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Montevideo, 18 de diciembre de 2015

La Tesis presentada en el dia de la fecha por la Dra. Jorgelina Manes titulada -
“Alteraciones en mucus y ambiente vaginal provocadas ‘por el uso de esponjas
intravaginales para sincronizacion de celos en ovejas” constituye un trabajo de muy
buena calidad dirigido a caracterizar la influencia de las esponjas intravaginales sobre
el ambiente vaginal y determinar sus posibles efectos sobre la tasa de concepcion.

La Tesis refleja un muy importante volumen de trabajo realizado-en base a un amplio y
variado abordaje experimental que incluy6 desarrolios originales. Se constaté ademéas
un transito secuencial a lo largo del estudio desde una fase experimental hasta la
aplicacién de los conocimientos en una situacion productiva de acuerdo a un proceso
racional. _ g

La presentacién oral fue clara y bien resuelta por medio de una importante capacidad
de sintsis. El documento escrito fue correcto, el cual incluyd una importante serie de
publicaciones de impacto. Por otra parte, la estudiante respondid con solvencia las |
preguntas formuladas por este Tribunal. T

En base a estas consideraciones el Tribunal otorga la méxima calificacion, “Aprobada
con Mencién®.

Dr. Pgblo Zunino
Presidente del Tribunal



DEDICATORIA

A Marcos por su amor incondicional, su infinita paciencia y por ser parte de mi vida.

A Victoria y Elena por ser los amores de mi vida y por permitirme robarles parte de su
tiempo.

A mis padres, Marta y Jorge, por acompafiarme y apoyarme siempre.



AGRADECIMIENTOS

A Rodolfo Ungerfeld por ser mi mentor, por brindarme su confianza y por estar siempre
presente a pesar de la distancia. Gracias por su perseverancia, paciencia y dedicacion, por

las palabras de apoyo y por no dejar de ensefiarme durante todos estos afos.

A Ricardo Alberio por su apoyo, amistad y confianza. Por abrirme las puertas a la

investigacion.

A Glenda Rios y Andrea Fiorentino, compafieras de trabajo, amigas, personas con las que

siempre se puede contar y tienen algo bueno para dar.

A mis compafieros del grupo de biotecnologia de la reproduccion de INTA, que todos en
mayor o menor medida han colaborado con este trabajo. Gracias a Federico Hozbor por
fomentar la realizacion de mi doctorado y por apoyarme con los trabajos. Gracias a Pablo
Burges y Sergio Dinino por su gran ayuda con el manejo de los animales. A Natividad
Ferreira, Jor Buschiazzo, Geméan Kaiser, Jesica Canizo, Rafael Ramirez Vazquez y Alba

Ledesma por sus aportes y colaboracion.

A Carlos Campero y Silvina San Martino por el apoyo, colaboracién y confianza. Su

aporte ha sido muy importante en esta tesis.

A Tania Lischinsky, Alejandra Mendez y Jorgelina Lomodnaco, auxiliares de los

laboratorios de patologia y enfermedades venéreas y bacteriologia de INTA Balcarce.
Al INTA por financiar mi desarrollo académico

A mis amigos de la vida: Karina, Ana, Analia, Maria Laura, Lucho y Maria por ayudarme,

entenderme, aguantarme y darme siempre una palabra de aliento.

A todos los que de una u otra forma me acompafaron en este camino, muchas gracias.



APENDICE

Publicaciones |-V

Este trabajo de tesis esta basado en las siguientes publicaciones, las que se encuentran
referenciadas en el texto mediante nimeros romanos.

Manes, J., Fiorentino, M.A., Kaiser, G., Hozbor, F., Alberio, R., Sanchez, E.,
Paolicchi, F. 2010. Changes in the vaginal flora after treatment with different
intravaginal devices in ewes. Small Ruminant Research 94, 201-204.

Manes, J., Fiorentino, M.A., SanMartino, S., Ungerfeld, R. 2015. Stage of the
oestrous cycle of ewes in which intravaginal sponges are inserted affects the vaginal
microbiota present at sponge withrdawal. Manuscrito en preparacion.

Manes, J., Campero, C., Hozbor, F., Alberio, R., Ungerfeld, R. 2015. Vaginal
histological changes after using intravaginal sponge for oestrus synchronization in
anoestrus ewes. Reproduction in Domestic Animal 50, 270-274.

Manes, J., Rios, G., Fiorentino, M.A., Ungerfeld, R. 2015. Vaginal mucus from ewes
treated with progestogen aponges affect quality of ram spermatozoa. Theriogenology,
aceptado para su publicacion.

Manes, J., Hozbor, F., Alberio, R., Ungerfeld, R. 2014. Intravaginal placebo sponges

affect negatively the conception rate in sheep. Small Ruminant Research 120, 108-
111



INDICE

indice

Abreviaturas
Resumen
Abstract

1. Introduccion y antecedentes

1.1 Control hormonal de la reproduccién
1.2 Progesterona y anélogos sintéticos (progestagenos)
1.3 Tratamientos con esponjas
1.4 Dispositivos intravaginales y vaginitis
1.5 Dispositivos intravaginales y cambios en la microbiota bacteriana vaginal
1.6 Vaginitis y fertilidad
1.7 Uso de esponjas y antibioticoterapia
2. Caracterizacion del problema
3. Hipotesis
4. Objetivos
5. Materiales y métodos
5.1 Animales, ubicacion y manejo general
5.2 Procedimientos Experimentales
5.2.1 Publicacién |
5.2.2 Publicacién Il
5.2.3 Publicacion 111
5.2.4 Publicacion IV
5.2.5 Publicacién V
5.3 Métodos utilizados
5.3.1 Colecta de mucus vaginal
5.3.2 Medicién de pH y osmolaridad
5.3.3 Conteo/recuento bacteriano
5.3.4 Identificacion de las poblaciones bacterianas
5.4 Andlisis Estadisticos
5.4.1 Publicacion |
5.4.2 Publicacion 11
5.4.3 Publicacion 111



INDICE

5.4.4 Publicacién IV 21
5.4.5 Publicacién V 22
6. Resultados 23
6.1 Publicacion | 23
6.2 Publicacion Il 23
6.3 Publicacion 111 24
6.4 Publicacion IV 24
6.5 Publicacion V 25
7. Discusion general 26
8. Conclusiones 29
9. Referencias 30
Anexos 36



ABREVIATURAS

Abreviaturas

eCG Gonadotrofina coridnica equina
FGA Acetato de fluorogestona

FSH Hormona foliculo estimulante
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RESUMEN

Resumen

Los dispositivos intravaginales impregnados con progesterona o progestagenos son
frecuentemente utilizados para la sincronizacion de los celos en ovejas. Sin embargo, la
fertilidad obtenida con estos tratamientos es mas baja que la registrada luego de una
ovulacion espontanea, lo que parece tener un origen multicuasal. Con el objetivo de
caracterizar las alteraciones en el ambiente vaginal (bacterioldgicas, histologicas,
citolégicas y en el mucus vaginal) generadas por la aplicacion de dispositivos
intravaginales para la sincronizacion de celos en ovejas, y determinar si estos cambios
explican parte de la disminucién en la tasa de concepcion del celo sincronizado se
realizaron cinco experimentos. De acuerdo a los resultados de los mismos, la presencia de
los dispositivos en la vagina (esponjas o dispositivos de silicona) durante 7 o 14 dias
provoca cambios en el ambiente vaginal caracterizados por un incremento en el numero y
una alteracion en la composicion de la microbiota bacteriana vaginal normal. Ademas, se
demostrod que la microbiota presente en la vagina varia de acuerdo al momento del ciclo
estral, de forma que también, el momento en que se insertan las esponjas modifica las
alteraciones observadas al momento de retirar los dispositivos. El incremento bacteriano se
debe fundamentalmente al crecimiento de bacterias Gram negativas, principalmente
Haemophilus somni, Trueperella pyogenes y Escherichia Coli. La aplicaciéon de esponjas
genero hiperplasia e hipertrofia en las células epiteliales de la pared vaginal con presencia
de hemorragias e infiltrados perivasculares. Se observé un incremento en el nimero de
células epiteliales, neutrofilos, macrofagos y eritrocitos al momento del retiro de las
esponjas. En el cuarto experimento se demostré que el mucus vaginal proveniente de
ovejas en celo pretratadas con esponjas impregnadas con medroxiprogesterona afecto
negativamente la funcionalidad y viabilidad de los espermatozoides de carnero. El contacto
de los espermatozoides con este mucus afectd la motilidad espermatica progresiva, la
funcionalidad e integridad de la membrana plasmatica y el acrosoma, pero también
incremento el nimero de espermatozoides en apoptosis, disminuyendo entonces el niUmero
y la calidad de espermatozoides que pueden atravesar el cérvix. Finalmente, en el quinto
experimento se determind que los cambios provocados por la aplicacion de las esponjas
son responsables por si mismos de una significativa reduccion en la tasa de concepcién. En
sintesis, la aplicacion de dispositivos intravaginales para sincronizacion de celos en ovejas

produce vaginitis en las que se altera la pared vaginal, las secreciones y el ambiente



