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RESUMEN

La ovulacion se puede desencadenar de forma espontanea o inducida segun la
especie de la que se trate. En ovuladores inducidos la ovulacion ocurre en respuesta
a estimulos vinculados a la cépula, como ocurre en las llamas, en que existe una
proteina presente en el plasma seminal de los machos que es la responsable de
inducir el pico de hormona luteinizante y la ovulacion. Esta proteina es denominada
BNGF (factor de crecimiento neurolégico beta) y se ha demostrado su presencia en el
plasma seminal de toros y carneros (ovuladores espontaneos), aunque su funcién en
estas especies es auln desconocida. En el presente trabajo se planted investigar si la
administracion de BNGF era capaz de inducir el desarrollo folicular durante el periodo
periovulatorio y producir la ovulacidon en ovejas en anestro estacional con posterior
formacién de cuerpo luteo. El trabajo se realiz6 durante octubre (anestro estacional),
con 24 ovejas y borregas de una cruza que tenia como base las razas Milchschaf y
Finnish Landrace (50,7 + 2,5 kg y condicion corporal de 3,3 £ 0,5; media + DE). A las
mismas se le insertaron dispositivos intravaginales impregnados con progesterona,
con el fin de simular una fase latea. Al momento del retiro de los dispositivos, siete
dias después de la introduccion se dividio los animales en tres grupos homogéneos.
Las ovejas del primer grupo no recibieron ningun tratamiento (grupo Control) (n=8), a
las del segundo grupo se les administré6 un analogo de la hormona liberadora de
gonadotropina (acetato de gonadorelina, 50 pg/animal 1V, control positivo) (grupo
GEN) (n=7), y a las del tercer grupo una dosis de un purificado de BNGF obtenido del
plasma seminal de llamas (1 mg/animal, 1V) (grupo BET) (n=9). Mediante ecografia
transrectal se registré el tamafio de los foliculos mayores a 4 mm y su desarrollo, cada
12 h, desde el retiro de los dispositivos intravaginales hasta detectar la ovulacién o
regresion de los mismos. Se consideré a los foliculos que superaban los 4 mm como
preovulatorios y que hubo ovulacion cuando ocurri6 la desaparicion de uno de estos.
Ocho dias después se realizé un control ecografico para evaluar los cuerpos luteos
formados. Las ovulaciones fueron de un solo foliculo y ocurrieron Gnicamente en el
grupo BET, donde 8 de 9 ovejas ovularon. Ademas, el nimero de foliculos grandes
observados por dia en este grupo fue mayor que en los otros dos. Se observé en cinco
de ellas presencia de una estructura compatible con cuerpo Iiteo, mientras que en las
restantes no se logro identificar. Por lo tanto, el tratamiento con BNGF estimulé el
desarrollo folicular e indujo la ovulacion en ovejas en anestro.



SUMMARY

Ovulation may be spontaneously triggered or induced, depending on the species in
question. In the case of induced ovulators, ovulation occurs as a response to mating-
associated stimuli; for instance, in llamas a protein present in the seminal plasma of
males is responsible for inducing a surge in luteinizing hormone and ovulation. This
protein is called BNGF (nerve growth factor beta), which has been proven to be present
in the seminal plasma of bulls and rams (spontaneous ovulators), although its function
is yet unknown in these species. In this study, we investigated whether the
administration of BNGF was capable of inducing follicular development during the
preovulatory period and producing ovulation in sheep in seasonal anoestrus with
subsequent formation of the corpus luteum. To begin with, 24 Milchaschaf- and Finnish
Landrace-based crossbred sheep and lambs (50.7 £ 2.5 kg, and body condition of 3.3
+ 0.5; average + DE) were used. These animals were inserted progesterone
impregnated intravaginal devices with the purpose of stimulating a luteal phase. At the
time of removing the devices (seven days after being introduced), the animals were
divided in three homogenous groups. The sheep included in the first group did not
receive any treatment (Control group) (n=8), while the sheep in the second group were
administered a gonadotropin-releasing hormone analogue (gonadorelin acetate, 50
pg/animal IV, positive control) (GEN group) (n=7), and the sheep in the third group
received a dose of purified BNGF obtained from seminal plasma of llamas (1
mg/animal, 1V) (BET group) (n=9). By means of transrectal ultrasound, the size of
follicles greater than 4 mm and their growth were registered every 12 hours, from the
time of removing the devices until detecting ovulation or their regression. Follicles
larger than 4 mm were considered as preovulatory, and ovulation was deemed to occur
upon disappearance of one of such follicles. Eight days later, an ultrasound
examination was performed to evaluate the corpus luteum formed. Ovulations were of
single follicle and occurred only in the BET group, where 8 out of 9 sheep ovulated.
Furthermore, the number of large follicles observed per day in this group was greater
than in the other two. A corpora lutea-compatible structure was observed in 5 of them,
with no identification in the remaining animals. Consequently, the treatment with BNGF
stimulated follicular growth and induced ovulation in sheep in anoestrus period.



