se puede alcanzar de acuerdo al grado de complejidad de la
anatomia del cérvix (Kershaw y col., 2005, modificado por Candappa y Bartlewski,
2011).

La deposicion del semen en la vagina o cérvix caudal favorece la pérdida retrograda
del mismo a partir del tracto reproductivo, disminuyendo la cantidad de
espermatozoides disponibles para fertilizar al ovocito. Para evitar que esta pérdida
retrograda de semen afecte la fertilidad se aumenta la dosis inseminante lo que
disminuye la eficiencia de la IA. Las tasas de prefiez alcanzadas luego de la IATF via
vaginal o intracervical caudal pueden variar de 40 a 50% con semen fresco, siendo
menor en el caso del semen congelado (Menchaca, 2016). Se ha observado que la
fertilidad aumenta proporcionalmente con la profundidad en que se realiza la
deposicion seminal en el canal cervical (Eppleston y col., 1994). En la figura 2 se
presenta el efecto de la profundidad de deposicion seminal sobre el porcentaje (%) de
paricion en ovejas inseminadas por via transcervical con semen congelado (Salamon
y Maxwell, 2000).
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Figura 2: Efecto de la profundidad de deposicion seminal sobre el porcentaje (%) de
paricion en ovejas inseminadas por via transcervical con semen congelado
(promedios de % de paricidn extraido de 26 publicaciones, 9716 ovejas, revisado en
Salamon y Maxwell, 2000).

Con el objetivo de obtener una mejor tasa de prefiez, se realiza la deposicién del
semen en el Utero por laparoscopia (Killen y col., 1982). La tasa de prefiez con
inseminacién intrauterina por laparoscopia a tiempo fijo varia de 65 a 70 % con
semen fresco y de 45 a 55 % con semen congelado (Menchaca, 2016). Sin embargo,
esta técnica requiere formacion técnica, la utilizacion de materiales y equipos
especificos y personal entrenado para su implementacion. Ademas, aunque sea una
técnica considerada moderadamente invasiva, su uso repetido afecta negativamente
el bienestar de los animales (Candappa y Bartlewski, 2011). Estas observaciones
destacan la importancia de desarrollar préacticas que permitan incrementar la
profundidad de deposiciéon seminal a través del cérvix, contribuyendo al desarrollo
de un método eficiente de la IA transcervical en la oveja como una alternativa al uso
de la laparoscopia.

1.3 Estrategias para incrementar la profundidad de deposicion seminal a través
del cérvix

1.3.1 Métodos fisicos para dilatar el cérvix

En la oveja se han estudiado diferentes estrategias para incrementar la profundidad
de deposicion seminal a través del cérvix. Halbert y col., 1990, 1990a evaluaron
diferentes métodos de contencion, espéculos, forceps y canulas de inseminar para su
utilizacion en la IA transcervical. A partir de este trabajo, se disefié una técnica de 1A
transcervical conocida como Guelph System que consiste en posicionar a la oveja en
decubito dorsal, conteniéndola en un dispositivo usualmente utilizado para
despezufiar. Luego de posicionada la oveja, con la ayuda de un espéculo con luz se
realiza la retraccién del tejido que rodea al orificio cervical externo por medio de
forceps y se realiza la canulacion con la canula descripta por Buckrell y col. (1994)
(Halbert y col., 1990, 1990a) A modo de referencia, se observd que las tasas de
prefiez alcanzadas con este método fueron 60 a 80% con el uso de semen fresco y 40
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a 70% con el uso de semen congelado depositado a nivel intrauterino (Buckrell y col,
1994). Sin embargo, se observé que factores tales como la edad, ndmero de
pariciones, raza y variaciones individuales entre las ovejas contribuyeron a una gran
variabilidad en la respuesta obtenida (Windsor, 1995; Kaabi y col., 2006). Ademas,
se detectaron lesiones cervicales asociadas a la traccion del cérvix y su canulacién
que podrian afectar negativamente el desempefio reproductivo y el bienestar de los
animales (Campbell y col., 1996).

Maés recientemente, Fonseca y col., 2013, 2016 desarrollaron una técnica para la
colecta de embriones que ha facilitado el acceso al Utero en ovejas. La técnica se
realiza con el animal parado, implica el uso de sedacion leve y analgesia y consiste
en la exteriorizacion del cérvix a través de la vagina aplicando movimientos suaves
de traccion. De esta forma, el cérvix puede ser manipulado completamente a través
de la vagina durante la canulacién. La asociacion de la técnica disefiada por Fonseca
y col., 2016 al uso de estradiol, prostaglandina F, alfa y Ox administrados antes de la
colecta de embriones (Protocolo Embrapa para la dilatacién cervical en la oveja) ha
permitido el acceso al utero y la colecta exitosa de embriones en el 80-90% de las
ovejas de raza Santa Ines, Morada Nova y Lacaune (Fonseca y col., 2018, 2019).
Ademas, esta técnica ha sido utilizada para la IATF transcervical en ovejas
Corriedale, observandose que las tasas de prefiez obtenidas utilizando semen fresco
fueron similares a las detectadas mediante laparoscopia pero solo cuando el semen
pudo ser depositado a méas de 4 cm de profundidad en el cérvix, lo que se alcanz6 en
menos del 30% de las ovejas (Casali y col., 2017). En este mismo trabajo se observo
que menos del 10% de las ovejas pudieron ser canuladas hasta el ttero por lo que los
autores sugirieron que la efectividad de la técnica descrita por Fonseca y col., 2016
podria ser baja en ovejas de raza Corriedale. Ademéas de estas técnicas, se han
modificado y disefiado diferentes canulas de inseminar basadas en la anatomia del
cervix ovino (Wulster-Radcliffe y Lewis, 2002; Wulster-Radcliffe y Lewis, 2004;
Leethongdee y col., 2007; Alvarez y col., 2012). Sin embargo, hasta el momento no
se ha logrado validar un método eficiente de 1A transcervical en la oveja.

1.3.2 Inducciéon hormonal de la dilatacién cervical

Con el objetivo de aumentar la penetrabilidad cervical en la oveja se ha estudiado
también el efecto de la aplicacion de diferentes hormonas sobre la dilatacién cervical
como: 17p estradiol (Wulster-Radcliffe y col., 1999), Ox (Khalifa y col., 1992; Sayre
y Lewis, 1997; Stellflug y col., 2001; King y col., 2004), prostaglandina E (PGE)
(Leethongdee y col., 2007; Candappa y col, 2009), relaxina (Salamon y Lightfoot,
1967). Algunos trabajos han demostrado que la administracion de Ox (Khalifa y col.,
1992) y PGE previo a la IA (Leethongdee y col., 2007; Candappa y col, 2009;
Candappa y Bartleski, 2014) ha facilitado la canulacion cervical.

1.3.2.1 Oxitocina

La administracion i.v de Ox inmediatamente antes de la IA permiti6 el acceso al
utero en 77 a 100% de los animales tratados (Khalifa y col., 1992; Sayre y Lewis,
1996). Contrariamente, la administracion i.m de Ox antes de la IA no permitié el
acceso al utero en ninguno de los animales tratados (King y col., 2004). Esto muestra
que los resultados obtenidos con el uso de la Ox en la dilatacién cervical en la oveja
son aun inconsistentes. Ademas, se ha reportado, que la utilizacion Ox administrada



i.v 0 i.m previo a la IA disminuye las tasas de prefiez y de paricion en ovejas
(Stellflug y col., 2001; King y col., 2004). Esta disminucion de la fertilidad en
respuesta a la Ox es mayor con la IA transcervical en comparacion con IA por
laparoscopia (King y col., 2004). Esto sugiere que los efectos adversos de la Ox
sobre la fertilidad se amplifican con la manipulacion del cérvix durante la IA
transcervical. Se ha reportado que la administracion suprafisioldgica de Ox aumenta
la contractibilidad uterina (Houdeau y col., 2002; Sayre y Lewis, 1996), lo que
podria afectar el transporte normal de los espermatozoides a traves del Utero luego de
la 1A y generar menores tasas de fertilidad (Lightfoot, 1970). Para evitar estos
efectos, King y col. (2004) destacan la importancia de mantener niveles de Ox
similares a los fisioldgicos. Estos autores sugirieren que la administracion repetida de
pequefas dosis de Ox que simulen el patron fisiologico de liberacién de Ox durante
el estro, podria mejorar la fertilidad (Wathes et al. 1986; Gilbert y col., 1991). Sin
embargo, la administracion repetida de pequefias dosis de Ox seria de dificil
aplicacion en majadas numerosas. Alternativamente, seria interesante estudiar el uso
de la Ox en presentaciones de larga accion para evitar afectar negativamente la
fertilidad.

La Carbetocina es un analogo sintético de la Ox de larga accion (OxL) ya que tiene
una vida media que es 4 a 10 veces mas prolongada que la Ox natural (Fabian y col.,
1969; Sweeney y col., 1990). La vida media mas prolongada de la Carbetocina es el
resultado de modificaciones en su estructura que protege la molécula de Carbetocina
de la metabolizacion enzimatica, aumentando su estabilidad (Meshykhi y Lucas,
2016). A pesar de las diferencias estructurales existentes entre la Ox y la
Carbetocina, se ha reportado que ambas moléculas poseen la misma afinidad por el
receptor de Ox, induciendo su activacion a traveés del mismo segundo mensajero
(Engstrgm y col., 1998). La accion prolongada de la Carbetocina en comparacion con
la Ox permitiria evitar el uso de dosis repetidas o supra fisiologicas (Atke and
Vilhardt, 1987; Rath, 2009). Ademas, se ha reportado que la Carbetocina posee una
menor actividad uterotonica que la Ox (Atke and Vilhardt., 1987; Engstream y col.,
1998), por lo que la administracion de Carbetocina podria disminuir el efecto
negativo de la Ox sobre la fertilidad. Por lo tanto, la Carbetocina podria ser una
alternativa al uso de la Ox en la induccion de la dilatacion cervical en ovejas durante
el estro. En vacas al parto, su administracion en combinacién con un
antiespasmadico (Denaverina) estimulo la dilatacion cervical (Zobel y col., 2014).
Sin embargo todavia no se ha estudiado el uso de la Carbetocina para la dilatacién
cervical en ovejas