RESUMEN

vaginal. Esto incluye un importante incremento en la microbiota vaginal, ademéas de
cambios en su composicién. Todo esto redunda en cambios en el mucus vaginal que
alteran la calidad espermatica, lo que disminuye la tasa de concepcién obtenida con estos
tratamientos. Por lo tanto, a partir de estos experimentos se confirma que los resultados de
los protocolos para sincronizacion de celos que incluyen dispositivos intravaginales son
afectados no solo por la respuesta ovérica, sino también por los cambios del ambiente
vaginal. Las vaginitis generadas por el uso de estos dispositivos son una explicacion

central en la menor tasa de concepcion obtenida con estos tratamientos.
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Abstract

Intravaginal devices impregnated with progesterone or progestagens are widely
used for oestrous synchronization in ewes. However, the fertility obtained with these
treatments is lower than that obtained after a spontaneous ovulation, a problem of
multicuasal origin. In order to characterize changes in the vaginal environment
(bacteriological, histological, cytological and vaginal mucus) generated by the use of
intravaginal devices in ewes, and determine whether those changes affect the fertility of
the synchronized oestrus five experiments were conducted. According to the results, the
presence of the devices in vagina (sponge or silicone devices) for 7 or 14 days provoke
changes in the vaginal environment characterized by an increase in the number and
alteration in the vaginal bacteria composition. Vaginal microbiota change according to the
time of oestrous cycle when the sponges are inserted, and thus, the alterations observed
when devices are withdrawn also differ according to the stage of the oestrous cycle in
which the sponges were inserted. Bacterial increase is due to the growth of Gram-negative
bacteria, mainly Haemophilus somni, Trueperella pyogenes y Escherichia Coli. The use of
sponge generated hyperplasia and hypertrophy in the epithelial cells of the vaginal wall
with presence of haemorrhage and perivascular infiltrates. An increased number of
epithelial cells, neutrophil, macrophages and erythrocytes, was observed. In the fourth
study, it was demonstrated that the mucus present in ewes’ vagina after a treatment with
sponges impregnated with progestagens has negative effects on quality and functionality of
ram sperm. Close contact with this mucus affected sperm progressive motility, sperm
plasma membrane and affected the acrosome, but also increased the number of apoptotic
sperm, thus, overall decreasing the number and the quality of the sperm that may cross
through the cervix. Finally, in a fifth study it was demonstrated that the changes caused by
the use of the sponge are responsible for a significant reduce in conception rate. In
summary, the use of intravaginal devices for oestrus synchronization in ewes induces an
increase of the vaginal microbiota, changes in its composition and histological and
cytological alterations of the vaginal wall. All this, together with the changes in vaginal
mucus that alter sperm quality, reduce the conception rates obtained with these treatments.
Therefore, from these experiments we can confirm that the reproductive results of
treatments with intravaginal devices are affected by the changes alteration of the normal
vaginal environment. The vaginitis generated by using these devices are a main

explanation of the lower conception rates obtained with these treatments.

4



INTRODUCCION

1. Introduccidn y antecedentes

Las explotaciones de pequefios rumiantes tienen alta relevancia como produccion
familiar, siendo una excelente opcion productiva y econdémica para pequefios y medianos
productores. Sélo en Uruguay, el rubro ovino genera empleos en forma directa o indirecta
para mas de 50 mil personas (Garcia Pintos, 2009). En Uruguay hay cerca de 9 millones de
ovinos, y en Argentina mas de 15 millones (lglesias, 2013). En este ultimo pais, el 85% de
los productores tienen menos de 100 animales en sistemas de produccion mixtos o de
pequefia agricultura familiar.

La crisis lanera ocurrida a principios de la década del 90 determind importantes
cambios, especialmente en aquellos paises cuya produccién se asociaba a una monocultura
lanera, como fueron los casos de Argentina y Uruguay. Por ello surgieron alternativas de
diversificacion de la produccion ovina hacia la produccion de carne. Los sistemas de
produccién de carne dependen en gran medida de los resultados reproductivos y del
crecimiento del animal. La baja eficiencia reproductiva es una de las mayores limitantes
para reactivar y expandir la produccién (Cardellino, 2002).

Existe una serie de técnicas y tecnologias asociadas al manejo reproductivo que ayudan
a mejorar la produccion ovina. La regulacion del ciclo estral y la inseminacion artificial
(IA) son las técnicas que mas impacto han tenido en la produccion ovina, siendo ambos
métodos claves en la difusion del progreso genético. El control de la reproduccién permite
reducir los periodos improductivos, disminuyendo las etapas de anestro o adelantando la
pubertad de las corderas, aumentando asi la productividad total de las hembras a lo largo
de su vida. Asimismo, permite elegir los periodos reproductivos en funcion de la
disponibilidad de forraje y de las demandas del mercado, logrando incrementar la
produccion de carne cuando los precios son superiores. Ademas, limita los partos a
periodos mas cortos, lo que reduce las pérdidas neonatales al posibilitar mejorar la
vigilancia de los mismos.

La IA es la biotecnologia de la reproduccion que mayor masificacion ha alcanzado. Su
aplicacion permite aumentar el potencial reproductivo de machos genéticamente
superiores, disminuye el riesgo de transmision de enfermedades venéreas, permite reducir
el nimero de machos en los establecimientos e incluso utilizar machos con incapacidad
fisica adquirida. Ademas, si se acompafa de un adecuado registro e identificacion, la IA
permite eliminar individuos subfértiles o con caracteristicas indeseables transmisibles a la
descendencia (Gil, 2006).
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1.1 Control hormonal de la reproduccion

La funcion reproductiva puede ser controlada por muchos métodos. Algunos de estos,
involucran la administracion exdgena de hormonas que modifican o imitan la cadena de
eventos fisiologicos involucrados en el ciclo sexual (Abecia y col., 2012). Otros incluyen
solo métodos naturales como el control de la luz o la exposicién a los machos sin la
adicion de hormonas. Las técnicas farmacoldgicas permiten agrupar los celos de tal
manera que es posible inseminar un gran numero de animales en un solo dia de trabajo, e
incluso sin necesidad de detectar celos. Estos tratamientos pueden ser utilizados tanto
durante la estacion reproductiva como durante el anestro estacional.

En los ovinos, las técnicas de sincronizacion de celos mas utilizadas incluyen el uso de
dispositivos intravaginales impregnados con progesterona o0 sus analogos sintéticos
(progestagenos). Robinson (1956) fue el primero en desarrollar esponjas intravaginales
impregnadas con progestagenos para sincronizar el celo y la ovulacion en ovejas ciclicas.
Actualmente estos dispositivos se utilizan en todo el mundo para sincronizar el celo y la
ovulacion en pequefios y grandes rumiantes.