1. INTRODUCCION

La produccion agropecuaria es la base de la economia del pais (Secretariado de la
Lana (SUL), 2020). En el rubro ovino los cambios productivos vinculados a la caida
del precio de la lana durante los ultimos afios exigen producir en forma mas eficiente
carne de cordero para mantener la rentabilidad en los sistemas ovinos, lo cual requiere
modificaciones en el manejo reproductivo tradicional. Cualquier incremento en la
produccion de corderos que no demande costos importantes redundara en un
incremento potencial de las ganancias del productor. Existen varias estrategias
reproductivas para incrementar la produccion de corderos: aumentar la cantidad de
corderos nacidos por parto o aumentar la cantidad de partos por oveja. Las ovejas
presentan reproduccién estacional, lo que determina que exista un prolongado periodo
del afio durante el cual no hay ciclicidad ni prefiez. En nuestro pais, las ovejas de raza
Corriedale (mas predominante) comienzan a ciclar en febrero y si no quedan prefiadas
continban haciéndolo hasta junio-julio (Ungerfeld y Rubianes, 2001). Como regla
general, las ovejas de razas carniceras comienzan su época reproductiva mas tarde y
las de lana mas fina ciclan mas tempranamente. La estacionalidad reproductiva
sumada al hecho de que la gestacién dura 5 meses determina que no sea posible
obtener partos entre noviembre y junio. La actividad reproductiva en los ovinos puede
ser controlada, por ejemplo, a través del control del fotoperiodo de forma artificial,
regulacion de la temperatura, estimulando las ovejas mediante el efecto macho, entre
otros (Pijoan, Garcia y Lucas, 1987), siendo el método mas utilizado el tratamiento
hormonal (Sharkey, Callan, Mortimer y Kimberling, 2001). La administracion de
progestinas, sustancias similares a la progesterona secretada por el cuerpo luteo (CL),
se realiza comunmente por dispositivos intravaginales (esponjas o CIDR). Durante el
anestro estacional el uso de estos dispositivos en combinacion con hormonas como
la gonadotrofina corionica equina (eCG) determina que ocurra la ovulacion (Ungerfeld
y Rubianes, 2001). La utilizacion de técnicas que permitan inducir celos fuera de la
estacion reproductiva puede tener varias ventajas, como por ejemplo encarnerar las
ovejas 3 veces en 2 afos, incrementando la cantidad de corderos producidos
(Ungerfeld y Rubianes, 2001).



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Fisiologia reproductiva del ovino

2.1.1. Ciclo estral

El ciclo estral es un conjunto de eventos que se repiten sucesivamente (Ungerfeld,
2002) y tiene una duracion de 16 a 17 dias, siendo mas corto en borregas que en
ovejas adultas (Uribe, Correa y Osorio, 2009). El ciclo estral lo podemos dividir en
proestro (desde el comienzo de la luteolisis hasta el inicio del celo), estro (celo) el cual
se considera como el dia 0 del ciclo, ya que este es facilmente detectable debido a la
manifestacion del comportamiento sexual por parte de la hembra (Ungerfeld, 2002),
metaestro (desde el final del celo hasta la formacion del cuerpo lateo) y diestro
(presencia del cuerpo lateo activo) (Ungerfeld, 2011). También de manera mas
sencilla lo podemos dividir en 2 fases, una fase luteal que se extiende desde el dia 2-
3 hasta alrededor del dia 13 y una fase folicular que va desde la luteolisis (regresion
del cuerpo luteo) que se produce el dia 13-14 hasta el dia 2 (Ungerfeld, 2011).

2.1.2. Estacionalidad reproductiva

Los ovinos son una especie con una estacionalidad reproductiva marcada, lo que
significa que los ciclos estrales ocurren sucesivamente durante un periodo limitado del
afo. Por eso, la oveja es considerada una especie poliéstrica estacional (Karsch,
1980). ElI comienzo de la actividad reproductiva ocurre con la disminucion del
fotoperiodo (Atuesta y Gonella, 2011). La glandula pineal juega un rol imprescindible
en este proceso, actuando como un érgano transductor neuroendocrino capaz de
convertir la sefial nerviosa proveniente de la retina en una sefial quimica resultando
en la produccion de melatonina (Leyva-Ocariz, 2014). Esta hormona actla en la
regulacion de la actividad del eje hipotdlamo-hipéfisis-gonadal (Binkley, 1988). La
sintesis y liberacion de melatonina esta acoplada al ciclo de luz-oscuridad; sus niveles
en la glandula pineal y en la sangre periférica aumentan en la noche y disminuyen
durante el dia (Keefe y Turek, 1985; Turek y Van Cauter, 1988). La liberacion nocturna
de melatonina es la sefal traductora de la informacion fotoperiodica a los centros
hipotaldmicos que controlan la liberacion de hormonas hipofisarias siendo estas la
hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH) (Ungerfeld, 2002).