1.3.2.2 Prostaglandinas E (PGE)

Existen pocos reportes sobre la utilizacién de PGE en la induccion hormonal de la
dilatacion cervical en ovejas. Mayoritariamente los trabajos indican que la utilizacién
intravaginal de analogos de PGE1 (Misoprostol) y de PGE2 (Dinoprostone) de larga
accion facilitan la canulacion cervical en la oveja cuando son administradas antes de
la IA o de la transferencia de embriones (Leethongdee y col., 2007; Candappa y col.,
2009; Bartlewski y Candappa, 2015). ElI Dinoprostone es un analogo de PGE2
contenido en un dispositivo intravaginal de liberacion lenta (PGE2L). Los trabajos
que evaluaron la utilizacion del Dinoprostone para dilatar el cérvix en ovejas, lo
hicieron combinandolo con la técnica de 1A transcervical “Guelph System” y son los
gue se comentan a continuacién. En ovejas en anestro inducidas a ovular, la
administracion intravaginal de Dinoprostone 12 h antes de la IATF, aumento el
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numero de ovejas que pudieron ser canuladas hasta al Gtero respecto al grupo control
(Candappa y col., 2009). Ademas, la administracién de Dinoprostone en ovejas en
fase luteal, aumenta la penetrabilidad cervical para facilitar la transferencia de
embriones (Candappa y Bartlewski, 2014). Si bien Bartleswski y col. (2015) no
encontraron un aumento de la penetrabilidad cervical en ovejas ciclando luego del
tratamiento con Dinoprostone, hubo una disminucidon del tiempo necesario para
completar la 1A transcervical, sugiriendo que el Dinoprostone facilita el
procedimiento. A pesar de que en este trabajo también se evalud el efecto de la
administracion de Dinoprostone sobre la tasa de prefiez, la baja fertilidad detectada
en este experimento impidid sacar conclusiones al respecto. No hemos encontrado
otros trabajos que evaluen el efecto de la administracion de Dinoprostone sobre la
fertilidad.

En resumen, se ha demostrado que la Ox y la PGE2 pueden facilitar la canulacién
cervical en ovejas ciclando. Sin embargo, el mecanismo de accion de estas hormonas
no estd completamente dilucidado. Conocer el mecanismo a través del cual laOx y la
PGE2 inducen a la dilatacion cervical en la oveja ciclando, es importante para el
desarrollo de protocolos que maximicen la penetracion cervical, evitando o
disminuyendo sus efectos negativos sobre la fertilidad.

1.4 Mecanismo de dilatacién cervical

La dilatacion cervical ha sido estudiada fundamentalmente al parto (Challis y col.,
2000, Weems y col., 2006, Timmons y col., 2010). Ademas de la dilatacion del
cérvix que ocurre al parto, la dilatacion del cérvix también es observada al estro
(Kershaw y col., 2005) y su funcion podria asociarse a facilitar el transporte de
espermatozoides hacia el Utero luego de la monta (Hawk y col., 1978). EI mecanismo
a través del cual se produce la dilatacion del cérvix de la oveja durante el estro ain
no se encuentra completamente dilucidado. El aumento de la penetrabilidad cervical
al estro con respecto a la fase lutea, sugiere que altos niveles de estrégenos y bajos de
progesterona estimulan la dilatacion del cérvix (Kershaw y col., 2005), aunque no
deberia descartarse que otras hormonas también participen de la regulacion del
mecanismo de dilatacion cervical. En acuerdo con lo anterior, el tratamiento con Ox
y PGE2 previo a la 1A en ovejas ha logrado dilatar el cérvix, sugiriendo que estas
hormonas también estarian involucradas en el mecanismo de dilatacion cervical
(Khalifa y col., 1992; Candappa y col., 2009). Al estro, se detectd un aumento de los
receptores de Ox (ROx) y de PGE2 (EP), indicando que la sensibilidad del érgano a
la accion de estas hormonas aumenta en respuesta a altos niveles de estrogenos y
bajos de progesterona (Falchi y Scaramuzzi, 2013). El rol de la Ox y la PGE2 en la
dilatacion del cérvix de la oveja al estro aun no esta clara, aunque se ha propuesto
que la Ox ejerceria su accion de manera indirecta al estimular la sintesis de PGE2
(Kershaw y col., 2007; Falchi y col., 2015).

La PGE2 es una hormona derivada del acido araquidonico, un componente de las
membranas fosfolipicas (Simmons y col., 2004). Brevemente, para que la sintesis de
la PGE2 ocurra es necesario que el acido araquidonico sea liberado de las
membranas fosfolipidicas, lo que se produce en respuesta a la accion de la
fosfolipasa A2 (Falchi y col., 2015). El &cido araquidonico liberado es convertido a
prostaglandina H2 por la actividad de las ciclooxigenasas- 1 y -2 (COX-1y COX-2).



Posteriormente, la prostaglandina H2 es convertida a PGE2 por la PGE sintasa
(Charpigny y col. 1997).

La regulacion de la sintesis de PGE2 en el cérvix se ejerce principalmente a nivel de
la COX-2 ya que la COX-1 se expresa de manera constitutiva en la mayoria de los
tejidos (Charpigny y col. 1997). En el cérvix de la oveja, la expresion de la COX-2 y
la sintesis de PGE2 esta regulada por los estrogenos (Falchi y Scaramuzzi, 2013;
Falchi y col., 2015). En cérvix bovino al estro, se ha reportado que la Ox estimula la
expresion de la COX-2 y la liberacion de PGE2 in vivo e in vitro (Shemesh y col.,
1997; Fuchs y col., 2002). Sin embargo, la regulacién de la sintesis de PGE2 por la
Ox en la oveja aln no esta tan clara posiblemente debido a los escasos reportes
existentes. En el cérvix de la oveja durante el estro, se detecté un aumento del ROXx
en las células del estroma cervical (Ayad y col., 2004), coincidiendo con la mayor
expresion de COX-2 en este mismo compartimento histolégico (Kershaw y col.,
2007; Rodriguez-Pifion y col., 2014). A pesar de esto, la administracion de Ox no
modifico la expresion de COX-2 ni la concentracion cervical de PGE2 en estudios
realizados in vitro (Falchi y col., 2015). Sin embargo, en este mismo estudio, la Ox
aumento la fosfolipasa A2 incrementando asi la concentracion del sustrato de la
COX-2, el &cido araquiddnico, lo que estimul6 indirectamente la actividad de COX-
2. Esto sugiere que la Ox podria estimular la sintesis de PGE2 en el cérvix de la
oveja. En la figura 3 se presenta los pasos de la sintesis de PGE2 y su regulacion por
estrogenos y Ox en el cérvix de la oveja durante el estro.
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Figura 3: Pasos de la sintesis de PGE2 y su regulacion por estradiol y oxitocina en el
cérvix de la oveja durante el estro. Para que la sintesis de la PGE2 ocurra es
necesario que el acido araquiddnico sea liberado de las membranas fosfolipidicas, lo
que se produce en respuesta a la accion de la Fosfolipasa A2 que es estimulada por
oxitocina. El é&cido araquidénico es el sustrato y regulador positivo de la



ciclooxigenasa-2 (COX-2), enzima clave en la sintesis de la PGE2. La COX-2
aumenta su actividad en respuesta al incremento del &cido araquiddnico y a la accion
de los estrégenos dando lugar a un aumento de la concentracion cervical de
Prostaglandina H2 que posteriormente es convertida a PGE2 por la accion de la
PGE2 sintasa.

La PGE2 actla a través de cuatro tipos de receptores denominados EP1, EP2, EP3 y
EP4 (Bakker y col., 2017). En el cérvix de la oveja, la expresion de EP2 fue mayor
alrededor del estro que en la fase luteal, sugiriendo que la PGE2 podria estimular la
dilatacion del cérvix en la oveja al estro, actuando principalmente a través de EP2
(Kershaw y col., 2009). En este mismo trabajo se reportd que el receptor EP2 se
expresa predominantemente en el musculo liso. En la mujer, la PGE2 actla a través
de receptores EP2 y EP4 estimulando la relajacion del musculo liso del cérvix, lo que
favorece la dilatacion del 6rgano durante el parto (Roos y col., 2014; Bakker y col.,
2017). Por lo tanto, la relajacion del musculo liso podria ser parte de la accion de la
PGE2 en la dilatacion del cérvix de la oveja durante el estro.

En cérvix de la oveja, la expresion de EP2 y EP4 también se detectd en el estroma
constituido principalmente por tejido conjuntivo y el aumento de EP2 coincidio con
un aumento en la concentracion de glucosaminoglicanos, particularmente del acido
hialuronico (Kershaw y col., 2009). Los glucosaminoglucanos y el colageno son los
principales constituyentes estructurales del tejido conjuntivo cervical (Timmons y
col., 2010). Durante el parto, cambios en el contenido y en la organizacién
estructural de estos componentes son determinantes en la remodelacion del tejido
conjuntivo que culmina con la dilatacién del cérvix (por revision ver Gibb y col.
2006). En la oveja alrededor del estro, el incremento de los glucosaminoglicanos fue
asociado a una mayor dispersion y separacion de las fibras de colageno (Kershaw y
col., 2007). Se ha propuesto que los glucosaminoglicanos se acumularian entre las
fibras de colageno estimulando la desorganizacién estructural del colageno cervical
facilitando la dilatacién del cérvix (Kershaw y col., 2007; Kershaw y col., 2009).
Estudios in vitro realizados en cérvix de coneja prefiada, han demostrado que la
PGE2 puede estimular la sintesis de glucosaminoglucanos (Maradny y col., 1997). A
pesar de que la regulacién de la sintesis de glucosaminoglucanos por la PGE2 no fue
demostrada en el cérvix de la oveja durante el estro, la administracion de
Misoprostol, un analogo de PGE1 que actla a traves del mismo receptor que la
PGE2, aumento el contenido cervical de los glucosaminoglucanos y la penetrabilidad
cervical (Leethongdee y col., 2010). Por lo tanto, se ha propuesto que la PGE2
ademas de estimular la relajacion del musculo liso cervical, promoveria también la
dispersion de las fibras de colageno al estro causando la dilatacién cervical.