Entre las diferentes variantes de dispositivos liberadores de hormonas se encuentran las
esponjas de poliuretano de alta densidad, usualmente impregnadas con progestagenos
sintéticos [60 mg/esponja de acetato de medroxiprogesterona (MAP), 20-40 mg/esponja de
acetato de fluorogestona (FGA)]. Son los dispositivos de eleccion mas utilizados en
majadas comerciales, debido principalmente a la practicidad de uso y bajo costo. También
existen dispositivos intravaginales comerciales realizados con silicona, impregnados con
progesterona, que varian en sus formas, tamafios, y numero de veces que pueden ser
reutilizados (e.g.: CIDR, Cronipres, DICO). La reutilizacion de los dispositivos permite
reducir costos, pero tiene como desventaja la mayor contaminacion de la vagina con
dispositivos que no siempre son lavados cuidadosamente, ademas de generar solamente
concentraciones subluteales de progesterona. Los niveles subluteales de progesterona
promueven el crecimiento excesivo y la persistencia en el tiempo del foliculo dominante
(Vifoles y col., 1999) y por tanto la ovulacion de un ovocito envejecido, ademas de alterar
el transporte espermatico reduciendo el nimero de espermatozoides que llegan intactos al
utero (Hawk y Conley, 1972).
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1.2 Progesterona y anélogos sintéticos (progestagenos)

Los métodos que utilizan progesterona o sus analogos sintéticos, simulan la accion de la
progesterona natural sintetizada por el cuerpo luteo luego de la ovulacién. Los dispositivos
intravaginales que liberan progesterona o progestagenos bloguean la ovulacion y la
manifestacion del celo ejerciendo una retroalimentacion negativa sobre el eje hipotdlamo-
hipofisario que inhibe la liberacion de gonadotrofinas. En consecuencia, el control de la
duracion del cuerpo lateo o la manipulacion de las concentraciones circulantes de
progesterona permiten determinar el momento en que se va a producir el celo y la
ovulacion (Hansel y Convey, 1983).

En animales con actividad sexual ciclica (en estacion reproductiva) la aplicacion de
estos dispositivos tiene por finalidad mantener concentraciones de progesterona circulantes
similares a las de una fase luteal provocando un efecto inhibitorio sobre el eje hipotalamo-
hipofisario. Al retirar los dispositivos desaparece su efecto inhibidor, y se desencadena una
fase folicular sincronizadamente, resultando en celo y ovulacion (Rubianes y col., 1999).
Por otro lado, en aquellos animales que estan en anestro estacional (estacion no
reproductiva), el tratamiento imita una primera fase luteal, necesaria para el reinicio de la
actividad sexual normal, la que debe ser seguida de un incremento de gonadotrofinas para
inducir la ovulacion.

La molécula de la progesterona sintética es igual a la que produce el animal en forma
enddgena, teniendo una vida media en sangre de pocos minutos ya que se metaboliza
rapidamente en el higado (Orizaba-Chavez y col., 2013). La absorcién y biodisponibilidad
es diferente dependiendo de la via de administracién. La biodisponibilidad de la
progesterona por la via oral en humanos no supera el 25%, mejorando notablemente
cuando se administra en forma micronizada o por via vaginal (Orizaba-Chavez y col.,
2013). EI MAP es un progestageno sintético con una actividad varias veces mas potente
que la progesterona (10 a 20 veces) (Shelton, 1965), por lo que se utilizan cantidades
mucho mas reducidas.

La insercion en la vagina de los dispositivos impregnados con progesterona provoca un
incremento agudo en la concentracion sérica de progesterona que se mantiene elevada
durante los primeros 3-4 dias. A partir de los 6 dias de tratamiento, las concentraciones
disminuyen alcanzando concentraciones subluteales (< 1 ng/mL), permaneciendo en
concentraciones bajas hasta que los dispositivos son retirados (Rubianes y col., 1998). En

ovejas con esponjas intravaginales impregnadas con MAP (Greyling y col., 1994) o FGA
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(Gaston-Parry y col., 1988) se observaron farmacocinéticas similares. La via intravaginal
de administracion de la progesterona o sus andlogos permite la remocion abrupta de estas

hormonas.

1.3 Tratamientos con esponjas

En ovejas, los tratamientos tradicionalmente utilizados con progesterona o
progestagenos tienen una duracion de 12 a 14 dias, tiempo suficiente para generar una
“fase luteal exdgena” de duracion similar a una natural (12-14 dias en ovejas). En ovejas
ciclicas, se administra gonadotrofina corionica equina (eCG, anteriormente Ilamada
PMSGQG) al retirar las esponjas para lograr una mayor sincronizacion de la ovulacion y de
esta forma implementar programas de 1A a tiempo fijo (IATF). Esta es una hormona
glucoproteica obtenida del suero de yeguas prefiadas con actividad foliculo estimulante
(FSH) y luteinizante (LH). En el caso de animales en anestro, para obtener un alto
porcentaje de animales que respondan, el tratamiento debera asociarse a la administracion
de eCG al retiro del dispositivo (Ungerfeld y Rubianes, 2002) o al uso del efecto macho
(Ungerfeld y col., 2004).

Durante los ultimos afios se han desarrollado tratamientos cortos, de alrededor de 6
dias, que son tan efectivos en inducir y sincronizar los celos como los tratamientos largos,
logrando tasas de prefiez similares, pero simplificando la aplicacion (Rubianes y col.,
2001, Ungerfeld y Rubianes, 2002). En ovejas ciclicas, los tratamientos cortos requieren
de una dosis de PGF2-alfa para asegurar la lutedlisis y de la administracion de eCG al
momento de retirar el dispositivo para sincronizar la ovulacion y/o aumentar la tasa
ovulatoria (Menchaca y Rubianes, 2004).

Sin embargo, la tasa de prefiez obtenida en ovejas inseminadas luego de la
sincronizacion de celos con progesterona o progestagenos es menor que la obtenida luego
de la ovulacion espontanea (Robinson, 1968; Hawk y col., 1981), situacion que parece
tener un origen multicausal. Se ha reportado que se producen fallas en la fertilizacion
(Robinson, 1968), las que pueden ser explicadas por la ovulacién de un foliculo envejecido
(Johnson y col., 1996), la pérdida de espermatozoides a lo largo del tracto reproductivo
(Hawk y col., 1971), o la muerte de los espermatozoides en el cervix, Utero y oviducto.
Asimismo, la aplicacion de dispositivos intravaginales predispone al desarrollo de vaginitis

causadas por microorganismos oportunistas (Sargison y col., 2007).
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1.4 Dispositivos intravaginales y vaginitis

La presencia de estos dispositivos en la vagina durante el tratamiento de sincronizacion
e induccion del celo y ovulaciéon provoca cambios en el ambiente vaginal atribuidos no
solo a su accion fisica sino también a la constante absorcion y retencion de secreciones
vaginales, sobre todo en el caso de los poliuretanos (Suéarez y col., 2006). Por ello, es muy
frecuente que se produzca una descarga vaginal hemorragica, de tipo puatrido que va
acompariada, en la mayoria de los casos, de un incremento del nimero y un cambio en los
géneros bacterianos presentes en la vagina al momento de retirar dichos dispositivos tanto
en ovejas (Scudamore, 1988; Suérez y col., 2006) como en cabras (Manes y col., 2013).
Suérez y col. (2006) reportaron que la presencia de esponjas intravaginales genera una
reaccion inflamatoria con un aumento de la secrecién local de mucus y, de la microbiota
bacteriana vaginal independientemente de que las mismas permanezcan in situ durante 5, 9
0 13 dias. Asimismo, Suarez y col. (2006) observaron la presencia de un importante
namero de macrofagos en el flujo vaginal luego del retiro de las esponjas.