2.1.3. Regulacién neuroendocrina del ciclo estral

El ciclo estral resulta de la coordinacién de cuatro estructuras principales: el
hipotalamo, la hipdfisis, los ovarios y el Utero. Estas estructuras se comunican
mediante mecanismos endocrinos. Las principales hormonas involucradas son la
hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), secretada por el hipotalamo, la LH y
FSH secretada por la hipofisis, el estradiol, la inhibina y la progesterona de origen
ovarico y la prostaglandina F2 alfa (PGF2a) secretada por el utero (Ungerfeld, 2002).
Durante la fase folicular ocurre una disminucién en la concentracién de progesterona
como consecuencia de la lutedlisis; la emergencia y crecimiento del/los foliculo/s
durante este periodo conlleva un aumento en la concentracion de estrégenos (E2) que
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son responsables de los cambios comportamentales que desencadenan Ila
receptividad sexual. Neuronas GnRH carecen de receptores para E2, por lo que la
liberacion de GnRH no ocurre por la accion directa de estos, sino que otros grupos
neuronales sensibles a los E2 intermedian su accién (Smith, Cunningham, Rissman,
Clifton, Steiner, 2005). Estas neuronas secretan kisspeptina y otros péptidos que
regulan la secrecibon de GnRH en respuesta al aumento preovulatorio de la
concentracion sanguinea de E2 (Casey et al., 2012). Luego de la ovulacion las células
del foliculo ovulatorio se diferencian a células luteales y constituyen el CL secretando
grandes cantidades de progesterona, comenzando asi la fase luteal (Atuesta y
Gonella, 2011). La progesterona genera un control negativo sobre la frecuencia de
pulsos de LH inhibiendo por tanto la pulsatilidad de esta hormona. Por otro lado,
mientras esta presente durante los primeros dias de la fase luteal, la progesterona
inhibe la secrecion uterina de PGF2a, determinando con ello el momento del ciclo en
el que se produce la lutedlisis. La permanencia del CL dependera del balance entre
factores luteotroficos y luteoliticos (Ungerfeld, 2002).

2.1.4. Desarrollo folicular

En la oveja, el desarrollo folicular ocurre en un patron de ondas. El proceso de
crecimiento folicular es continuo e independiente de la fase del ciclo estral. Una vez
iniciado, el foliculo se desarrollara de su estado primordial (100 um) hasta la ovulacién
(mayor que 5 mm en la oveja) o en la mayoria de los casos hasta su atresia (Uribe et
al., 2009). Muchos estudios describen que hay de dos a cuatro ondas foliculares
durante cada ciclo estral (Uribe et al., 2009), pero hay varios factores que pueden
afectar el nUmero de ondas por ciclo. Durante la transicion desde el anestro estacional
a la estacion reproductiva los ciclos inter ovulatorios pueden ser mas largos o mas
cortos que lo normal y por lo tanto tienen mas o menos ondas foliculares (Ginther, Kot,
Wiltbank, 1995). Estos foliculos crecen y uno de ellos es seleccionado, continta
creciendo y se convierte en foliculo dominante, mientras el resto de los foliculos,
llamados subordinados, se vuelven atrésicos y regresan (Ungerfeld, 2002). La raz6n
por la cual el foliculo dominante puede crecer con niveles bajos de FSH mientras que
los subordinados se atresian puede estar relacionado con la sintesis de receptores
para LH en las células de la granulosa del foliculo dominante. Todos los foliculos
poseen receptores de LH en las células de la teca y de FSH en la granulosa pero sélo
el foliculo dominante adquiere receptores de LH en las células de la granulosa. La
cantidad de receptores de LH aumenta abruptamente a partir del dia 3 de la onda,
cuando el foliculo dominante tiene mas de 5 mm de didmetro. La LH se une a los
receptores de las células de la granulosa estimulando una mayor produccion de E2,
lo que le permite al foliculo seguir creciendo aun cuando disminuyen los niveles de
FSH (Ginther et al., 1995). El foliculo dominante de la primera onda es anovulatorio
porque se desarrolla durante la fase luteal y tiene una fase de crecimiento, una fase
estatica y una fase de regresion (Ginther, Kastelic y Knopf, 1989).

2.1.5. Mecanismo de ovulacion

La ovulacién es un momento crucial en el proceso reproductivo de mamiferos, donde
los eventos que conducen a ella y la posibilidad de manipularla han sido motivo de
investigacién con el fin de comprenderlos (Thiery y Martin, 1991). Esto es de gran
importancia para el uso de biotecnologias como la inseminacion artificial (I1A), la cual

10



brinda muchas ventajas como el mejoramiento genético, aprovechamiento de machos
de alto valor genético, entre otras (Jaime, 2004). El éxito en la utilizacién de esta
herramienta depende, entre otras cosas, del momento en el cual se realiza, ya que el
momento de inseminacion debe ajustarse con relacion al momento en el que ocurre
la ovulacion. La mayor probabilidad de fertilizar se logra cuando la IA se realiza entre
12 y 18 h luego del comienzo del celo (Ax et al., 2000). El proceso ovulatorio se
desencadena a partir de un aumento de 20 a 80 veces de los niveles basales de LH,
lo que se conoce como pico preovulatorio de LH (Thiery y Martin, 1991).