En resumen, basado en las evidencias que hay hasta el momento, el mecanismo de
dilatacion cervical propuesto en la oveja establece que durante el estro: el aumento
de los estrogenos determina una mayor sensibilidad del cérvix (en términos de
receptores) a la accién de la Ox y la PGE2. La Ox, actuando a través de su receptor,
induciria la produccion de PGE2. La PGE2 se uniria a sus receptores EP2 y EP4 en
el musculo liso y los fibroblastos del estroma cervical, estimulando la relajacion del
musculo liso y la sintesis de glucosaminoglucanos. La acumulacion de
glucosaminoglucanos en el estroma causaria la dispersion y separacion de las fibras
de colageno culminando con la dilatacion cervical. En la figura 6 se presenta un



diagrama del mecanismo de dilatacion cervical propuesto para la oveja al estro y su
regulacion por los 17 estradiol, Ox y PGE.
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Figura 4: Diagrama del mecanismo de dilatacion cervical propuesto para la oveja
durante el estro y su regulacion por los estrogenos (17 estradiol), oxitocina y PGE2.
Durante el estro, los estrégenos estimulan la expresion del receptor de Ox (ROX) y de
los receptores de PGE2 (EP2 y EP4) en el cérvix. La unién de la Ox a su receptor
estimula la fosfolipasa A2 que libera &cido araquidénico de las membranas
fosfolipidicas. El acido araquidonico es el sustrato y regulador positivo de la COX-2,
enzima clave en la sintesis de la PGE2. La COX-2 aumenta su actividad en respuesta
al incremento del acido araquiddnico y a la accién de los estrégenos dando lugar a un
aumento de la concentracion cervical de PGE2. La PGE2 actuando a través de EP2 y
EP4 estimularia la relajacion del masculo liso y la sintesis de glucosaminoglucanos.
La acumulacion de glucosaminoglucanos en el estroma causaria la dispersion y
separacion de las fibras de colageno culminando con la dilatacion cervical.

1.4.1 Degradacion del colageno cervical y metaloproteinasas de la matriz
extracelular

Durante el estro, ademas de la dispersion y separacion de las fibras de colageno se
detectd un aumento de la degradacion de las fibras de coldgeno comparado con la
fase luteal (Rodriguez-Pifion y col., 2015). Esto sugiere que la degradacion del
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colageno cervical podria actuar como un mecanismo complementario a la relajacion
del musculo liso y a la dispersion y separacion de las fibras de colageno,
contribuyendo al aumento de la penetrabilidad cervical de la oveja durante el estro.

La degradacion del coldgeno del cérvix depende de la actividad de enzimas
pertenecientes a la familia de las metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMPS)
(Curry y col., 2003). La familia de las MMPs esta constituida por mas de 25 enzimas
estructuralmente muy similares entre si, que pueden agruparse en 4 grandes clases de
acuerdo a la especificidad por su sustrato: colagenas, gelatinasas, estromelisinas y
enzimas tipo membrana. Las MMP-2 y 9, también conocidas como gelatinasas Ay B
respectivamente, son la subclase de las metaloproteinasas responsables
fundamentalmente de degradar el coldgeno parcialmente desnaturalizado (Hulboy y
col., 1997). Las MMPs son sintetizadas mayoritariamente bajo forma de pro-enzimas
(forma latente) y luego secretadas a la matriz extracelular donde son activadas
(forma activada) (Hulboy y col., 1997). El proceso de activacion ocurre mediante
protedlisis limitada llevada a cabo fundamentalmente por otras MMPs (Curry y col.,
2003). Las MMPs pueden ser reguladas por hormonas, citoquinas inflamatorias y
factores de crecimiento y este control puede ejercerse a nivel transcripcional
(regulacion ejercida a nivel de la expresion de la enzima) y a nivel postranscripcional
(regulacidn ejercida a nivel de activacién de la enzima) (Hulboy y col., 1997; Nagase
y col., 2006).

En la oveja al dia 1 del ciclo, se ha reportado un incremento de la expresion de la
MMP-2 en la zona craneal del cérvix. La mayor expresion de la MMP-2 durante la
fase folicular se acompafié de un aumento de su actividad, con niveles de la forma
activada de la MMP-2 de 10 a 20 veces mayores que en la fase lutea (Rodriguez-
Pifion y col., 2015). Concomitante al aumento en la expresion y activacion de la
MMP-2, se registrd la disminucion del contenido de coldgeno (Rodriguez-Pifion y
col., 2015). Estos datos sugieren que en el cérvix de la oveja alrededor del estro, los
altos niveles de estrdgenos y bajos de progesterona promueven la degradacion del
colageno cervical estimulando la actividad de la MMP-2. A su vez, en el cérvix de la
oveja al estro, el aumento del ARNm de ROx y de EP2 en células del estroma (Ayad
y col.,, 2004; Kershaw-Young y col., 2009) coincidi6 temporalmente con el
incremento de la expresion y de la actividad de la MMP-2 en los fibroblastos
(Rodriguez-Pifion y col., 2015). Esto sugiere que, bajo el predominio estrogénico
alrededor del estro, la Ox y la PGE2 podrian participar en la regulaciéon de la
degradacién de colageno dependiente de MMP-2. En acuerdo con lo anterior, se ha
demostrado que la Ox estimula la actividad colagenolitica en el tejido folicular en la
mujer, aunque no se estudié de qué forma la Ox ejerceria su accion (Norstrém vy col.,
1986). Considerando que la Ox podria estimular la sintesis de PGE2 por el tejido
cervical (Kershaw y col., 2007; Falchi y col., 2015), podria especularse que la accion
de la Ox sobre las MMP-2 podria estar mediada en parte por la PGE2. En este
sentido, estudios in vitro realizados en cérvix de coneja prefiada, han demostrado que
la PGE2 estimula la actividad gelatinasa (Maradny y col., 1996). En acuerdo con lo
anterior, la PGE2 caus6 un aumento de las concentraciones cervicales de las MMP-2
y 9 en ratas gestadas a término (Lyons y col., 2002). Por otro lado, se ha reportado
tambien que en la mujer alrededor del parto, la PGE2 aumentaria la expresion de la
MMP-9 al promover la infiltracion de células inflamatorias en el cérvix que actian
como fuente de MMP-9 (Sahlin y col., 2008; Winkler y col., 1999; Stygar y col.,
2002; Van Engelen y col., 2008; Rodriguez-Pifién y col., 2015). En conjunto, los

11



datos sugieren que la Ox y la PGE2 podrian regular la degradacion del colageno
cervical a través de la MMP-2 y/o 9.

La degradacién del colageno cervical por la MMP-2 y/o 9 en respuesta a la Ox y/o
PGE2 podria ejercerse de manera diferencial entre zonas cervicales ya que se ha
reportado que la zona caudal y craneal del cérvix difiere no solo desde un punto de
vista anatdmico sino que también molecular (Halbert y col., 1990b, Rodriguez-Pifion
y col., 2008). En este sentido, el porcentaje de células positivas a MMP-2 fueron
mayores en la zona caudal que en la craneal del cérvix (Rodriguez-Pifién y col.,
2015). En este mismo estudio se detectd que la zona caudal también tuvo un menor
porcentaje de fibras de colageno con respecto a la craneal, sugiriendo que esta zona
tendria un mayor potencial de degradacién del colageno que la zona craneal. Esto
podria deberse a que la degradacion del colageno en el cérvix de la oveja es regulado
de manera diferencial entre zonas cervicales. Se ha reportado que la expresion del
ROx fue menor en la zona caudal del cérvix respecto a la zona craneal (Rodriguez-
Pifidn y col., 2014). Contrariamente, la mayor expresion del ARNm de EP2 y EP4
fue observada en la zona caudal del cérvix, coincidiendo con la mayor inmunotincion
de la MMP-2 (Rodriguez-Pifion y col., 2015; Kershaw-Young y col.,2009). La
expresion diferencial de los receptores de Ox y PGE2 entre zonas cervicales, sugiere
que la sensibilidad cervical a la accion de estas hormonas varia entre zonas cervicales
y que por lo tanto el efecto de la Ox y la PGE2 sobre la degradacion del colageno
también podrian diferir entre zonas cervicales.

Ademaés de todo lo mencionado anteriormente respecto al mecanismo de dilatacion
cervical y teniendo en cuenta que el tratamiento de Ox y PGE2 por separado
estimulan la dilatacion cervical, es esperable que un tratamiento combinado de estas
hormonas sea mas efectivo. Sin embargo, no hemos encontrado reportes que evalten
los efectos de la administracion de Ox y PGE2 en un tratamiento combinado sobre la
penetrabilidad cervical y sus mecanismos moleculares regulatorios. La Ox estimula
la liberacion cervical de PGE2 (Shemesh y col., 1997; Fuchs y col., 2002), por lo que
la administracién conjunta de analogos de Ox y PGE2 podria provocar un efecto
acumulativo de dos fuentes (enddgena y exdgena) de PGE2. Ademas, se ha reportado
que al menos en el miometrio, la respuesta a la Ox es mayor luego de la
administracion de PGE2, sugiriendo que la PGE2 estimula la sintesis de receptores
de Ox por el musculo (Brummer, 1971). Estos datos sugieren que la administracion
de Ox y PGE2 en un tratamiento combinado podria potenciar el efecto individual de
cada hormona por separado.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipdtesis general

La administracion de analogos de Ox y PGE2 de larga accion (OxL y PGE2L)
aumentan la penetrabilidad cervical en ovejas mediante la induccion de la
degradacion del coldgeno cervical y este aumento es mayor cuando ambas hormonas
se administran en un tratamiento combinado.

2.2. Objetivo general

Determinar si la administracion sola o combinada de analogos de Ox y PGE2 de
larga accion (OxL y PGE2L) antes del momento esperado de la IA (54 h post eCG)
aumenta la penetrabilidad y la degradacion del colageno cervical en ovejas.

2.3. Objetivos especificos

e Determinar si la administracion sola o combinada de analogos de Ox y PGE2
de larga accion (OxL y PGE2L) afecta las siguientes variables a las 54 h post
eCG:

v" Penetrabilidad cervical.
v" Concentracion de colageno cervical.
v" Actividad de las metaloproteinasas -2 y 9 (MMP-2 y -9) de la matriz extracelular.

e Determinar si la administracion sola o combinada de analogos de Ox y PGE2
de larga accion (OxL y PGE2L) afecta la concentracién de coladgeno y la
actividad de las MMP-2 y -9 de manera diferencial entre la zona cervical
caudal y craneal a las 54 h post eCG.
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3. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Estrategia general

El experimento de esta Tesis se realizd en ovejas de raza Corriedale. La raza Corriedale
es utilizada mundialmente para la produccién de carne y leche y constituye una de las
principales razas de ovinos explotadas en Uruguay. Se trabajo con las ovejas durante la
estacion reproductiva (abril), momento en que se realiza la 1A en la mayoria de los
establecimientos productores de ovinos en Uruguay. Para evaluar el efecto de la OxL y
la PGE2L sobre la penetrabilidad cervical y las variables moleculares asociadas a su
mecanismo de accion al momento de la IATF, se realizaron cuatro tratamientos con OxL
y PGE2L en un arreglo factorial 2x2. Este disefio experimental nos permitié evaluar
el efecto de la OxL y la PGE2L sobre las variables estudiadas cuando estas hormonas
son administradas solas o combinadas, basado en el supuesto que la administracion
conjunta de OxL y PGE2L mejoraria la respuesta individual de cada una de las
hormonas observada cuando son administradas solas.