La vaginitis es una de las enfermedades que mas comunmente afecta el tracto genital, y
puede ser provocada por microorganismos que actlan como invasores secundarios
oportunistas (Sargison, 2007). En tal sentido, Padula y Macmillan (2006) indicaron que el
uso de los dispositivos intravaginales en los bovinos predispone a infecciones vaginales
(vaginitis) tipicamente caracterizadas por eritema, descarga vaginal purulenta, y la
presencia de abundantes leucocitos vaginales (Donders y col., 2002). Blanch (1994)
reportd que vacas y vaquillonas suelen desarrollar vaginitis de tipo catarral o catarral
purulenta después del servicio a pesar del epitelio escamoso estratificado que reviste la
pared vaginal, de la acidez del medio y de la presencia de alta concentracion de
anticuerpos a nivel local. Asimismo, indicd que la vaginitis por si sola puede producir una
reduccion en la fertilidad, al alterar el medio ambiente vaginal, teniendo en cuenta que la

vagina es el sitio donde el macho deposita el semen.
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1.5 Dispositivos intravaginales y cambios en la microbiota bacteriana vaginal

La microbiota vaginal normal de los animales se compone de bacterias y hongos,
incluyendo agentes potencialmente patdgenos y agentes oportunistas que permanecen en el
animal sin producir enfermedad. Bartlett y col. (1977) sugirieron que los cambios en la
microbiota vaginal normal de la vagina humana estan correlacionados con el pH, la
composicion celular, los cambios hormonales y las condiciones bioquimicas. En ratas,
ratones, conejos, hamsters y perros se producen cambios ciclicos en el conteo de bacterias
en la vagina (Allen y Dagnall, 1982; Baba y col., 1983; Noguchi y col., 2003;
Laurusevicius y col., 2008). En estas especies, el nimero total y la prevalencia de bacterias
vaginales fue significativamente mayor durante el celo que durante el diestro o el anestro
(Noguchi y col., 2003). En este sentido, Narushima y col. (1997) indicaron que el nimero
total de bacterias se incrementa durante la fase folicular del ciclo menstrual en monos.
Noguchi y col. (2003) asumieron que la proliferacion de la microbiota vaginal durante el
celo fue causada por un aumento de la secrecion de moco proveniente del Gtero, ya que los
mucopolisacaridos pueden servir como medio de cultivo (Savage, 1972).

El antagonismo microbiano implica la competencia entre especies de microbios. Como
consecuencia de ello, la microbiota normal protege al huésped contra la colonizacién por
los microorganismos potencialmente patogenos, ya sea por la competencia por los
nutrientes, o produciendo sustancias nocivas que afecten el desarrollo de los microbios
invasores, condiciones que afectan el pH y la disponibilidad de oxigeno (Madigan, 2009).
Con la presencia de factores predisponentes, algunas bacterias que normalmente son
inofensivas pueden ser patdgenos potenciales, multiplicarse y causar enfermedad
bacteriana (Holt y col., 1994). Vigue y col. (1959) concluyeron que la vagina sirve como
habitat para muchos tipos de organismos saprofitos, algunos de los que son conocidos
como oportunistas, ya que bajo condiciones favorables pueden perjudicar la fertilidad.

La mayor parte de los microorganismos que conforman la microbiota vaginal normal de
las mujeres pertenecen al género Lactobacillus. En este sistema, los Lactobacillus se
consideran importantes para la homeostasis vaginal a través de la produccion de lactato, el
que mantiene un pH vaginal bajo (menor a 4,5) que inhibe la multiplicacion de muchos
patogenos vaginales (Ravel y col., 2011). Sin embargo, en los pocos estudios que
caracterizaron la microbiota vaginal normal en ovejas (Sawyer, 1977; Swartz y col., 2014)

y cabras (Manes y col., 2013), la presencia de Lactobacillus fue muy escasa.
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La microbiota vaginal encontrada normalmente en la vagina de ovejas y cabras es en su
mayoria Gram positiva, predominando Bacillus spp., Corynebacterium spp. vy
Staphylococcus spp (Sawyer, 1977; Manes y col., 2013). La aplicacion de las esponjas
genera un significativo crecimiento en la cantidad de bacterias observado entre el
momento de aplicacion y el retiro de los dispositivos. Este incremento es debido
principalmente al aumento de bacterias coliformes Gram negativas siendo E. coli y
Klebsiella spp. las aisladas con mayor frecuencia (Martins y col., 2009; 2010). Este
cambio en la microbiota vaginal se observa al menos a los 5 dias de colocados los
dispositivos (Suéarez y col., 2006); no obstante, el dia del celo, el namero de colonias
retorna a valores similares a los normales tanto en cabras (Manes y col., 2013) como en
ovejas (Suarez y col., 2006). Estas alteraciones, podrian ser atribuidas a cambios en el
medio ambiente vaginal generados por la presencia de los dispositivos lo que favoreceria
el desarrollo de enterobacterias oportunistas (Suérez y col., 2006; Sargison y col., 2007).
Otra hipétesis para la prevalencia de bacterias oportunistas es que el filamento del
dispositivo, que permanece expuesto en la zona perineal y fuera de la vagina podria
facilitar el ingreso de microorganismos hacia el tracto reproductivo de la hembra (Oliveira
y col., 2013).

Por otro lado, la progesterona y los progestdgenos tienen un importante efecto
inmunosupresor (Pineda, 2003; Lewis, 2003), lo que por ejemplo podria ser parcialmente
responsable del incremento bacteriano en el Utero de vacas durante el posparto temprano
(Sheldon y col., 2006). Sin embargo, Gatti y col. (2011) encontraron que no hay
diferencias en el nimero total de bacterias aerdbicas observado en la vagina de las ovejas

cuando se retiran las esponjas tengan o no tengan MAP.

1.6 Vaginitis y fertilidad

La presencia de flujo vaginal de aspecto, olor y cantidad anormal ha sido relacionada
con una alta incidencia de ovocitos no fertilizados y deterioro del desarrollo embrionario
en ovejas superovuladas e inseminadas, lo que implicaria bajos porcentajes de prefiez de
los embriones transferidos (Scudamore, 1988). Asimismo, la presencia del factor
infeccioso (alto nimero de microorganismos Gram negativos) y la presencia de un cuerpo
extrafio, como es el dispositivo podrian dar lugar a la infiltracion con leucocitos al sitio de
la inflamacién. En este sentido, Suarez y col. (2006) observaron un importante nimero de

macrofagos en el flujo vaginal luego del retiro de las esponjas. La liberacion de sustancias
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biol6gicamente activas, tales como radicales libres, en el curso de la inflamacion ejerce un
efecto toxico sobre los espermatozoides (Fraczek y Kurpisz, 2007), ya que ocasionan la
peroxidacion de los lipidos de la membrana espermaética, alterando su integridad y
funcionalidad (Salomon y Maxwell, 2000). En mujeres con alteraciones en la microbiota
vaginal, producto de un incremento en las bacterias Gram negativas, se ha observado una
disminucion en la probabilidad de fertilidad positiva debido a la accion directa de los
componentes bacterianos sobre la viabilidad y movilidad espermatica (Gorga y col., 2001).
También en mujeres, Deb y col. (2004a, 2004b) han demostrado que algunos
lipopolisacéaridos de las bacterias Gram negativas provocan una disminucion en el

porcentaje de prefiez a causa de fallas en la implantacién y desarrollo de los embriones.

1.7 Uso de esponjas y antibioticoterapia

Para prevenir la vaginitis en los tratamientos de sincronizacion de celos, algunos
laboratorios comerciales recomiendan la inclusion de antibioticos de amplio espectro en la
esponja. Suarez y col. (2006) realizaron antibiogramas a las bacterias aisladas al retiro de
las esponjas en ovejas y sugirieron que la oxitetraciclina seria la mas efectiva en controlar
o disminuir las vaginitis generadas por las esponjas. Sin embargo, en trabajos realizados
por otros autores, la oxitetraciclina y la penicilina G tuvieron la mayor proporcion de
colonias resistentes en muestras colectadas de cabras (Manes y col., 2013; Oliveira y col.,
2013). Gatti y col. (2011) observaron que el agregado de oxitetraciclina por via local
(impregnando la esponja antes de insertarla) controlé mejor el crecimiento bacteriano que
el tratamiento con el antibidtico sistémico (via parenteral). Por su parte, Martins y col.
(2009) incluyeron a la ciprofloxacina y a trimetroprimsulfametazole como antibiéticos
efectivos en el control de la vaginitis provocada por el uso de esponjas intravaginales. Si
bien la tasa de concepcidn obtenida tras el uso de esponjas con o sin antibiotico es similar
(Vifoles et al., 2011), hay que ser muy cautelosos al interpretar estos resultados, ya que
esto no implica que la microbiota presente tras el uso de esponjas con antibiéticos no esté
también alterada, y por tanto afecte de forma similar el resultado que cuando se usan

esponjas con o sin antibioticos.
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2. Caracterizacion del problema

La sincronizacion de celos es una herramienta ampliamente utilizada en programas de
mejoramiento genético de los sistemas de produccion animal. En los ovinos, las técnicas
de sincronizacion de celos mas utilizadas incluyen el uso de dispositivos intravaginales
impregnados con progesterona o sus analogos sintéticos (progestagenos). Sin embargo, la
fertilidad posterior a estos tratamientos es inferior a la obtenida en celos naturales
(espontaneos).