El pico de LH y por tanto la ovulacion se puede desencadenar de forma espontanea o
inducida segun la especie de la que se trate. En las especies de ovulacion espontanea
el pico de LH se desencadena a partir de mecanismos endocrinos enddgenos
(Ungerfeld, 2002). En la oveja, la ovulacion ocurre entre 22 y 26 h luego del pico de
LH (Cumming et al., 1973) y entre 24 a 30 h después del inicio del estro en la vaca
(Peter, Levine, Drost y Bergfelt, 2009; Senger, 2003). La disminucion de la
progesterona determina que se produzca un aumento de la GnRH. Ante cada pulso
de GnRH la hipofisis responde con un pulso de LH y el foliculo responde a la LH
secretando E2. Los E2 determinan que se produzca rapidamente un nuevo pulso de
LH el que inducird un nuevo incremento de E2. A su vez el estradiol incrementa la
sensibilidad de la hipdfisis a la GnRH (Reeves, Arimura 'y Schally, 1971).

El pico de LH determina la ruptura del foliculo preovulatorio, la liberacion del ovocito y
posterior luteinizacion del mismo (Ungerfeld, 2002). Aun antes de que la ovulacion
ocurra, la LH induce a que las células de la granulosa se diferencien a células luteales.
Ademas, estimula la produccion local de sustancias que debilitan la union intercelular
en la pared folicular. Sustancias como la PGF2aq, prostaglandina E2 (PGE2), los E2 y
la relaxina incrementan su concentracion en el liquido folicular durante este periodo.
La inhibicion experimental de la produccion de algunas de estas hormonas impide que
se desencadene el proceso ovulatorio (Ungerfeld, 2002), lo cual sugiere que participan
en el proceso de debilitamiento de la pared, necesario para que se produzca la
ovulacion.

En especies de ovulacion inducida el pico de LH, y por tanto la ovulacion, ocurren en
respuesta a estimulos desencadenados por la cépula. En los camélidos (camellos
bactrianos, llamas, alpacas) existe una proteina presente en el plasma seminal (PS)
de los machos que es la responsable de inducir el pico de LH y la ovulacién (Ratto,
Huanca y Adams, 2010). El primer estudio que documenta un papel directo del semen
sobre el mecanismo ovulatorio fue informado por Chen, Yuen y Pan (1985) donde se
observ6 ovulacién después de una deposicién de semen en la vagina de camellos
bactrianos hembras que no tuvieron contacto fisico con el macho. La existencia de un
factor inductor de la ovulacion (OIF, por sus siglas en inglés) en el PS se confirmé de
manera convincente en una serie de estudios con llamas y alpacas en los que el 90%
de las hembras ovularon después de la administracion de una Unica dosis
intramuscular de PS (Adams, Ratto, Silva y Carrasco, 2016). El descubrimiento de
esta molécula presente en el PS de llamas y alpacas denominado, en un primer
momento OIF, llevé a un cambio en el concepto de ovulacion inducida, ya que esta
molécula es la responsable de la ovulacion en estas especies (Adams, Ratto, Huanca
y Singh, 2005). Estudios recientes, principalmente en llamas y alpacas, caracterizaron
las propiedades biolégicas y quimicas de OIF y finalmente lo identificaron como factor
de crecimiento neurolégico beta (BNGF, por sus siglas en inglés) (Ratto et al., 2012).
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Las implicaciones de los descubrimientos relacionados con BNGF en los tejidos
reproductivos se extienden mas alla de las especies de camélidos. Los resultados de
estudios recientes muestran que la presencia y funcién de BNGF en el PS se
conservan entre las especies consideradas como ovuladores inducidos, asi como
entre las consideradas como ovuladores espontaneos (Adams et al., 2016). En un
estudio protedmico se comparo la composicion de proteinas del PS de siete especies
de mamiferos y se observé que si bien este factor es la principal proteina en el PS de
los camélidos, también esta presente en pequeias cantidades en el PS del toro, el
carnero y el caballo (Druart et al., 2013); aunque no esta del todo claro el rol que
cumple esta proteina en estas especies. En un estudio realizado en vacas, se observo
que BNGF purificado no indujo la ovulacién (Tanco, Van Steelandt, Ratto y Adams,
2012), pero el tratamiento con PS bovino resulté en ovulaciones mas sincronicas vy,
ademas, se observo un efecto luteotrofico (Tribulo, Bogle, Mapletoft, y Adams, 2015).
Este efecto se debié a un cambio en el patrén de secrecion de la LH, lo que mejor¢ la
vascularizacién durante el periodo preovulatorio y etapas tempranas del desarrollo
luteal, resultando en un incremento de la secrecion de progesterona (Ratto, 2016). La
administracién intramuscular de BNGF en llamas ha demostrado que su accion es
sistémica (Panez, Huanca, Huanca, Ratto y Adams, 2009). Ademas, la realizacion de
un curetaje endometrial (con el fin de simular el efecto abrasivo de la copula, propio
de esta especie), previo a la administracion intrauterina de PS, facilité la absorcion de
BNGF e incrementé el efecto del PS (Ratto, Huanca, Singh y Adams, 2005).