La OxL utilizada fue Carbetocina administrada por via i.m mientras que la PGE2L
fue Dinoprostone administrada en forma de dispositivo intravaginal de liberacion
lenta. Para considerar el efecto que pudiera tener la inyeccion i.m o la presencia del
dispositivo intravaginal sobre las variables estudiadas se adopté como estrategia que
a los animales que fueron tratados solo con OxL se les coloco también dispositivo
intravaginal placebo y a los animales que fueron tratados solo PGE2L se les
administré también solucion salina i.m. en igual volumen que para el grupo tratado
solo con OxL. Los animales pertenecientes al grupo control recibieron inyeccion de
solucion salina i.m y un dispositivo intravaginal placebo.

Debido a que el objetivo de la aplicacion de OxL y/o PGE2L es facilitar la
canulacidn cervical al momento previsto para la IATF, la eleccion del momento en
que los tratamientos fueron administrados se basé en el momento esperado de IATF
para el protocolo de sincronizacion de la ovulacion utilizado en este experimento y la
vida media y los antecedentes reportados para el uso de OxL y/o PGE2L para inducir
dilatacion cervical. Con el protocolo de sincronizacién de la ovulacion utilizado en
este experimento, la ovulacion ocurre aproximadamente a las 60 h de la
administracion de la eCG (Barrett y col., 2004) y el momento 6ptimo para la IA es a
las 54h post eCG (Olivera-Muzante y col., 2011). Para confirmar el momento de la
ovulacion de las ovejas sincronizadas y teniendo en cuenta que este momento podria
afectarse con el tratamiento con OxL y PGE2L (Davis y col., 1999; Armstron y col.,
1981; Li y col., 2006), se realizaron ecografias seriadas desde 12 h post ecG hasta el
momento de la ovulacion. Si bien no encontramos informacion sobre la vida media
de la Carbetocina en la oveja, en la yegua y en la mujer la vida media de la
carbetocina es de 17 y 40 minutos, respectivamente (Sweeney y col., 1990;
Schramme y col., 2008). Aunque la vida media reportada para la Carbetocina es solo
de algunos minutos, estudios en vacas postparto han demostrado que la actividad
biologica desencadenada en respuesta a la Carbetocina podria prolongarse por 12 h
(Bajcsy y col., 2006). ElI Dinoprostone, un analogo estructuralmente idéntico a la
PGE2 natural administrada en forma de dispositivo intravaginal (Cervidil®)
proporciona un incremento gradual de las concentraciones plasmaticas de PGE2. El
Dinoprostone es liberado del dispositivo a una tasa de 0,3 mg/h por 12 h (FDA,
2007). Los trabajos que han utilizado Dinoprostone en ovejas fueron efectivos en
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disminuir el tiempo necesario para la canulacion cervical cuando fue administrado 12
h antes de la 1A, pero no 24 h antes (Candappa y col., 2009; Bartlewski y Candappa
2015). Basandonos en los antecedentes expuestos previamente que demuestran que
los efectos de la OxL (Carbetocina) y la PGE2L (Dinoprostone) podrian extenderse
por 12 h, los tratamientos de induccion de la dilatacion cervical con OxL y/o PGE2L
se realizaron a las 42 h post eCG, 12 h antes del momento previsto para la IATF. (54
h post eCG).

La penetrabilidad cervical fue medida en tres momentos luego del retiro de la
esponja de acetato de medroxiprogesterona (MAP) y la administracion de eCG.
Medir la penetrabilidad cervical a las 0 y a las 42 h post eCG permite evaluar el
incremento de la penetrabilidad cervical que se produce en respuesta al tratamiento
de sincronizacién y que es independiente de los tratamientos aplicados para inducir
dilatacion cervical. Debido a que el objetivo de la aplicacién de OxL y/o PGE2L es
facilitar la canulacion cervical al momento previsto para la IATF y que el protocolo
de sincronizacion utilizado en este experimento preveé la IATF a las 54 h post eCG, la
penetrabilidad cervical también fue medida a las 54 h post eCG. La penetrabilidad
cervical se midié usando una sonda de transferencia de embriones bovina graduada
similar a lo descripto por Leethongdee y col. 2007 y en condiciones similares a las
utilizadas en una IA convencional en Uruguay. La metodologia utilizada en este
experimento para la determinacién de las variables moleculares asociadas al
mecanismo de accién de la OxL y la PGE2L (concentracion de colageno y de la
actividad de las MMP-2 y -9) ya fue utilizada previamente en cérvix de oveja
(Rodriguez-Pifidn y col., 2015).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Animales y tratamientos

El experimento se realiz6 en el Campo Experimental N° 2 de la Facultad de Veterinaria,
Migues, Canelones, Uruguay (35° S), durante el mes de abril (estacion reproductiva)
del afio 2016. Se utilizaron 40 ovejas Corriedale multiparas de tamafio similar y con un
peso de 46,0 + 0,9 kg (media £ EE). Durante el experimento, las ovejas permanecieron
pastoreando campo natural con agua ad libtum. El protocolo de experimentacion fue
aprobado por la Comision de Etica en el Uso de Animales (CEUA), Facultad de
Veterinaria, Universidad de la Republica, Uruguay (Pl No 07/12).

Se sincroniz6 la ovulacién de todas las ovejas a través de la administracion
intravaginal de una esponja impregnada con 60 mg de 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 las esponjas (0 h).
Las ovejas fueron adjudicadas a cuatro grupos experimentales de 10 animales cada uno,
homogéneos de acuerdo a su peso corporal. A las 42 h post eCG (12 h antes del
momento esperado de la IATF), cada grupo fue asignado de manera aleatoria a uno
de cuatro tratamientos en un arreglo factorial 2x2. Los tratamientos fueron: grupo
OxL, las ovejas recibieron 2 mL (40ug) i.m. de Carbetocina (Decomotdn,
Laboratorios Callier, Uruguay) y un dispositivo intravaginal placebo ; grupo PGE2L,
las ovejas recibieron 10 mg de Dinoprostone en un dispositivo intravaginal de
liberacion lenta (Cervidil, Propess®, Ferring Pharmaceuticals Ltd., West Drayton,
UK) y 2 mL i.m. de solucion salina ; grupo OxL+PGE2L, las ovejas recibieron
ambas hormonas administradas en simultdneo y de igual forma que lo descrito
previamente para los grupos OxL y PGE2L y grupo Control (C) las ovejas recibieron
2 mL de solucidn salina i.m. y un dispositivo intravaginal placebo. La aplicacion de
los dispositivos intravaginales se realizd lo mas proximo al anillo cervical caudal
posible, para lo que se utiliz6 un vaginoscopio, colocando el animal con el tren
posterior elevado sobre un caballete.

4.2 Determinacion del momento de la ovulacion y concentracion de progesterona
sérica

Para determinar el momento de la ovulacion en todos los animales se realizaron
ecografias seriadas de ambos ovarios por via transrectal a las 12, 20, 28, 36, 42, 48 y
54 h post eCG , utilizdndose un ecografo portatil (Esaote My Lab One, Genova,
Italia) con un transductor transrectal lineal de 10 MHz. Se midié el diametro del
foliculo mayor en ambos ovarios y se siguio su crecimiento hasta su desaparicion. El
momento de la ovulacion fue considerado como el momento de desaparicion del
foliculo mayor conjuntamente con la visualizacion de un cuerpo hemorragico. Se
calculd el intervalo desde la administracion de la eCG hasta el momento de la
ovulacion (intervalo eCG-ovulacion) para todos los animales. Treinta y cuatro de los
cuarenta animales ovularon antes de la administracion de los tratamientos con
PGE2L y/o OxL (42 h post eCG). Los seis animales que ovularon luego de los
tratamientos fueron eliminados de los analisis estadisticos de todas las variables
estudiadas en esta tesis. Cuatro de los seis animales que ovularon luego de los
tratamientos fueron tratados solo con OxL, mientras que dos fueron tratados con
Ox+PGE2L.
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Se mididé la concentracion de la progesterona sérica de muestras sanguineas
colectadas por venopuncion de la yugular a las 0, 12, 20, 28, 36, 42, 48 'y 54 h post
eCG, para confirmar que las ovejas estuvieran en fase folicular (se consideré < 1 nM
como la concentracion de progesterona durante la fase folicular (Rodriguez-Pifion y
col., 2008). Las muestras se colectaron en tubos sin anticoagulante y se centrifugaron
por 10 min a 1500 x g. El suero obtenido fue congelado a -20°C hasta su posterior
analisis.

Se realizd la determinacion de la progesterona sérica por radioinmunoanalisis
utilizando un kit comercial de fase solida (Coat-A-Count; DPC, Los Angeles,
California, EUA). Todas las muestras se determinaron por duplicado en el mismo
ensayo, siguiendo el protocolo del fabricante y lo descripto previamente para ovejas
(Rodriguez-Pifidon y col., 2008). La sensibilidad del ensayo fue de 0,84 nmol/L y el
coeficiente de variacion intraensayo fue de 12,2 %. Las determinaciones de
progesterona se realizaron en el Laboratorio de Endocrinologia y Metabolismo
Animal de la Facultad de Veterinaria, UdelaR.

4.3 Determinacion de la penetrabilidad cervical

Se determino la penetrabilidad cervical (cm) utilizando una cénula de transferencia
de embriones de uso bovino de punta roma y 3,2 mm de diametro externo, cubierta
con una manga protectora (Leethongdee y col, 2007). En el extremo posterior, se
gradud la canula con una escala de 0 a 7 cm con 1 mm de apreciacion, de manera que
el punto O estuviera ajustado al alinear los extremos anteriores de la canula y la
manga protectora.