La presencia de estos dispositivos en la vagina durante el tratamiento de sincronizacion
e induccion del celo y ovulacion provoca cambios en el ambiente vaginal atribuidos no
solo a su accidn fisica sino también a la constante absorcion y retencion de secreciones
vaginales, sobre todo en el caso de los poliuretanos. La aplicacién de estos dispositivos es
un factor predisponente para las vaginitis y esto podria ser uno de los factores que afectan
la fertilidad.

No esta claro que otros cambios pueden ser generados por el uso de dispositivos para
sincronizacién de celos en la vagina, ni cuanto inciden las vaginitis en la viabilidad y
motilidad espermaéticas, y finalmente sobre la menor fertilidad observada en los celos
sincronizados comparados con los celos espontaneos.

Los antecedentes detallados indican que al evaluar los resultados de los protocolos para
sincronizacién de celos que incluyen dispositivos intravaginales, es importante tener en
cuenta no sélo la respuesta ovarica y hormonal de la hembra estimulada sino también los
cambios generados con los mismos en la vagina. Esto Gltimo, es muy importante en
especies como la oveja y la cabra donde con las técnicas de rutina el semen s6lo puede ser
depositado en el fondo de la vagina o rara vez atravesar un anillo del cuello del Gtero.

La realizacion de este trabajo plantea evaluar los cambios provocados en la vagina
por el uso de dispositivos para induccion y sincronizacion de celos en ovejas. Ademas,
pretende no sélo generar informacion novedosa en un tema en el que, tanto a nivel
nacional como internacional, existen muy pocos antecedentes, sino también proveera
alternativas para mejorar los procesos de sincronizacion de celos y herramientas para

optimizar los resultados de los programas de 1A.
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3. Hipotesis

3.1 Hipdtesis General

La aplicacion de esponjas o dispositivos intravaginales para sincronizacion de celos en
ovejas genera cambios en el ambiente vaginal (bacterioldgicos, histologicos, citologicos y
en el mucus vaginal) que son en parte responsables de la menor tasa de prefiez observada

luego de su uso.

3.2 Hipdtesis especificas

3.2.1 EIl tipo de dispositivo intravaginal aplicado (esponjas o dispositivos de
silicona) y la duracion del tratamiento (7 o 14 dias) modifica en forma similar la

microbiota bacteriana vaginal.

3.2.2 El momento del ciclo estral en que se inserta una esponja intravaginal influye
en los cambios generados después del retiro de la misma en la composicién de la
microbiota bacteriana de la vagina.

3.2.3 La presencia de esponjas intravaginales durante 14 dias provoca cambios

histoldgicos y citoldgicos de la vagina indicadores de inflamacion.

3.2.4 El mucus vaginal de ovejas en celo pre-tratadas con esponjas afecta

negativamente la viabilidad y la funcionalidad de los espermatozoides.
3.2.5 La menor tasa de concepcion observada en tratamientos de sincronizacion de

celos en ovejas es al menos parcialmente adjudicadle a la vaginitis generada por el

uso de las esponjas.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo General

Caracterizar las alteraciones vaginales generadas por la aplicacién de dispositivos
intravaginales para la sincronizacion de celos en ovejas y evaluar si estos cambios afectan

la tasa de concepcion del celo sincronizado.

4.2 Objetivos Especificos

4.2.1 Caracterizar los cambios en la microbiota bacteriana vaginal en ovejas
tratadas con esponjas o dispositivos intravaginales siliconados durante 7 o 14 dias

(Publicacion 1).

4.2.2 Determinar si la carga bacteriana vaginal se modifica a lo largo del ciclo
estral y por tanto, si el momento del ciclo estral en que se aplican las esponjas
incide en las alteraciones en la microbiota bacteriana vaginal observadas después

del retiro (Publicacion 11).

4.2.3 Describir los cambios citolégicos e histoldgicos que ocurren en la vagina
luego de la aplicacion de esponjas intravaginales durante 14 dias (Publicacion I11).

4.2.4 Determinar si el mucus proveniente de ovejas en celo pre-tratadas con
esponjas intravaginales afecta la funcionalidad y viabilidad espermatica
(Publicacion VI).

4.2.5 Determinar si la vaginitis generada por la presencia de la esponja en la vagina

es responsable de una reduccion de la tasa de prefiez del celo sincronizado
(Publicacion V).
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5. Materiales y métodos
5.1 Animales, ubicacion y manejo general

Los experimentos de las Publicaciones | a IV se realizaron en el campo experimental
“Reserva 8” de produccion ovina perteneciente a la Estacion Experimental Agropecuaria
del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA), en Balcarce, Argentina (37°
45' S; 53° 18' O) con ovejas de raza Texel. El experimento de la Publicacion V se realizd
en un predio comercial ubicado cerca de Tacuarembo, Uruguay (31° 42" S; 55° 49' O) con
ovejas de la raza Merino Australiano.

Los animales utilizados en esta tesis fueron manejados bajo estricto cumplimiento de las
préacticas de bienestar animal aplicadas por la Comisién Honoraria de Experimentacion
Animal de la Universidad de la Republica, Uruguay.

Todos los trabajos se realizaron durante la estacion reproductiva (marzo-mayo, otofio),
con excepcion del experimento de la Publicacion 111 que se realizé durante la estacién no
reproductiva (octubre) para evitar una posible influencia del momento del ciclo estral sobre
las caracteristicas histologicas y citologicas de la pared vaginal. En todos los casos se
utilizaron ovejas adultas, multiparas y con buena condicion corporal (>3 en laescalalab,
donde 1= emaciado y 5= obeso). Salvo en el trabajo realizado en Uruguay (Publicacion V),
donde los animales pastoreaban campo natural, en todos los demas experimentos los
animales se encontraban en una pastura de Ray grass perenne (Lolium perenne), Festuca
(Festuca arundinacea) y Trébol blanco (Trifolium repens).

La deteccion de celos se realiz6 con carneros vasectomizados en los experimentos de las
Publicaciones I a IV. Para evitar la contaminacién de la microbiota vaginal desde el tracto
reproductivo de los machos se les colocd un delantal protector. En el experimento de la
Publicacion V se utilizaron capones androgenizados. En todos los casos, los animales
fueron seleccionados por su buena condicion corporal, estado del sistema locomotor y
vision.

Con excepcion del experimento de la Publicacion 1, las esponjas utilizadas en todos los
experimentos fueron confeccionadas con el mismo lote de poliuretanos (densidad ¥ 22
kg/m® con 2 cm de diametro y 6 cm de largo). La cantidad de esponjas necesarias para cada
trabajo fue impregnada con 60 mg de MAP (acetato de medroxiprogesterona USP23,
Farmabase, Rovereto, Italia). Luego de ello, las esponjas fueron embaladas en paquetes de

10 unidades dentro de bolsas de polietileno para reducir al minimo la contaminacion, y
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posteriormente, previo a su uso, fueron esterilizadas con 6xido de etileno (Biolene, Buenos

Aires, Argentina).

5.2 Procedimientos experimentales

5.2.1 Publicacion |

Se utilizaron 21 ovejas ciclicas, las que fueron adjudicadas a 4 grupos experimentales
segun el dispositivo intravaginal aplicado y la duracion de los tratamientos en un arreglo
factorial 2x2. La mitad de los animales recibi6 una esponja intravaginal impregnadas con
MAP gue permanecié en la vagina durante 7 (grupo I; n=6) o 14 (grupo II; n=5) dias.
Previo a la colocacion, las esponjas fueron impregnadas con oxitetraciclina en polvo. El
resto de las ovejas fue tratado con un dispositivo de silicona inerte con 160 mg de
progesterona que al igual que en el caso anterior permanecio en la vagina durante 7 (grupo
I11; n=5) o 14 (grupo IV; n=5) dias. Al retiro de los dispositivos se aplicaron 200 Ul de
eCG. Los dias de colocacion y retiro de los dispositivos y el dia de 1A se tomaron muestras
de mucus cervico-vaginal para caracterizar por género la microbiota bacteriana vaginal y

evaluar el pH de la vagina.