En ovinos la informacion disponible sobre posibles efectos de la monta o del PS es
muy escasa. Sin embargo, la presencia de carneros durante el periodo estral puede
tener dos efectos; inducir la ovulacion antes que en ovejas aisladas de carneros y
concentrar las ovulaciones en un alto porcentaje de animales (Lindsay, Cognie,
Pelletier y Signoret, 1975). También se ha demostrado que la presencia de los
carneros puede influir en la duraciéon del comportamiento estral de las ovejas. El
periodo de receptividad pareceria ser mas corto en ovejas mantenidas en contacto
con carneros que en las que sélo tuvieron contacto intermitente con estos (Fletcher y
Lindsay, 1971). En estos experimentos no se estudio la copula en si, sino la presencia
del macho. Recientemente se ha estudiado el efecto de la copula sobre variables
como la duracion del celo, el momento de la ovulacion y la secrecion de hormonas en
el periodo periovulatorio. Se demostré que el apareamiento realizado frecuentemente
(cada 3 h, hasta que la hembra no aceptaba mas la monta) durante el periodo de
receptividad sexual reduce la duracibn de ésta, aumenta la secrecion de LH,
disminuye la relacion LH/E2 y modifica el momento de la ovulacién en relacion con el
final del estro (Bottino, Perez-Clariget, Rodriguez, Ratto y Ungerfeld, 2021). Estos
autores sugieren que durante la cOpula se producen acciones mecanicas y que,
ademas, podria haber sustancias presentes en el PS del carnero que podrian ser las
responsables de los efectos observados.

Se ha demostrado que las acciones biolégicas de BNGF estan mediadas por la
interaccién con el receptor de tirosina quinasa A (trkA) el cual es un receptor de alta
afinidad para BNGF (Minichiello et al., 1995) y el receptor p75 el cual es de baja
afinidad (Sanchez, 2019). El receptor TrkA es una proteina tirosina quinasa que se
activa por la union de la neurotrofina (BNGF) desencadenando diferentes cascadas
de sefializacién (Rodriguez, 2014). Se demostré la presencia de receptores trkA 'y p75
en foliculos de diversas especies como vaca (Carrasco, 2016) y cabra (Naicy et al.,
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2016) los cuales se encuentran en las células de la granulosa y de la teca (Garcia et
al., 2018). En ovinos, Barboni et al. (2002) demostraron la presencia de receptores
trkA en las células del cumulus de ovocitos mediante la técnica de
inmunohistoquimica. Frente a la exposicion a BNGF estos ovocitos experimentan
expansion y maduracion lo que sugiere un papel en el mecanismo que controla este
proceso. Los experimentos revelaron que el receptor trkA que se encuentra en las
células del cumulus es un verdadero receptor transmembrana que transduce la
estimulacién del BNGF. Si bien no se conoce la accién de BNGF sobre el desarrollo
folicular y la ovulacién en ovinos, la localizacion de estos receptores y las acciones
anteriormente mencionadas indicarian que puede tener algun rol durante el periodo
preovulatorio en esta especie.

El factor de crecimiento neuroldgico beta (BNGF) es una neurotrofina presente en el
sistema reproductor de muchas especies animales e interviene en importantes
funciones como la espermatogénesis, foliculogénesis, maduracién de gametos y
ovulacion. Para la obtencion de esta molécula se recolectan eyaculados de llama por
vagina artificial, luego el PS se separa por centrifugacion de la porcién celular del
eyaculado y las muestras se almacena congeladas. EI PS se carga en una columna
de cromatografia para obtener la fraccién proteica B de 14 kDa considerada BNGF
purificado (Ratto, 2012).
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3. HIPOTESIS

La administracion intravenosa de un purificado de BNGF induce el desarrollo folicular
y la ovulacion en ovejas en anestro.

4. OBJETIVO

Determinar si la administracién de BNGF estimula el desarrollo folicular y la ovulacién
en ovejas en anestro.
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5. MATERIALES Y METODOS

El trabajo experimental se realiz6 en la estacion experimental "Wilson Ferreira
Aldunate”, INIA Las Brujas, la cual se encuentra ubicada al suroeste del departamento
de Canelones, en el paraje denominado Rincon del Colorado (latitud: S 34° 40 m 19s).
El mismo se realizo fuera de la estacion reproductiva de los ovinos en el mes de
octubre. EIl protocolo fue aprobado por la Comision de Experimentacion Animal de
INIA.