Para la determinacidn de la penetrabilidad cervical se colocaron a las ovejas con sus
cuartos traseros levantados sobre un caballete. Luego de que las ovejas fueran
posicionadas, se introdujo un vaginoscopio lubricado con carboximetilcelulasa a
través de la vulva hasta lograr la protrusion del orificio cervical externo. Luego de la
visualizacion del orificio cervical externo, se comenzo a canular el cérvix, aplicando
movimientos suaves, manteniendo subjetivamente el mismo grado de fuerza entre
animales. La cdnula fue forzada a avanzar a través del cérvix hasta encontrar una
resistencia que imposibilitaba continuar la penetracion. Cuando no fue posible el
avance, se desplazo6 la manga protectora de la canula hasta el orificio cervical externo
y se realizaron las medidas en el extremo posterior graduado de la canula. Las
medidas de penetrabilidad cervical fueron realizadas por triplicado registrandose la
mayor de ellas.

La penetrabilidad cervical se midi6 a las 0, 42 y 54 h post eCG, en todos los animales
(grupos OxL, n=6; PGE2L,n=10; OxL+PGE2L, n=8; C, n=10). Al momento
esperado de la IA (54 h post eCG), se eligieron al azar la mitad de los animales de
cada grupo y se sacrificaron para la obtencion del cérvix donde se realizaron las
mediciones de penetrabilidad cervical postmortem y posteriormente las
determinaciones de colageno, proteinas y de la actividad de las MMP-2 y -9 (n=17;
grupos OxL, n=3; PGE2L, n=5; OxL+ PGE2L, n= 4; C, n=5). Los animales fueron
sacrificados utilizando perno cautivo (Dick KTBG (Friedr Dick GmbH y Co,
Deizisau, Alemania). Luego del sacrificio, se removid el tracto reproductivo y se
realizo la separacion del cérvix del resto del tracto. La diseccion del tejido se realizo
inmediatamente luego del sacrificio y a una temperatura de entre 0- 4 °C. Luego de la
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diseccion, se pesd el cérvix, se midié la longitud del mismo y se registro la
penetrabilidad postmortem. La penetrabilidad postmortem se midié utilizando la
misma canula descrita para las mediciones in vivo y siguiendo el mismo
procedimiento, con la salvedad de que durante las mediciones postmortem el cérvix
pudo ser manipulado para facilitar la canulacion. Se calculdé el porcentaje de
penetracion cervical postmortem considerando la penetrabilidad postmortem y la
longitud del cérvix (penetrabilidad cervical a las 54h post eCG postmortem/ largo del
cérvix x 100). Se consideré que el animal habia sido canulado hasta el Utero si el
porcentaje de penetracion cervical postmortem fue mayor o igual a 100% del largo
del cérvix. Ademas, se midio la distancia (cm) desde el orificio cervical externo hasta
el segundo anillo cervical, y considerando la penetrabilidad postmortem se calculo la
proporcion de cervices que fueron canulados mas alla del segundo anillo cervical.

4.4 Procesamiento de las muestras cervicales y determinacion del contenido de
aguay proteinas del cérvix

Se secciono transversalmente el cérvix en tercios correspondientes a la zona craneal,
zona media y zona caudal. Posteriormente, se seccionaron las zonas craneal y caudal
de manera longitudinal obteniéndose dos segmentos iguales para la zona craneal y
caudal que se congelaron en nitrégeno liquido y luego se almacenaron a -80°C hasta
su posterior procesamiento. Luego de descongelados, se determiné el contenido de
agua del cérvix en uno de los segmentos de cada zona cervical. El otro segmento de
cada zona se peso, cortd, homogeniz6 en PBS (pH=7,4) y se almacené en alicuotas
nuevamente a -80°C hasta que las determinaciones de proteinas, colageno y de la
actividad de las MMP-2 y -9 fueran realizadas (n=17, en cada cérvix se evaluaron 2
zonas cervicales, craneal y caudal por lo que se homogenizaron un total de 34
muestras).

El contenido de agua se determind mediante desecacion del tejido cervical hasta
obtener un peso constante, técnica utilizada previamente en cérvix de oveja
(Rodriguez-Pifidn y col., 2015). Para ello se expuso el tejido cervical a 80°C por 3 h
en estufa. El contenido de agua (%) se calcul6 mediante la diferencia entre los pesos
cervicales antes y después de la desecacion. La determinacion de la concentracion de
proteinas totales se realiz6 mediante espectrofotometria de acuerdo al método de
Lowry y col. (1951) en las muestras de cérvix homogeneizadas. Se calculd la
concentracion de proteinas a partir de una curva de calibracion preparada con
estandares de albumina sérica bovina (Fraction V, Sigma Chemical, St. Louis, MO,
USA, 0,05 a 0,8 mg/mL, r=0,9937 P < 0.0001). Todas las muestras se determinaron
en el mismo ensayo, con un coeficiente de variacion del 7 % y una sensibilidad de
0,05 mg/mL. Las concentraciones de proteinas totales (mg/ml de homogenizado)
fueron correlacionadas positivamente con la cantidad de tejido utilizado (mg/ml
homogenizado) (r=0,6236, n=17, P=0,005), mostrando que el total de proteinas
extraidas fue similar entre muestras. La concentracion de proteinas totales se expresé
como mg/mg de tejido seco, considerando el contenido de agua. La determinacién
del contenido de agua y de la concentracion de proteinas totales del cérvix fue
realizada para poder expresar el contenido de coldgeno en mg/g de tejido seco y la
actividad de las MMP-2 y -9 en ng/mg de proteinas.
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4.5 Determinacion de la concentracion de colageno

La cuantificacion del colageno se realizd indirectamente mediante la determinacion
espectrofotométrica de hidroxiprolina, técnica descripta previamente en cérvix de
oveja (Rodriguez-Pifidn y col., 2015). Se realiz6 la hidrolisis acida de las muestras
cervicales homogeneizadas con HCI (3,0 N) a 90°C por 24 h para liberar la
hidroxiprolina y luego se llevé a pH=2,3 con NaOH (3,0 N). Posteriormente, se
realiz6 la oxidacion de la hidroxiprolina a pirrol con un agente oxidante (7% de
Cloramina-T: agua: buffer fosfato salino, 7:100:500 v/v/v) por 15 min a temperatura
ambiente. Se hizo reaccionar el pirrol con un reactivo cromogeénico (30 g de 4
dimetilaminobenzaldehido, 45 ml de &cido perclérico al 60 % y 250 ml de propanol
2) a 70°C por 15 min y luego se midio la absorbancia a 550 nM. Se calcul6 la
concentracion de hidroxiprolina en funcion de una curva estandar de L-
hidroxiprolina (Fluka, 56250, Sigma Aldrich, Steinheim, Germay) preparada con
HCI 0,01 N (los valores de los estandares de la curva fueron de 0,3 a 3,7 pg/mL, r=
0,9862 P< 0,0001 ) Todas las muestras se determinaron en el mismo ensayo, con un
coeficiente de variacion del 11 % y una sensibilidad de 0,3 pg/mL. La concentracion
de colageno se calcul6 asumiendo que el contenido de hidroxiprolina era del 14% del
total de colageno y se expresé en mg/g de tejido seco considerando el contenido de
agua del tejido (Rodriguez-Pifion y col., 2015).

4.6 Determinacion de la actividad de las MMP-2y -9

La determinacion de la actividad gelatinolitica de las formas activada y latente de las
MMP-2 y -9 en las muestras de cérvix homogeneizadas se realiz6 por zimografia en
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE, 7,5% de poliacrilamida) co-polimerizado con
gelatina (2,5mg/ml; G9391; Sigma), como se describié para cérvix de oveja
(Rodriguez-Pifidn y col., 2015). Se realiz6 la dilucién 1:1 de las muestras cervicales
homogenizadas en un buffer que contiene Tris-HCI 250-mM, 10% de glicerol, 2%
dodecil sulfato sédico (SDS) y 0,0025% azul de bromofenol (pH= 7,6) y
posteriormente las muestras fueron almacenadas a -80°C hasta que las corridas
electroforéticas fueran realizadas. Antes de cada corrida electroforética, se realiz6 la
incubacion de las muestras a 37 °C por 1 h para facilitar la homogenizacion de las
muestras diluidas en SDS. Se realiz6 la siembra de 10 pl de cada muestra y las
corridas electroforéticas se realizaron a 100V por 2h. Luego de la corrida
electroforética, los geles se lavaron e incubaron en buffer 50-mM Tris/HCI (5 mM de
CaCl,, 200 mM de NaCl, and 0,005% Brij 35, Sigma, pH 7.8) por 18h a 37°C para
reconstituir la actividad enzimatica. Luego, se realizo el tefiido de los geles con 1%
de Azul de Comassie R-250 y su destefiido. La actividad enzimética de A y L se
visualiz6 como bandas claras sobre el gel azul producto de la degradacion de la
gelatina co-polimerizada con el gel. Los geles fueron escaneados y las imagenes
fueron analizadas mediante el software ImageJ 1.46r usando el menu Analyze-
>Measure para medir el area y el nimero de pixeles por cada banda que luego fueron
convertidas a unidades estandares usando la funcion Set Scale (Rodriguez-Pifion y
col., 2015). Se calculo la concentracion de la forma latente y activada de las MMP-2
de las muestras en funcion de curvas de calibracidn preparadas a partir de estandares
recombinantes humanos (M9445, Sigma; 0,02-1 ng/ mL, r = 0.9664 y r=0.9884 para
la forma latente y activada de la MMP-2 respectivamente, P=0,001). La actividad
gelatinasa de la MMP-9 fue evaluada en cérvix craneal y caudal (un total de 34
muestras) pero fue detectada solo en 7/34 muestras cervicales evaluadas y ademas
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estuvo en el limite de deteccion de la técnica por lo que no fue posible cuantificarla.
Las concentraciones de los estdndares medio y alto de la MMP-2 fueron sembrados
en cada gel y el coeficiente de variacion interensayo fue de 13,7 % y 17,4 % para la
forma latente y 11,4 % y 16,3 % para la forma activada de la MMP-2. La actividad
de la formas latente y activada de la MMP-2 fue expresada en ng/mg de proteina
usando la concentracion de proteina total expresada como mg/mg de tejido seco y se
calculd la relacion entre las formas activada/latente de la MMP-2.