5.2.2 Publicacién 1l

Se administraron 2 dosis de un analogo de PGF2-alfa separadas por 8 dias a 80 ovejas, y
se registrd el celo diariamente durante 4 dias después de la segunda dosis. Las hembras que
manifestaron celo fueron asignadas aleatoriamente a cada uno de los tres grupos
experimentales. En el dia del celo, 15 ovejas recibieron una esponjas intravaginal
impregnada con MAP, la que se mantuvo in situ durante 12 dias (GOe). Otras 15 hembras
recibieron el mismo tratamiento 2 dias después de la deteccion del celo (GMet). El tercer
grupo de ovejas (n = 15) recibio el tratamiento 8 dias después de la deteccion del celo
(GDi). Al momento de la colocacion de los dispositivos, al retiro, y a las 24 y 48 h pos-
retiro se tomaron muestras de mucus cérvico-vaginal para determinar el numero total de

bacterias aerobicas e identificar los géneros bacterianos presentes en cada momento.
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5.2.3 Publicacion 11

Treinta y cinco ovejas fueron asignadas aleatoriamente a 3 grupos experimentales segun
el momento en que se tomaron las muestras del fondo de la vagina para histopatologia y
citologia. De estas ovejas, 11 permanecieron sin esponja. Las restantes 24 ovejas fueron
tratadas durante 14 dias con una esponja intravaginal impregnada con MAP. Se obtuvieron
muestras de 10 de ellas el dia del retiro de las esponjas y de las 14 restantes el dia del celo
0 72 h después del retiro de las esponjas en los casos en los que no se detecto la
manifestacion de celo. En la evaluacién citoldgica se determind el nimero de células
epiteliales e inflamatorias (neutréfilos y macréfagos), eritrocitos y células autoliticas. De
acuerdo con el numero de células observadas en cada campo (celularidad), las muestras
fueron clasificadas en 4 categorias, donde 0 correspondié a muestras sin células, 1 cuando

habia 4 a 5 células, 2 con 6 a 7 células, y 3 los que presentaban 8 o méas células.
5.2.4 Publicacion IV

Se colect6 semen de 10 carneros adultos de raza Texel mediante vagina artificial. En los
eyaculados se determiné el volumen, la concentracion, y la movilidad masal espermatica, y
se utilizaron solamente los eyaculados con movilidad masal >4 (escala 0-5). Para
minimizar los efectos individuales, se juntaron los eyaculados de 3 carneros, incluyendo 20
x 10° espermatozoides por carnero.

Este semen se dividié en 4 alicuotas de 100 x 10° espermatozoides que fueron co-
incubados a 38° C en 5% de CO; con: 1) mucus vaginal colectado de ovejas con celo
espontaneo; 2) mucus vaginal colectado de ovejas en celo pre-tratada con esponjas; 3)
mucus sintético (adaptado de Anilkumar y col. 2001); y 4) medio M199 mas 0,1 mg/mL L-
glutamina y 2,2 mg/mL de NaHCO3 sin mucus como grupo control. Las muestras semen-
mucus se incubaron durante 90 minutos y las evaluaciones del semen se realizaron a los 30
y 90 minutos.

Las muestras de mucus vaginal se colectaron de 120 ovejas que fueron pre-
sincronizadas con 2 dosis de un analogo de PGF2-alfa separadas por 8 dias. Después de la
segunda dosis de PGF2-alfa, se registro el celo dos veces al dia durante 5 dias. Las
primeras 36 ovejas detectadas en celo fueron asignadas aleatoriamente a dos grupos: 1) 2
dias después de la deteccion del celo se colocd una esponja impregnada con MAP durante

14 dias (n=19); 2) permanecieron sin esponjas para proporcionar mucus de ovejas en celo
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espontaneo de manera simultanea con las tratadas con esponjas (n=17). Todas las ovejas se
colocaron con carneros vasectomizados para la deteccion de celo a los 16 dias del primer
celo.

En el mucus se midié el pH y la osmolaridad, se cuantifico el total de unidades
formadoras de colonias de bacterias aerobicas (UFC), y se identificaron los géneros
bacterianos. En las muestras semen-mucus incubadas se evalu6 la movilidad espermatica
total y la movilidad rectilinea progresiva. Ademas, se determind la integridad y
funcionalidad de la membrana plasmatica, la integridad acrosomal y el porcentaje de

espermatozoides apoptdéticos.

5.2.5 Publicacion V

Se utilizaron 579 ovejas adultas, a las que se les inyectd un analogo de PGF2-alfa. Se
registro diariamente el celo durante 5 dias, y las hembras detectadas en celo fueron
separadas aleatoriamente en tres grupos experimentales. A las ovejas del grupo MAP (n =
200) se les coloco una esponja impregnada con MAP 2 dias después de la deteccion del
celo, la que permanecio in situ por 13 dias. A las ovejas del segundo grupo (n=156 ovejas)
se les colocd una esponja intravaginal sin MAP a los 2 dias del celo, la que también
permanecio in situ durante 13 dias. Para determinar la tasa de concepcion de los celos
espontaneos, las ovejas restantes (n=213) permanecieron sin tratamiento como grupo
control. A los 15 dias de los primeros celos, todas las ovejas se colocaron con capones
androgenizados vy, las ovejas detectadas en celo fueron inseminadas a las 12 h por via
cervical con un pool de semen fresco obtenido de 3 carneros adultos (100 millones de
espermatozoides/oveja). La prefiez se determind 30 dias después del celo mediante

ultrasonografia rectal (Aloka SSD 500 con traductor de 5 MHz, Tokyo, Japén).

5.3 Métodos utilizados

5.3.1 Colecta de mucus vaginal

Las muestras de mucus vaginal se colectaron por duplicado de la region posterior de la

vagina usando un espéculo, y un hisopo estéril. Luego fueron transportadas

inmediatamente al laboratorio en medio Amies. En la Publicacion IV, para la toma de
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muestras, se utilizd un espéculo y el mucus se aspiré mediante vaina azul y jeringa de

inseminacion, teniendo cuidado de no frotar la pared vaginal.

5.3.2 Medicion de pH y osmolaridad

Para determinar el pH se utilizaron tiras indicadoras (Merck, Berlin, Alemania) y la
osmolaridad del mucus vaginal se registro utilizando un osmdémetro (Osmomat 3000,

Gonotec, Berlin, Alemania).

5.3.3 Conteo/recuento bacteriano

El conteo del total de bacterias aerobias se realizd como describieron Suarez y col.
(2006). Los hisopos con el mucus vaginal fueron agitados con vdrtex en 1 mL de solucion
salina estéril tamponada con fosfato (PBS), durante 1 min para suspender las bacterias.
Para determinar el nimero de UFC/mL, se realizaron diluciones seriadas de la suspension.
Las mismas fueron cultivadas por duplicado en placas con agar sangre Columbia (Oxoid,
Basingstoke, Reino Unido) con el agregado de 7% de sangre bovina desfibrinada,
incubadas a 37°C, bajo 10% de CO, y las UFC/mL fueron contadas a las 48 h.

5.3.4 Identificacion de las poblaciones bacterianas

Los géneros bacterianos fueron identificados en base a caracteristicas de las colonias,
tincién de Gram, morfologia microscopica y reacciones bioquimicas, incluyendo la ureasa,
indol, nitrato, motilidad, las pruebas de actividad de la catalasa y la fermentacion de
hidratos de carbono. Los géneros fueron clasificados segun Holt y col. (1994). En la
Publicacion 11, también se utilizaron los test de diagnostico rapido API (bioMe'rieux,
Marcy I'Etoile, Francia) 20E, STAPH y 50CH para la identificacion fenotipica de la
familia Enterobacteriaceae, Staphylococcus y Bacillus, respectivamente. Todas estas

pruebas se realizaron segun las especificaciones del fabricante.
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5.4 Andlisis Estadisticos

Todos los analisis estadisticos de esta tesis se realizaron utilizando SAS 9.2 y R 3.1.2.

Los datos se consideraron estadisticamente significativas cuando P < 0,05.