5.1. Obtencién del BNGF

El purificado de BNGF fue obtenido en el Instituto de Ciencia Animal, Facultad de
Ciencias Veterinarias, Universidad Austral de Chile, Valdivia, Chile. El mismo se
obtuvo a partir de semen colectado de llamas mediante la utilizaciéon de vagina
artificial, y posterior centrifugado para separar el PS. Luego, este fue congelado hasta
su procesamiento. EI PS fue descongelado y cargado sobre una columna de
cromatografia para obtener la fraccion proteica B de 14 kDa considerada BNGF
purificado. Su efectividad fue validada por bioensayo en llamas, como lo describe
Ratto (2012).

5.2.  Animales y su manejo

Se utilizaron 24 ovejas (10 borregas y 14 ovejas de cria), de una cruza que tenia como
base las razas Milchschaf y Finnish Landrace (50,7 £ 2,5 kg y condicién corporal de
3,3 £ 0,5; media £+ DE). A las mismas se les realiz6 una evaluacion clinica y
ginecoldgica la cual constd de evaluar condicidon corporal, mucosas, revision de
dientes, aparato locomotor y conformacién vulvar para darlas como aptas para ser
incluidas en el experimento. En cuanto al manejo sanitario se les habia administrado
recientemente vacunas clostridiales y antiparasitario interno. Estos ovinos
permanecian en un potrero en base a gramineas naturales, con aguadas artificiales.

5.3. Tratamiento

Siete dias antes de aplicar los tratamientos se insertaron dispositivos intravaginales
impregnados con progesterona (CIDR Ovis 0,35 g, Zoetis, Porto Salvo, Portugal) con
el fin de simular una fase Iitea. Al momento del retiro de los dispositivos los animales
fueron divididos en tres grupos homogéneos segun el peso, la raza y la edad. Las
ovejas del primer grupo no recibieron ningun tratamiento (grupo Control) (n=8, 3
borregas y 5 ovejas), a las del segundo grupo se les administré un analogo de la GnRH
(gonadorelina acetato, 50 ug/animal IV, control positivo, Syntex, Buenos Aires y
Argentina) (grupo GEN) (n=7, 3 borregas y 4 ovejas), y las del tercer grupo recibieron
una dosis del purificado de BNGF (1 mg/animal, 1V) (grupo BET) (n=9, 4 borregas y 5
ovejas).

5.4. Examen ecografico de los ovarios
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Se realizaron ultrasonografias ovaricas seriadas por via transrectal, utilizando un
transductor de matriz lineal de 7,5 MHz acoplado a un monitor (United Imaging
IUStarl60 vet model, Beijing, China) al momento de retirar los dispositivos
intravaginales, al aplicar los tratamientos y luego cada 12 h hasta detectar la ovulacion
u 84 h posteriores al tratamiento. Esto se llevdo a cabo con el animal en pie,
introduciendo la sonda previamente lubricada con un gel en base a
carboximetilcelulosa en el recto. Una vez localizados los ovarios a ambos lados del
Utero, se registré el tamafio de los foliculos mayores a 3 mm tomando dos medidas
del diametro folicular y calculando un promedio entre ellas. Posteriormente estos
foliculos fueron medidos en cada control ecografico para determinar su desarrollo y
su ovulacion o regresion. Se considero6 a los foliculos que superaron los 4 mm como
preovulatorios y que hubo ovulacion cuando ocurrid la desaparicion de uno de estos
en el siguiente control ecografico. A los 8 dias de detectada la ovulacion se realizo
una ecografia para evaluar el CL formado, donde se evalué el tamafio de los mismos.

Figura 1. Imagenes obtenidas durante el control ecografico ovarico. Se visualizan
foliculos preovulatorios. Se muestran los didmetros foliculares (diametro 1 y
diametro 2) de los cuales se calculé un promedio para obtener la medida final

i L
i

Foliculo preovulaorio Foliculo preovulaorio
Diametro 1: 0,53 cm, didmetro 2: 0,62 cm Diametro 1: 0,78 cm, diametro 2: 0,72 cm
Promedio: 0,57 cm Promedio: 0,75 cm

5.5. Andlisis estadistico

Las variables que se midieron en el experimento fueron la cantidad de ovejas que
ovularon en cada grupo, el tamafio del primer y segundo foliculo mayor hasta la
ovulacion, el foliculo mayor hasta 48 h luego del tratamiento, y el nimero de foliculos
grandes y medianos por dia. Para cada una de ellas se determind la distribucién
normal por la prueba de Shapiro-Wilk, y luego se compararon los datos con modelos
mixtos. El modelo incluye el tratamiento, el tiempo y su interaccion como efectos
fijos. La frecuencia de ovejas que ovularon se comparé mediante el test de
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probabilidad exacta de Fisher. Las diferencias fueron consideradas significativas
cuando p < 0,05, y tendencias cuando 0,05 <p <0,1.
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6. RESULTADOS