4.7 Analisis estadistico

Para todas las variables se corroboré la normalidad en la distribucion de los residuos
mediante la prueba de Shapiro-Wilk. La penetrabilidad cervical y la relacion A/L de
la MMP-2 no presentaron distribuciébn normal y ambas variables fueron
normalizadas realizando la transformacion mediante log (n+1). Para el analisis de los
datos se utilizd un Analisis de Varianza 2x2 (ANOVA) de SAS (Statistical Analysis
Systems SAS Institute, 2000; Carolina del Norte, EUA). Se considerd en el modelo
como efectos principales la administracion o no de OxL, la administracién o no de
PGE2L y su interaccion. La penetrabilidad cervical a las 0, 42 y 54 h post eCG se
analizo por ANOVA 2x2 para muestras repetidas incorporando como efectos fijos el
tratamiento (OxL o PGE2L), las h post ecG (0, 42 y 54) y sus interacciones. La
penetrabilidad cervical a las 0 h post eCG fue utilizada como covariable. Las
medidas de penetrabilidad a las 54 h tomadas in vivo y post mortem se
correlacionaron mediante el test de correlacion de Pearson. El peso cervical, el
contenido de agua, la concentracion de proteinas totales y de colageno y la actividad
de las formas latente y activada de la MMP-2 se analizaron por ANOVA 2 x 2 para
muestras simples, incorporando como efectos fijos el tratamiento (OxL o PGE2L), la
zona cervical y sus interacciones. Los resultados se consideraron estadisticamente
diferente cuando P <0,05 y una tendencia cuando 0,05< P < 0,1. Los resultados se
expresan como la media cuadratica minima (LSM) + SEM agrupada.
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5. RESULTADOS

5.1 Momento de la ovulacion y concentracion de progesterona

Todos los animales (34/34) ovularon luego del tratamiento con MAP y de la
aplicacion de eCG, en el periodo comprendido entre las 12 y las 42 h post eCG. En la
Figura 1 se presenta la distribucion de las ovulaciones de los animales
experimentales desde las 12 hasta las 42 h post eCG. Todos los animales
mantuvieron niveles de progesterona serica por debajo de 1 nM durante todo el
periodo experimental.
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Figura 5. Intervalo eCG- ovulacién de ovejas Corriedale sincronizadas con esponjas
de acetato de medroxiprogesterona (60 mg, intravaginal) por 13 dias seguida de la
aplicacion de eCG (300Ul, im) al retirar las esponjas. A las 42 h post eCG (flecha
negra) las ovejas fueron tratadas con: 2 mL (40ug) i.m de Carbetocina (Decomotdn,
Laboratorios Callier, Uruguay) y un dispositivo intravaginal placebo (grupo OxL,
n=6); 10 mg de Dinoprostone en un dispositivo intravaginal de liberacion lenta
(Cervidil, Propess®, Ferring Pharmaceuticals Ltd., West Drayton, UK) y 2 mL i.m.
de solucién salina (grupo PGEZ2L, n=10); ambas hormonas administradas en
simultaneo y de igual forma que lo descrito previamente para los grupos OxL y
PGE2L (grupo OXL+PGE2L, n=8) y 2 mL de solucién salina i.m y un dispositivo
intravaginal placebo (grupo Control (C), n=10).

5.2 Penetrabilidad cervical

El Log (n+1) de la penetrabilidad cervical (medida in vivo) fue afectada por la h post
eCG (P <0,0001, n=34) y por la interaccién entre los tratamientos y la h post eCG
(P=0,03, n=34). En todos los grupos experimentales la penetrabilidad cervical
aumento desde la administracion de la eCG (0 h post eCG) hasta el momento de la
administracion de los tratamientos experimentales (42 h post eCG) sin diferencias
entre grupos (P<0,0029), (Figura 2). Desde la administracion de los tratamientos
hasta el momento esperado de la IATF (54 h post eCG) se detectd una disminucion
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de la penetrabilidad cervical en el grupo control (P= 0,0207) que no fue detectada en
los grupos tratados. En el grupo PGE2L la penetrabilidad cervical se incrementd
entre las 42 y las 54 h post eCG (P=0,0372) mientras que en el mismo periodo no se
detectaron diferencias en la penetrabilidad cervical en los grupos OxL vy
OxL+PGE2L.

A las 54 h post eCG, la penetrabilidad cervical fue mayor en todos los grupos
tratados comparada con el control a la misma hora, sin diferencias entre grupos (P<
0,0373). En el Cuadro 1 se presentan la penetrabilidad cervical en cm para los grupos
C, OxL, PGE2L y OXL+PGE2L a las 0, 42 y 54 h post eCG.
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Figura 6. Penetrabilidad cervical (Log (n+1), meantsem) a las 0, 42 y 54 h post eCG
en ovejas (n= 34) sincronizadas con acetato de medroxiprogesterona (60 mg,
intravaginal) por 13 dias seguida de la aplicacion de eCG (300Ul, im) al retirar la
esponja. A las 42 h post eCG las ovejas fueron tratadas con: 2 mL (40ug) i.m de
Carbetocina (Decomoton, Laboratorios Callier, Uruguay) y un dispositivo
intravaginal placebo (grupo OxL, n=6); 10 mg de Dinoprostone en un dispositivo
intravaginal de liberacion lenta (Cervidil, Propess®, Ferring Pharmaceuticals Ltd.,
West Drayton, UK) y 2 mL i.m. de solucién salina (grupo PGE2L, n=10); ambas
hormonas administradas en simultaneo y de igual forma que lo descrito previamente
para los grupos OxL y PGE2L (grupo OXL+PGEZ2L, n=8) y 2 mL de solucion salina
i.m y un dispositivo intravaginal placebo (grupo Control (C), n=10 ). Diferentes
letras indican diferencias en el tiempo y entre grupos.
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Cuadro 1. Penetrabilidad cervical (cm, meanxsem) in vivo a las 0, 42 y 54 h post
eCG vy postmortem a las 54 h post eCG en ovejas sincronizadas con acetato de
medroxiprogesterona (60 mg, intravaginal) por 13 dias seguida de la aplicacion de
eCG (300Ul, im) al retirar la esponja. A las 42 h post eCG las ovejas fueron tratadas
con: 2 mL (40ug) i.m de Carbetocina (Decomoton, Laboratorios Callier, Uruguay) y
un dispositivo intravaginal placebo (grupo OxL); 10 mg de Dinoprostone en un
dispositivo intravaginal de liberacion lenta (Cervidil, Propess®, Ferring
Pharmaceuticals Ltd., West Drayton, UK) y 2 mL i.m. de solucién salina (grupo
PGE2L); ambas hormonas administradas en simultaneo y de igual forma que lo
descrito previamente para los grupos OxL y PGE2L (grupo OxL+PGE2L) y 2 mL
de solucion salina i.m y un dispositivo intravaginal placebo (grupo Control, C).

Horas post eCG
0 42 54 in vivo 54 postmortem

C 0,73+£0,12 1,95+0,22 1,41+0,29 1,78+0,07

OXxL 0,40+0,18 1,42+0,31 1,94+0,32 2,43+0,58

PGE2L 0,72+0,11 1,51+0,15 2,11+0,15 2,68+0,29

OxL+PGE2L 0,84+ 0,12 1,66+0,26 2,15+0,42 2,65+ 1,17
La penetrabilidad cervical in vivo se midio a las 0, 42 y 54 h post eCG, en todos los
animales (n= 34, grupos OxL, n=6; PGE2L,n=10; OxL+PGE2L, n=8; C, n=10)
mientras que la penetrabilidad postmortem se midié Unicamente al momento

esperado de la IA (54 h post eCG) en la mitad de los animales de cada grupo elegidos
al azar (n=17; grupos OxL, n=3; PGE2L, n=5; OxL+ PGE2L, n=4; C, n=5).

La penetrabilidad cervical (cm) a las 54h post eCG medida in vivo se correlaciond
positivamente con la penetrabilidad medida postmortem (r=0,8209; P<0,002, n=17).
El porcentaje de penetracion cervical postmortem (penetrabilidad cervical a las 54h
post eCG postmortem/ largo del cérvix x 100) no fue afectado por los tratamientos
(32,7+11,7; 38,749,1; 44,1+10,1; 26,2+9,1 grupos OxL; PGE2L; OxL+ PGE2L y C,
respectivamente). El porcentaje de penetracion cervical postmortem promedio de
todos los cervices canulados postmortem fue 35,2 = 5,0 % (n=17). Solo uno de los
cervices obtenidos postmortem pudo ser canulado hasta el Gtero, este cérvix
pertenecia al grupo OXL+PGE2L.

El nimero de anillos cervicales promedio de todos los animales experimentales fue
4,0 + 1,0 y la distancia media al segundo anillo cervical fue de 2,0 = 0,1 cm (n=17).
A las 54 h post eCG solo en 3/17 cervices la profundidad de penetracion cervical
(cm) supero la distancia al segundo anillo cervical, uno de estos cervices pertenecia
al grupo de animales tratados con OxL y 2 al grupo OXL+PGE2L.

5.3 Peso cervical, contenido de agua y proteinas solubles totales

El peso cervical tendi6 a estar afectado por el tratamiento con OxL (P=0,08, n= 17;
20,5+1,5y 16,8+1,2 g, animales tratados y no tratados con OxL, respectivamente; los
animales no tratados con OxL incluyen los controles y los tratados solo PGE2L). El
peso cervical no fue afectado por el tratamiento con PGE2L u OxL+PGE2L. El
contenido de agua (%) fue afectado por la interaccion del tratamiento con OXL y
PGE2L (P=0,031, n=17). El grupo OxL tuvo menor contenido de agua cervical con
respecto al grupo C y al grupo OxL+PGE2L (85,8+ 2,0 vs. 92+ 1,5, P=0,019 y 85,8+
1 vs.91,5+1,7, P=0,0378; respectivamente).
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La concentracion proteinas solubles totales (mg proteina/g de tejido seco) no fue
afectada por los tratamientos con OxL, PGE2L ni la interaccion del tratamiento con
OxL y PGE2L. La concentracidon de proteinas solubles totales fue diferente solo entre
zonas cervicales (P= 0,05, n=17). La concentracion de proteinas solubles totales fue
menor en la zona caudal con respecto a la zona craneal del cérvix (767,4+ 72,6 vs.
982,4+72,6, respectivamente para cada zona). No se detectd interaccion entre los
tratamientos con la zona cervical.