5.4.1 Publicacion |

Los efectos de los tratamientos sobre el pH vaginal y sobre el intervalo retiro de las

esponjas-celo se evaluaron usando ANOVA.

5.4.2 Publicacién 1l

La cantidad de UFC/mL se compar6é mediante ANOVA para medidas repetidas después
de la transformacion logaritmica. EI nimero de diferentes tipos de colonias con diferente
morfologia se analizd utilizando ecuaciones de estimacién generalizadas (GEE),
considerando una distribucion Poisson para la respuesta y una funcion de enlace log. La
presencia de bacterias Gram positivas, Gram negativas y ambas, Gram positivas y
negativas simultdneamente se analizé considerando un modelo logistico multinomial con
enlace log para evaluar los efectos de tratamiento, tiempo y su interaccion.

Basado en un modelo logistico, en cada bacteria (Bacillus spp, Haemophylus somni,
Trueperella pyogenes y Staphylococcus spp.), se utilizd la prueba de verosimilitud para
determinar los efectos del momento del ciclo estral en que las esponjas fueron insertadas,
el tiempo de evaluacion y su interaccion. A partir del modelo resultante, se calcularon los
cocientes de chances para cada especie bacteriana y se obtuvieron los intervalos de

confianza asintéticos de 95%. Solo fueron evaluadas las bacterias con mayor prevalencia.

5.4.3 Publicacion 11

Las frecuencias de las muestras con cambios histolégicos se compararon mediante el

test Exacto de Fisher. Los datos citologicos se compararon con el test de Kruskal-Wallis.
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5.4.4 Publicacion IV

El pH y la osmolaridad del mucus vaginal de ovejas en celo tratadas o0 no con esponjas
se compararon mediante ANOVA. Las UFC/mL se compararon mediante ANOVA
después de la transformacion logaritmica.

Todos los parametros espermaéticos evaluados a los 30 0 90 minutos de incubacién se
compararon entre los 4 tratamientos utilizando el procedimiento GLIMMIX de SAS. El

modelo estadistico incluyo los efectos de los tratamientos y de la fecha de muestreo.

5.4.5 Publicacion V

La tasa de concepcion se compar0 con el test de probabilidad exacta de Fisher.

22



RESULTADOS

6. Resultados

6.1 Publicacion I: Cambios en la flora aerdbica vaginal después de tratamientos con

diferentes dispositivos intravaginales en ovejas

Se observaron cambios en la microbiota bacteriana vaginal de las ovejas con los dos
dispositivos utilizados, independientemente de la duracién de los tratamientos. Antes de la
aplicacion de los mismos, la microbiota bacteriana vaginal era predominantemente Gram
positiva (Bacillus spp., Stafolococcus spp. y Corynebacterium spp.) y luego de su retiro, en
la mayor parte de las muestras evaluadas las bacterias aisladas fueron Gram negativas,
principalmente Enterobacterias (Escherichia coli fue la mas frecuente). Sélo en el 20% de
las muestras evaluadas al retiro de los dispositivos prevalecieron las bacterias Gram
positivas. En el momento de la IA e independientemente del dispositivo usado, en el 60%
de las ovejas tratadas volvio a predominar la microbiota Gram positiva. En las ovejas con
tratamientos de 7 dias de duracién, el 82% de las muestras presentd crecimiento de
bacterias Gram negativas. No se observo diferencias entre los tratamientos en los valores
de pH en el dia 0 y el dia de la IA.

6.2 Publicacion Il: EI momento del ciclo estral en que se insertan esponjas intravaginales

en ovejas afecta la microbiota bacteriana vaginal presente al retiro de las esponjas

La cantidad de UFC/mL no fue afectada por el momento del ciclo estral en que se
insertaron las esponjas, pero se registr6 un aumento luego del uso de las esponjas,
disminuyendo 24 h mas tarde sin alcanzar a las 48 h pos-retiro el nivel basal observado
previo a la colocacion de las mismas. EI numero de diferentes tipos de colonias al
momento de insertar las esponjas fue mayor en las ovejas de GMet mientras que luego del
retiro, en todos los muestreos realizados, este mismo tratamiento presentd los menores
valores. Se observo un mayor crecimiento de bacterias Gram negativas en GMet que en
GDi y GOe 24 y 48 h después del retiro de las esponjas. La chance de aislar Bacillus spp.
fue mas baja en GMet que en ovejas en GDi, mientras que la presencia de Staphylococcus
spp. fue mayor al momento de insertar las esponjas en las ovejas de GMet.

Independientemente del momento del ciclo estral, la chance de asilar Trueperella pyogenes
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and Haemophilus somni fue mayor después del retiro de las esponjas (dias 12, 13 y 14) que

el dia de insercion de las mismas.

6.3 Publicacion 1ll: Cambios histologicos vaginales después del uso de esponjas

intravaginales para sincronizacion de celos en ovejas en anestro

La aplicacion de esponjas intravaginales genero una respuesta inflamatoria con cambios
histoldgicos y citologicos de la pared vaginal. Antes de la colocacién de las esponjas, la
vagina presento un epitelio escamoso estratificado con células planas y con un moderado
infiltrado de linfocitos y células plasmaticas en la ldmina propia. Luego de 14 dias de
tratamiento con esponjas se observo hiperplasia e hipertrofia de las células epiteliales de la
vagina en el 90% de las muestras evaluadas. Estos cambios permanecieron incluso en el
momento del celo o 72 h después del retiro de las esponjas. Asimismo, luego del retiro de
las esponjas, se observé un incremento en la vascularizacion del estroma, en los infiltrados
perivasculares y en la presencia de células vacuoladas que no fueron detectadas en las
hembras del grupo control.

Se observo un incremento significativo en el nimero de células epiteliales, neutrofilos,
macrofagos y eritrocitos al retiro de las esponjas, que retorné a los valores basales al
momento del celo o a las 72 h del retiro de las esponjas en las hembras que no fueron

detectadas en celo.

6.4 Publicacion 1V: El mucus vaginal de ovejas tratadas con esponjas impregnadas con

progestagenos afecta la calidad de los espermatozoides de carneros

El mucus vaginal colectado de ovejas tratadas con esponjas presentd mayor pH,
osmolaridad, y mayor cantidad de UFC/mL que el mucus de las hembras del grupo no
tratado. La incubacién con mucus proveniente de ovejas pretratadas con esponjas
determind una disminucién en el porcentaje de espermatozoides con motilidad espermatica
progresiva, con membrana plasmatica integra y funcional, y un aumento en el porcentaje
de espermatozoides con dafio acrosomal y en apoptosis.

Por el contrario, no hubo efectos negativos en los parametros espermaticos evaluados
en las muestras incubadas con mucus colectado de ovejas con celo espontaneo o con

mucus sintético. Incluso, las muestras incubadas con mucus colectado de ovejas con celo
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espontaneo tuvieron mas espermatozoides con membrana intacta y menos espermatozoides

con dafio en el acrosoma que los incubados en estos otros grupos.

6.5 Publicacion V: El uso de esponjas intravaginales placebo afecta negativamente el

porcentaje de concepcidn en ovejas

La tasa de concepcion de las ovejas tratadas con esponjas intravaginales fue menor que
la de las ovejas del grupo control (sin esponjas). Sin embargo, no se observaron diferencias
en la tasa de concepcion entre las ovejas tratadas con esponjas impregnadas o no con
MAP. En ambos tratamientos, el intervalo desde el retiro de las esponjas hasta el celo fue

similar.
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7. Discusion general

Estos resultados en su conjunto demuestran que la aplicacion intravaginal de esponjas o
dispositivos de siliconas durante los protocolos de sincronizacion de celos en ovejas
generan una respuesta inflamatoria aguda del ambiente vaginal que impacta negativamente
en la tasa de concepcion. Las vaginitis incluyen cambios en la composicion de la
microbiota bacteriana normal, fundamentalmente un importante aumento en la presencia
de bacterias coliformes Gram negativas asi como también modificaciones histoldgicas y
citologicas de la pared vaginal. La presencia de la esponja como cuerpo extrafio en la
vagina generaria condiciones favorables para la multiplicacion de las enterobacterias
oportunistas y el desarrollo de las vaginitis que podrian tener un efecto directo sobre la
capacidad fecundante de los espermatozoides. Suérez y col. (2006) propusieron que los
cambios en el ambiente vaginal no sélo se deben a la accion fisica de la esponja en la
vagina sino también a la constante absorcion y retencion de las secreciones vaginales por
efecto de los poliuretanos.