La cantidad de ovulaciones en cada grupo, el tamafio del primer y segundo foliculo
mayor hasta la ovulacion, el foliculo mayor hasta 48 h luego del tratamiento, y el
namero de foliculos grandes y medianos por dia, se presentan en la Tabla 1. Las
ovulaciones fueron de un solo foliculo y ocurrieron Unicamente en el grupo BET, donde
8 de 9 ovejas ovularon. No hubo diferencias significativas entre el tamafio del primer
foliculo mayor hasta el momento de la ovulacion entre los grupos, pero el tamafio del
segundo foliculo mayor fue menor en el grupo GEN respecto a los demas grupos. El
namero de foliculos grandes observados por dia fue mayor en el grupo BET, en
cambio la cantidad de foliculos medianos observados por dia fue mayor en el grupo
GEN que en el grupo control y BET (1,3 £ 0,1, 1,05 + 0,1 y 0,92 £ 0,1 mm, media *
EEM; p=0,05, respectivamente). En cinco ovejas del grupo BET se observd la
presencia de CLs pequefios (siendo 3 de ellas ovejas de cria y 2 borregas) mientras
gue en las restantes no se observo (1 oveja de cria y 2 borregas).

Tabla 1. Medias de minimos cuadrados, EMM pooleado y valor P de ovulaciones y
tamanfos foliculares registrados mediante controles ecogréficos realizados cada 12 h,
luego de aplicar los tratamientos (Control, GEN y BET).

Control GEN BET EEM P

Diametro del
foliculo
mayor hasta 3,8 3,6 3,7 0,02 ns
la ovulacion

(mm)

Diametro del

segundo

foliculo hasta 3,42 1,50 3,32 0,01 0,001
la ovulacion
(mm)
Diametro del
foliculo
mayor hasta
48 h post
tratamiento
(mm)
Cantidad de
foliculos
mayores a 4
mm/dia
Cantidad de
foliculos
medianos (2-
4 mm)/dia
Ovejas que
ovularon

4,22 3,4° 4,12 0,02 0,007

0,872 0,47° 1,14¢ 0,001

1,052 1,3° 0,922 0,1 0,05

0/8 0/7 8/9 - 0,001

Distintas letras en la misma fila: P<0,05
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7. DISCUSION

En este trabajo se observo que la administracion intravenosa de un purificado de
BNGF, extraido del plasma seminal de llama, indujo la ovulacion en 8 de 9 ovejas en
anestro estacional. No se conoce exactamente cual es el mecanismo de accion del
BNGF en la oveja, pero para inducir la ovulacion se presume que debio actuar a nivel
del eje hipotalamo-hipofisario y asi desencadenar el pico preovulatorio de LH. En la
llama (ovuladores inducidos) BNGF es responsable de inducir el pico de LH y la
ovulacion luego de la copula (Ratto et al., 2010). Algunos autores plantean la accion
directa de esta proteina sobre las células secretoras de GnRH (Silva et al., 2011). Sin
embargo, las neuronas secretoras de GnRH tienen escasos receptores para BNGF
(Carrasco, Singh, Ratto y Adams, 2021). Por lo tanto, en llamas, se ha propuesto que
la secrecion de GnRH por parte de estas neuronas estd modulada por la accion de
neuropéptidos (kisspeptina y neuroquinina B), secretados por interneuronas que
presentan receptores para BNGF (Carrasco, 2016). En la llama, los receptores de
BNGF (TrkA y p75) se observaron en el tabique medial y banda diagonal de Broca, y
en poblaciones de células en el hipotalamo periventricular y dorsal (Carrasco et al.,
2021). En llamas las neuronas secretoras GnRH estan presentes principalmente en la
eminencia media y en el hipotalamo medio-basal (Caldani, Batailer, Thiery y Dubois,
1988; Lehman, Robinson, Karsh y Silverman, 1986), al igual que en las ovejas donde
la mayoria de las neuronas secretoras de GnRH se encuentran en el hipotalamo
medio-basal (Carrasco, 2016). En ovuladores espontaneos como los ovinos la
liberacion de GnRH esta regulada por la secrecion ovarica de E2 que son producidos
por las células de la granulosa del foliculo. EI aumento de la concentracion sanguinea
de los E2 es responsable de desencadenar el pico preovulatorio de LH mediante una
retroalimentacion positiva sobre la secrecion de GnRH y un aumento en la
sensibilizacion de las células gonadotropas a la accion de esta hormona (Rodriguez,
2000). En esta especie, las neuronas GnRH carecen de receptores para E2, por lo
que la liberacién de GnRH no ocurre por la accion directa de estos, sino que otros
grupos neuronales sensibles a los E2 intermedian su accion (Smith et al., 2005). Al
igual que en llamas, estas neuronas secretan kisspeptina y otros péptidos que regulan
la secrecion de GnRH en respuesta al aumento preovulatorio de la concentracién
sanguinea de E2 (Casey et al., 2012). En ovinos no se ha demostrado la presencia de
receptores para BNGF en estas interneuronas. Sin embargo, la accion de BNGF sobre
ellas podria explicar los efectos observados en el presente trabajo. Para confirmar
esto, mas estudios deberian ser realizados ya sea midiendo la cantidad de LH
secretada luego del tratamiento con BNGF o demostrando la presencia de receptores
para BNGF en las interneuronas que modulan el pico de GnRH y LH en ovejas.