5.4 Concentracion de colageno

La concentracion del colageno cervical (mg/g de tejido seco) fue afectada por el
tratamiento con PGE2L (P= 0,03, n=17) y la interaccion del tratamiento con OxL y
PGE2L (P=0,002, n=17). Ademas, se detectdé una interaccion del tratamiento con
OxL y PGE2L y la zona cervical (P=0,04, n=17). Independientemente del
tratamiento, no se detectaron diferencias en la concentracion de colageno entre zonas
cervicales. En la zona craneal la concentracion del colageno fue menor en el grupo
OxL comparada con el grupo PGE2L (P= 0,0507), y tendié a ser menor respecto al
grupo OXL+PGE2L (P= 0,0905) (Cuadro 2). En la zona caudal la concentracién del
colageno fue menor en el grupo OXL comparada con el grupo C (P=0,006) y con el
grupo OxL+PGE2L (P= 0,002). No se detectaron diferencias en la concentracion del
colageno entre el grupo OxL y PGE2L. La concentracién del coladgeno en el grupo
PGE2L fue menor con respecto al grupo OXL+PGE2L (P=0,019) y tendio a ser
menor con respecto al grupo C (P=0,062) (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Concentracion del colageno (mg/g de tejido seco) en cérvix craneal y
caudal de ovejas sincronizadas con acetato de medroxiprogesterona (60 mg,
intravaginal) por 13 dias seguida de la aplicacion de eCG (300Ul, im) al retirar la
esponja y tratadas a las 42 h post eCG con: 2 mL (40ug) i.m de Carbetocina
(Decomoton, Laboratorios Callier, Uruguay) y un dispositivo intravaginal placebo
(grupo OxL); 10 mg de Dinoprostone en un dispositivo intravaginal de liberacion
lenta (Cervidil, Propess®, Ferring Pharmaceuticals Ltd., West Drayton, UK) y 2 mL
i.m. de solucién salina (grupo PGE2L); ambas hormonas administradas en
simultaneo y de igual forma que lo descrito previamente para los grupos OxL y
PGE2L (grupo OXL+PGE2L) y 2 mL de solucion salina i.m y un dispositivo
intravaginal placebo (grupo Control, C). Las muestras cervicales fueron obtenidas
12 h luego de la administracion de los tratamientos (54 h post eCG) en la mitad de
los animales elegidos al azar (n=17; grupos OxL, n=3; PGE2L, n=5; OxL+ PGE2L,
n=4; C, n=5, en cada cérvix se evaluaron 2 zonas cervicales, craneal y caudal por lo
que se evaluaron un total de 34 muestras).

Colageno (mg/ tejido seco)

Craneal Caudal
C 195,56+ 25,4 ab 217,1+ 25,4 a*c
OxL 131,1+32,8a* 92+32,8b
PGE2L 216,3+25,0b 147,11+ 25,4 a*b

OxL+PGE2L  207,6+ 28,4 a*b 251+ 32,8 ¢

Dentro de cada columna los valores (meanzs.e.m.) con distintas letras difieren
significativamente (P<0,05). Las letras seguidas de un asterisco tienden a ser
diferentes (P=0,06).

5.5 Actividad de las MMP-2 y -9

La actividad de las MMP-2 y 9 fue estudiada en todas las muestras (n=17; grupos
OxL, n=3; PGE2L, n=5; OxL+ PGE2L, n= 4; C, n=5, en cada cérvix se evaluaron 2
zonas cervicales, craneal y caudal por lo que se evaluaron un total de 34 muestras).
La actividad gelatinasa de la MMP-9 fue detectada solo en 7 de 34 muestras
cervicales evaluadas y estuvo en el limite de deteccidn de la técnica por lo que no fue
posible cuantificarla. La actividad de la MMP-2 fue detectada en 33/34 muestras
cervicales evaluadas. La actividad de las formas latente y activada de la MMP-2 fue
visualizada como dos bandas intensas que migraron a 72 y 62 kDa y que se
correspondieron con los estandares de la MMP-2 (Figura 7).
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Figura 7. Actividad de la MMP-2 determinada por zimografia en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) co-polimerizado con gelatina en ovejas sincronizadas
con acetato de medroxiprogesterona (60 mg, intravaginal) por 13 dias seguida de la
aplicacion de eCG (300Ul, im) al retirar la esponja y tratadas a las 42 h post eCG
con: 2 mL (40ug) i.m de Carbetocina (Decomoton, Laboratorios Callier, Uruguay) y
un dispositivo intravaginal placebo (grupo OxL); 10 mg de Dinoprostone en un
dispositivo intravaginal de liberacion lenta (Cervidil, Propess®, Ferring
Pharmaceuticals Ltd., West Drayton, UK) y 2 mL i.m. de solucién salina (grupo
PGE2L); ambas hormonas administradas en simultdneo y de igual forma que lo
descrito previamente para los grupos OxL y PGE2L (grupo OXL+PGE2L) y 2 mL
de solucién salina i.m y un dispositivo intravaginal placebo (grupo Control, C). Las
muestras cervicales fueron obtenidas 12 h luego de la administracion de los
tratamientos (54 h post eCG) en la mitad de los animales elegidos al azar (n=17;
grupos OxL, n=3; PGE2L, n=5; OxL+ PGE2L, n= 4; C, n=5, en cada cérvix se
evaluaron 2 zonas cervicales, craneal y caudal. Linea 1, 2 y 3: 10 pl de estandar
recombinante humano de la forma latente y activada de la metaloproteinasa de la
matriz extracelular -2 (MMP-2) (72 y 62 kDa, respectivamente, Sigma-Aldrich,
M9445; 1,0; 0,250 y 0,03ng/ml en cada linea, respectivamente). Lineas 4 a 9: 10 pl
de homogenizado de cérvix de ovejas de los grupos OxL, OxL+PGE2L, OxL, C,
OxL+PGE2L y C, respectivamente. En la linea 7 se puede observar dos bandas que
migraron a 86 y 92 kDa y que se corresponden a la forma L y A de la MMP-9.

La actividad de la forma latente de la MMP-2 fue afectada solo por la zona cervical
(P=0,0026, n=17). La actividad de la forma latente de la MMP-2 (ng/mg de
proteinas) fue mayor en la zona caudal con respecto a zona craneal del cérvix (0,81 +
0,11 vs. 0,26 = 0,11). No se detecto efecto de los tratamientos ni interaccién entre los
tratamientos con la zona cervical en la actividad de la forma latente de la MMP-2.

La actividad de la forma activada de la MMP-2 fue afectada por el tratamiento con
OxL (P=0,04, n=17), pero no por el tratamiento con PGE2L u OXL+PGE2L. Hubo
una tendencia de la zona cervical sobre la actividad de las forma activada de la
MMP-2 (P=0,07, n=17). No se detectd interaccidn entre los tratamientos con la zona
cervical sobre la actividad de la forma activada de la MMP-2. La actividad de la
forma activada de la MMP-2 (ng/mg de proteinas) fue mayor en los animales
tratados con OxL con respecto a los animales no tratados con OxL (18,9 £3,0 vs.
10,9 + 1,9; n=17; P=0,04).

La relacion de las formas activada/latente de la MMP-2 (log (n+1)) no fue afectada
por los tratamientos ni por la zona cervical, tampoco se detectd una interaccion entre
los tratamientos con la zona cervical. Los promedios de la relacion de las formas
activada/latente de la MMP-2 para los grupos fueron: 1,4+0,1; 1,5+0,2; 1,3+0,1y
1,6+0,13.para los grupos C; OxL, PGE2L y OxL+PGE2L, respectivamente.
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6. DISCUSION

En esta Tesis se demuestra el efecto de la administracion de OxL, de PGE2L
y de su combinacion, sobre la penetrabilidad cervical y la degradacién del colageno
cervical en ovejas luego de la sincronizacion de la ovulacién. Luego de la
administracion de eCG para inducir la ovulacion, la penetrabilidad cervical aumento
en todos los animales hasta el momento del tratamiento con OxL y/o PGE2L (desde
las 0 a las 42 h post eCG). Este aumento de la penetrabilidad cervical luego de la
induccion de la ovulacion fue similar al reportado por Falchi y col (2012) y
Leethongdee y col (2007) y responde a un aumento de la concentracién de
estrégenos producto del crecimiento folicular (Kershaw y col., 2005). En los
animales del grupo control, la penetrabilidad disminuy6 a partir de las 42 h post
eCG, probablemente debido a que todos los animales ovularon antes de ése momento
con la consiguiente pérdida del estimulo estrogénico. La administracion de OxL o
PGE2L, solas o combinadas a las 42 h post eCG, prolong6 en el tiempo el
incremento de la penetrabilidad generada en respuesta a la sincronizacion de la
ovulacion, evitando la disminuciéon de la penetrabilidad cervical observada en el
control luego de las 42 h post eCG. Como resultado, al momento esperado de la
IATF (54 h post eCG), todos los animales tratados tuvieron mayor penetrabilidad
cervical que los animales controles, sin presentar diferencias entre si. Estos datos
demuestran que la admistracién de OxL y/o PGE2L incrementa la penetrabilidad
cervical en ovejas Corriedale luego de la sincronizacion de la ovulacion