En las Publicaciones | y Il se observo un patrén de evolucion de la microbiota
bacteriana vaginal similar, también similar al reportado por Suérez y col. (2006) y Gatti y
col. (2011): un aumento significativo al momento de retirar los dispositivos y un marcado
descenso al dia siguiente del retiro de la esponjas, sin alcanzar los valores basales 48 h
después del retiro. Aunque las UFC/mL presentaron un marcado descenso en el momento
de la IA, los cambios en la composicion de la microbiota bacteriana vaginal persistieron
aun despues de 72 h del retiro de las esponjas. En el mismo sentido, Oliveira y col. (2013)
reportaron que la normalizacion de la microbiota ocurre al menos una semana después del
retiro de las esponjas.

Antes de la colocacion de los dispositivos predominaban las bacterias Gram positivas,
fundamentalmente las especies del genero Bacillus spp. y Staphyloccocus spp.. Por el
contrario, al retirar los dispositivos (esponjas o dispositivos de silicona) la microbiota
dominante cambid a Gram negativa (Publicaciones | y II). Los lipopolisacéridos de las
bacterias Gram negativas han sido relacionados con infertilidad y pérdidas de embarazo en
mujeres debido a la accion directa de los componentes bacterianos sobre la viabilidad y
movilidad espermatica (Gorga y col., 2001). En este sentido, Escherichia coli (Publicacion
1), Trueperella pyogenes and Haemophilus somni (Publicacion I1) fueron las bacterias con
mayor prevalencia luego del retiro de las esponjas. Todas ellas son consideradas patdégenas

oportunistas y estan relacionadas con severos desordenes reproductivos.
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Los resultados de la Publicacion Il demuestran que los cambios en la microbiota
bacteriana vaginal observados al retiro de las esponjas difieren segin el momento del ciclo
estral en que se insertan las mismas. En este estudio, las ovejas que recibieron las esponjas
dos dias despues del celo (GMet) fueron las que mostraron las mayores diferencias en los
pardmetros estudiados. La diferente condicion bioldgica del entorno vaginal generada por
los diferentes momentos del ciclo estral modifican no sélo la composicion de la microbiota
vaginal normal, sino también la respuesta bacteriologica producto de la presencia de la
esponja.

La aplicacion de esponjas generd hiperplasia e hipertrofia epitelial con presencia de
hemorragias e infiltrados perivasculares (Publicacion I1). Se observo un incremento en el
numero de células epiteliales, neutrofilos, macrofagos y eritrocitos luego del retiro de las
esponjas. Estos resultados coincidieron con los reportados por Suérez y col. (2006) quienes
observaron la presencia de un importante nimero de macréfagos en el flujo vaginal luego
del retiro de las esponjas. Estos cambios citologicos revelan la movilizacion y migracion
de leucocitos como consecuencia del estimulo quimiotactico causado directa o
indirectamente por la esponja. Los leucocitos presentes en el epitelio vaginal pueden actuar
contra los espermatozoides disminuyendo la probabilidad de que se produzca la
fecundacién del ovocito ovulado en el celo sincronizado. Ademas, durante estos procesos
inflamatorios se liberan sustancias bioldgicamente activas, tales como radicales libres, que
ejercen un efecto toxico sobre los espermatozoides (Fraczek y Kurpisz, 2007) ya que
ocasionan la peroxidacién de los lipidos de la membrana espermatica, alterando su
integridad morfoldgica y movilidad (Salomon y Maxwell, 2000). La persistencia de estos
cambios al momento de realizar una IA podria contribuir en la reduccion del porcentaje de
concepcidn obtenido después del uso de esponjas intravaginales.

A su vez, los espermatozoides que atraviesan el mucus cervical de ovejas pretratadas
con esponjas presentan alteraciones en su funcionalidad y viabilidad, disminuyendo el
namero y la calidad de los espermatozoides que pueden cruzar a través del cérvix
(Publicacién 1V). Es interesante que mientras la mayoria de los aspectos de calidad
seminal estudiados se vieron afectados negativamente por el contacto con el mucus
proveniente de las vaginas de ovejas tratadas con esponjas, no hubo efectos negativos del
contacto con el mucus de ovejas con celo espontaneo. Mas aln, se observaron mas
espermatozoides con membrana intacta y menos espermatozoides con dafio acrosomal
cuando estuvieron en contacto con mucus de celo espontaneo, lo que podria sugerir un

efecto protector del mucus presente durante los celos espontaneos sobre los
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espermatozoides. Estos resultados podrian explicar por qué la presencia de esponjas
intravaginales tiene un efecto negativo en la tasa de concepcién en los tratamientos de
sincronizacion de celos en ovejas.

En la Publicacion V se observo una reduccion en la tasa de concepcién en los grupos
tratados con esponjas de méas del 10%, sin que se observaran diferencias de acuerdo a que
las esponjas contuvieran o no MAP. De acuerdo a los resultados de las Publicaciones | a
IV, una posible explicacion para esta disminucion es una reduccion en la calidad
espermatica como consecuencia de un ambiente vaginal alterado. La presencia de la
esponja generaria condiciones favorables para el desarrollo de bacterias que no solo
pueden alterar la funcionalidad de los espermatozoides sino también atraer células
inflamatorias capaces de liberar compuestos que afectan a las bacterias y a los
espermatozoides. Asimismo, en el proceso inflamatorio se producen cambios en las
paredes vaginales y se alteran las caracteristicas del moco cervical que los
espermatozoides deben atravesar. Es evidente que en este medio vaginal perturbado, la
capacidad fecundante de los espermatozoides se ve reducida y con ello, la probabilidad de
que se produzca la fecundacion. Ademas, la presencia predominante de bacterias como
Escherichia coli capaces de provocar diversas alteraciones espermaticas, tales como la
reduccion de la movilidad, inducir dafios estructurales y hasta la muerte celular (Yaniz y
col, 2010) contribuyen en forma conjunta con las modificaciones del ambiente vaginal a
disminuir la cantidad de espermatozoides viables y funcionales. Esto ultimo es muy
importante porque la vagina es el sitio donde el macho deposita el semen durante el
servicio natural y es el lugar donde se deposita la dosis de semen durante la 1A ya que la
compleja anatomia del cérvix de la oveja impide el acceso al utero. Teniendo en cuenta
todo lo mencionado, se puede afirmar que los resultados de la aplicacion de dispositivos
intravaginales en protocolos para sincronizacion de celos en ovejas son afectados no solo
por la respuesta ovarica, sino también por las alteraciones generadas en el ambiente

vaginal.
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8. Conclusiones

8.1

La aplicacion de dispositivos intravaginales en ovejas independientemente de su
composicion (silicona o poliuretanos) y de la duracion de los tratamientos (7 o 14

dias) alterd la microbiota bacteriana vaginal normal.

8.2 La microbiota bacteriana vaginal en ovejas cambia segin el momento del ciclo estral

en que es evaluado.

8.3 EI momento del ciclo estral en que se insertaron las esponjas modificé las alteraciones

8.4

provocadas por el uso de esponjas en la composicién de la microbiota bacteriana

vaginal normal.

La aplicacion de esponjas intravaginales en ovejas en anestro gener0 cambios
histologicos y citolégicos de la pared vaginal indicativos de una inflamacién

subaguda.

8.5 El mucus cervical proveniente de ovejas pretratadas con esponjas impregnadas con

8.6

MAP en tratamientos de sincronizacion de celos afectd negativamente la

funcionalidad y viabilidad de los espermatozoides de carnero.

La vaginitis generada por las esponjas intravaginales es responsable de una
significativa reduccion en la tasa de concepcion de los protocolos de sincronizacién de

celos en ovejas ciclicas.

8.7 Los resultados de los protocolos para sincronizacion de celos en ovejas, que incluyen

dispositivos intravaginales, son afectados no sélo por la respuesta ovarica sino

también por los cambios generados en el ambiente vaginal.
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