En el presente trabajo se observo al dia 8 del tratamiento con BNGF, la presencia de
CLs pequeiios en 5 de 8 ovejas que ovularon (de las cuales 3 eran ovejas de criay 2
borregas), mientras que en las restantes ovejas que ovularon no se logré identificar
CLs (3 de 8 ovejas). Lo observado podria deberse a un fendmeno definido como
“cuerpo luteo de vida corta” (Hernandez et al., 2010), similar a los descritos en ovinos
luego de la primera ovulacion (pubertad), en el postparto (Hernandez, Valencia y
Zarco, 1997), luego de estimular a las ovejas con carneros para inducir la ovulacion
(efecto macho) (Rodriguez et al., 2013), en el periodo de transicion del anestro
estacional a la ciclicidad (Christensen, Haresign y Khalid, 2014) y en las ovulaciones
inducidas durante el anestro con hCG y GnRH (Hernandez et al., 1997). Estos CL
regresan entre el dia 4 y 5 después de la ovulacién (Hernandez et al., 1997), son
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pequefios (< 5 mm), pobremente irrigados, con poca 0 ninguna protuberancia en la
superficie del ovario y estan asociados a concentraciones bajas de progesterona
circulante (Oliveira et al., 2009). Por un lado, considerando el dia en el que se realiz6
la ecografia para la evaluacion de CL (8 dias luego de la ovulacion), es probable que
se hayan evaluado CL que sufrieron una luteolisis temprana. Sin embargo, el nivel de
progesterona circulante en sangre no fue determinado en el presente trabajo, por lo
gue, no se puede afirmar que se trate este fenOmeno. Si las concentraciones hubieran
sido bajas, se reforzaria la teoria de que lo que ocurrié con estos CLs fue una regresion
temprana. Estos CLs de vida media corta podrian estar asociados, por un lado, al
momento en que fue realizado el experimento (anestro estacional). Durante la
transicion del anestro a la ciclicidad en la oveja, la ovulacion y la luteogénesis ocurren
debido a un soporte gonadotrofico inadecuado (Chemineau, Pellicer-Rubio, Lassoued,
Khald y Monniaux, 2006). La cantidad de progesterona secretada por los CLs
formados bajo estas circunstancias es incapaz de inhibir la secrecién de la PGF2a
uterina lo que desencadena la regresion prematura del CL (Hernandez et al., 2010).
Otro factor a tener en cuenta es que en el trabajo experimental se formaron grupos
homogéneos partiendo de ovejas de diferentes categorias (borregas y ovejas de cria).
Fernandez (2000) plantea que la regresion prematura del CL ocurre en un alto
porcentaje de borregas luego de la primera ovulacién, pudiendo ser por esta razén
que se observaron CLs méas pequefios ya que la mitad del grupo BET estaba
conformado por ovejas de esta categoria.

Otro efecto observado en el presente trabajo fue que el tratamiento con BNGF
aumento la cantidad de foliculos grandes observados por dia. En vacas tratadas con
BNGF, el tratamiento no indujo la ovulacion, pero aumento el nivel de FSH circulante.
El tratamiento con BNGF se asocié con la supresién del crecimiento del foliculo
dominante existente y regresion tardia de los foliculos subordinados, los que
continuaron creciendo (Tanco et al., 2012), pudiendo esto ser la explicacion para la
mayor cantidad de foliculos grandes observados en el presente trabajo. Por otro lado,
muchos autores plantean la acciéon de BNGF a nivel de los foliculos. Mediante un
experimento en ratones, Tessarollo (1998) sugiere que BNGF, se une a sus receptores
y promueve el crecimiento, el mantenimiento, la proliferacién y la diferenciacion de las
células de la teca y la granulosa de los foliculos preantrales y antrales, de manera
independiente a la accién de las gonadotrofinas. Ademas, Barboni et al. (2002)
describieron la presencia de receptores Trka en foliculos ovinos. Lo anteriormente
dicho sugiere que BNGF podria tener una accion directa en foliculos en desarrollo, lo
cual también podria explicar los resultados obtenidos.
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8. CONCLUSION

La administracion intravenosa de un purificado de BNGF extraido del plasma seminal
de llama estimulo el crecimiento de los foliculos e indujo la ovulacion en ovejas en
anestro estacional, aunque no se pudo comprobar su efecto luteogénico en el
presente trabajo.
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