A las 54 h post eCG, los cervices de los animales tratados con OxL
presentaron un menor contenido de colageno con respecto al grupo control. Ademas,
en estos mismos animales, hemos observado un aumento de la concentracion de la
forma activada de la MMP-2, sugiriendo que la OxL estimulé la activacion de la
MMP-2, disminuyendo el contenido de colageno cervical por esta via. La accion de
la Ox sobre la degradacion del colageno en tejidos reproductivos ha sido
escasamente estudiada. Norstrom y col. (1986) observé que la Ox estimula la
actividad colagenolitica en el foliculo preovulatorio en la mujer, aunque no se
estudid de qué forma la Ox ejerceria su accion. Interesantemente, el menor contenido
de colageno cervical en respuesta al tratamiento con OxL fue observado en la zona
caudal, caracterizada por una menor expresion de ROX con respecto a la craneal
(Rodriguez-Pifidn y col., 2014). Dado que la Ox estimula la sintesis de PGE2 por el
tejido cervical (Schemesh y col., 1997; Fuchs y col., 2002) y que la expresion de los
receptores de PGE2 (EP2 y EP4) es mayor en la zona cervical caudal que la craneal
(Kershaw y col., 2009), se especula que parte del efecto de la OxL sobre el contenido
de colageno en la zona caudal del cérvix podria estar mediado por la sintesis de
PGE2 enddgena. En acuerdo con lo anterior, la administracion de PGE2L tendio a
disminuir el contenido de colageno en la zona caudal del cérvix. Sin embargo, la
administracion de PGE2L no afectd la concentracion de la forma activada de la
MMP-2. Esto sugiere que la activacion de la MMP-2 estimulada por OxL no estaria
mediada por la sintesis de PGE2 enddgena y que por lo tanto la PGE2L estimularia la
degradacion del colageno cervical actuando a través de MMPs diferentes a la MMP-
2. Ademas, el menor contenido de colageno cervical observado en la zona caudal en
respuesta a la OXL no se explicaria completamente por la activacion de la MMP-2,
ya que el aumento de la concentracion de la forma activada de la MMP-2 fue
independiente de la zona cervical. Esto sugiere que el menor contenido de colageno
cervical observado en la zona caudal en respuesta al tratamiento con OXL seria
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producto de la accion de la MMP-2 actuando conjuntamente con otras MMPs. Al
parto, se ha reportado que la MMP-2 actda conjuntamente con la MMP-9
contribuyendo a la degradacion del colageno cervical que culmina con la relajacién
del cérvix (Lyons y col., 2002; Stygar y col., 2002; Sahlin y col., 2008). La escasa
actividad de la MMP-9 observada en este trabajo, que coincide con lo reportado en
ovejas durante el ciclo estral natural (Rodriguez-Pifion y col., 2015), sugiere que la
MMP-9 no estaria involucrada en la degradacion del colageno cervical en el cérvix
de la oveja ciclando. En conjunto los datos obtenidos indican que la OxL estimula la
degradacion del colageno cervical en la zona caudal del cérvix a traves de la MMP-2
y que esta accion probablemente sea mediada conjuntamente por otras MMPs. El
aumento de la degradacion del colageno coincidié temporalmente con la mayor
penetrabilidad cervical detectada a las 54 h post eCG en los animales tratados con
OxL con respecto al control. Por lo tanto, se puede concluir que la administracion de
OxL aumenta la penetrabilidad cervical en ovejas mediante la induccion de la
degradacion del colageno cervical.

A pesar del menor contenido de colageno cervical detectado en los animales
tratados con OxL, hemos observado que a las 54 h post eCG el peso del cérvix de
estos animales tendié a ser mayor que el de los animales control. Interesantemente,
este aumento del peso cervical se acompafio también de una disminucién en el
contenido de agua sin variaciones en la concentracion de proteinas totales. Esto
sugiere que el aumento del peso del cérvix en los animales tratados con OXL se debe
a un aumento del contenido sélido no proteico de su tejido conjuntivo, lo que podria
estar asociado a una mayor concentracion del glucosaminoglucano conocido como
acido hialuronico, el principal componente no proteico del tejido conjuntivo cervical
(Fosang y Handley, 1988). En membranas fetales humanas obtenidas al parto, se
reportdé que la Ox estimuld la sintesis de acido hialurénico (Tjugum y Norstriim,
1985). Al estro, el acimulo de &cido hialurénico en el estroma estuvo asociado a un
incremento de la dispersion y separacion de las fibras de colageno del cérvix que
resulté en un aumento de la penetrabilidad cervical con respecto a la fase litea
(Kershaw y col., 2005; 2007; 2009). El aumento del peso cervical en los animales
tratados con OxL coincidié temporalmente con el aumento de la degradacion del
colageno y la mayor penetrabilidad cervical detectada a las 54 h post eCG en estos
animales. Esto podria sugerir que la mayor penetrabilidad cervical detectada al
momento esperado de la IATF en los animales tratados con OxL podria ser el
resultado de un proceso de remodelacion del conjuntivo cervical que involucre no
solo la degradacion de las fibras de colageno sino que también su dispersiéon y
separacion producto del acimulo de acido hialurénico en el estroma, aunque los
resultados obtenidos en esta tesis no nos permite concluir al respecto. En este
sentido, seria interesante estudiar la respuesta al tratamiento con OxL del contenido
de &cido hialuroénico y la organizacion de las fibras de colageno del cérvix de ovejas.

La administracion combinada de OxL y PGE2L no mejoro0 la respuesta de la
penetrabilidad cervical en comparacion a la administracion de la OxL y la PGE2L
solas. Ademas, hemos observado que en el tratamiento combinado los efectos de la
OxL sobre la degradacion de colageno desaparecieron. Estos resultados podrian
asociarse a diferencias en el entorno hormonal entre los grupos en respuesta al
protocolo de la sincronizacion de celos utilizado en este estudio. Si bien todos los
animales ovularon antes de la aplicacion de los tratamientos y tuvieron
concentraciones similares de progesterona durante todo el periodo experimental, la
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dispersion observada en el momento de la owvulacion, y por lo tanto las
concentraciones de estrégenos, pudo haber favorecido la accion de la OxL o de la
PGE2L solas con respecto al tratamiento combinado. En acuerdo con lo anterior, se
ha reportado que los estrogenos aumentan la concentracion del ROx y de los
receptores de PGE2, EP2 y EP4 (Kershaw y col., 2010; Falchi y col., 2015; Kershaw
y col., 2009). A pesar de no observarse un aumento significativo en la degradacion
del colageno cervical en respuesta al tratamiento de PGE2 y OXL+PGE2L, a las 54 h
post eCG la penetrabilidad cervical de los animales de ambos grupos fue mayor que
el control. Esto sugiere que otros mecanismos como la relajacion del musculo liso y
la dispersion de las fibras de coldgeno mediados por PGE2, reportados por Kershaw
y col (2007; 2009) y Leethongdee y col. (2007; 2010), podrian estar actuando para
favorecer la mayor penetrabilidad cervical detectado en los grupos PGE2 vy
OXL+PGE2L a las 54 h post eCG.

A las 54 h post eCG, la penetrabilidad cervical postmortem promedio en los
animales tratados en nuestro trabajo fue aproximadamente 2 cm, lo que correspondio
alrededor de un tercio del largo del cérvix y coincidio con la distancia reportada entre
el orificio cervical externo del cérvix y el segundo anillo cervical. El segundo anillo,
ubicado en la zona caudal del cérvix, es uno de los principales obstaculos en el
pasaje transcervical de la canula de inseminar, ya que este anillo presenta un gran
desarrollo y ademas esta desalineado con respecto al primero determinando un gran
estrechamiento del canal cervical en esta zona (Halbert et al, 1990; Casali y col.,
2017). El hecho que la penetrabilidad cervical postmortem se correlacion6
positivamente con la penetrabilidad cervical in vivo nos permite sugerir que el
segundo anillo cervical fue también la principal limitante para canular mas
profundamente el cérvix in vivo. Casali y col., (2017) utilizando la técnica de
canulacion transcervical descripta por Fonseca y col. (2013; 2016) reportaron que
para alcanzar una fertilidad similar a la observada con laparoscopia, la deposicion del
semen por via transcervical debe ser realizada a mas de 4 cm de profundidad del
cérvix de ovejas razas Corriedale, lo que se alcanz6 en menos del 30% de las ovejas.
Ademas, en este mismo estudio se observd que en menos del 10% de los animales el
semen pudo ser depositado en el Utero. Los autores sugirieron que la efectividad de la
via transcervical en ovejas de raza Corriedale podria ser baja comparados con los
resultados obtenidos previamente para otras razas (Fonseca y col., 2016). Los
resultados obtenidos en esta tesis sugieren gque los tratamientos con OxL y PGE2L no
permitieron dilatar la zona caudal de manera suficiente para traspasar el segundo
anillo y depositar el semen mas préximo al Utero en ovejas de raza Corriedale.

La maxima profundidad de penetracion cervical alcanzada en los animales
tratados fue detectada a las 54 h post eCG. Se ha reportado que entre las 54-60 h
post-eCG es el momento 6ptimo de 1A en animales sincronizados con MAP y eCG,
ya que es donde se concentrarian la mayor parte de las ovulaciones (Olivera-Muzante
y col. 2011; Abecia y col. 2012; Dos Santos Neto y col. 2015; Hoff de Souza y col.,
1995). Sin embargo, en nuestro estudio los animales ovularon entre las 12 y las 42 h
post eCG, sugiriendo que las 54 h post eCG podria no coincidir con el momento
optimo de 1A bajo las condiciones de nuestro experimento. Las razones por las que la
ovulacion en nuestro experimento se produjo méas temprano que lo reportado para
animales sincronizados de manera similar no estan claras. Sin embargo, podria
especularse que la estimulacion vaginal generada por el espéculo y la canula de
inseminar durante las mediciones de la penetrabilidad cervical a las 0 h post eCG,
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promovid la sintesis enddgena de Ox por el tejido cervical lo que estimuld la
ovulacion de los animales. En acuerdo con lo anterior, la estimulacién vaginal con la
canula de inseminar durante la IA de ovejas nuliparas causd un incremento en las
concentraciones plasmaticas de Ox (Houdeau y col., 2002). Ademas, se ha reportado
que la Ox afectd el crecimiento folicular en ratas adultas (Robinson y col., 1991) y la
administracion i.m de Ox a ovejas durante el posparto adelanté el tiempo a la
ovulacion (Fletcher y col., 1973). La respuesta de los animales al protocolo de
sincronizacién de la ovulacién utilizada en este experimento limito en parte la
interpretacion de los resultados obtenidos en esta tesis. Alternativamente, para el
estudio de variables moleculares, se podria realizar la deteccion de celo y aplicar los
tratamientos en ese momento de esta forma lograriamos un ambiente hormonal mas
homogéneo.

30



/. CONCLUSIONES

La administracién de OxL, PGE2L y su combinacién en ovejas Corriedale
prolongd en el tiempo el incremento de la penetrabilidad cervical generada en
respuesta al tratamiento con MAP y eCG, especificamente en el periodo
comprendido entre las 42 y las 54 h post eCG. Como resultado, al momento esperado
de la IATF (54 h post eCG), todos los animales tratados tuvieron mayor
penetrabilidad cervical que los animales controles, sin presentar diferencias entre si.
Los efectos de la OxL sobre la penetrabilidad cervical podrian explicarse en parte por
un aumento de la degradacion del colageno mediada por la MMP-2 mientras que la
PGE2 actuaria fundamentalmente a través de un mecanismo diferente a la
degradacion del colageno. Los tratamientos con OXL y PGE2L no permitieron dilatar
la zona caudal de manera suficiente para traspasar el segundo anillo y depositar el
semen mas proximo al Utero en ovejas de raza Corriedale.
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