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anillos incompletos y desalineados. Las flechas indican la direccion y el maximo de
profundidad cervical que se puede alcanzar de acuerdo al grado de complejidad de
la anatomia del cérvix (Kershaw y col., 2005, modificado por Candappa y Bartlewski,
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una p<0,0001.
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Corriedale tratadas con 100 pg (2 mL) de Cb (Decomoton, Laboratorios Callier,
Uruguay; grupos Cb y Cb+DMSO, n=5y n=7, respectivamente) y DMSO 2 % (1 mL)
en glicerina en forma topico intra vaginal (Carlo Erba, N° lote P1C024121D; grupos
DMSO y Cb+DMSO, n=6 y n=7, respectivamente) y suero fisiolégico i/m (2 mL) y
glicerina intravaginal (1 mL) (grupo Control, C, n=6), 12 h antes del momento
esperado de la inseminacion artificial a tiempo fijo luego de la sincronizacion de la
ovulaciéon con esponjas impregnadas en MAP y eCG i/m (42 h post eCG). Diferentes
letras indican diferencias significativas entre h post eCG con una p<0,0001. El
asterisco indica una tendencia a ser diferentes entre h post eCG con una P= 0,0898.

Figura 9. Incremento de la Penetrabilidad cervical (diferencia entre la penetrabilidad
en los intervalos 0 a 42 h, 42 a 54 y 54 a 66 h post eCG), (cm) de ovejas Corriedale
tratadas con 100 pug (2 mL) de Cb (Decomotdn, Laboratorios Callier, Uruguay;
grupos Cb y Cb+DMSO, n=5 y n=7, respectivamente) y/o DMSO 2 % (1 mL) en
glicerina en forma topico intra vaginal (Carlo Erba, N° lote P1C024121D; grupos
DMSO y Cb+DMSO, n=6 y n=7, respectivamente) y suero fisiolégico i/m (2 mL) y
glicerina intravaginal (1 mL) (grupo Control, C, n=6), 12 h antes del momento
esperado de la inseminacion artificial a tiempo fijo luego de la sincronizacion de la
ovulaciéon con esponjas impregnadas en MAP y eCG i/m (42 h post eCG). Diferentes
letras indican diferencia significativas entre grupos para un mismo intervalo con una
p<0,05.



RESUMEN

En el presente experimento se propone la administracion de Dimetilsulfoxido
(DMSO) al 2 % y un analogo sintético de Oxitocina (Carbetocina, Cb.) 12 h antes
del momento de la inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF), con el propésito de
inducir la dilatacion del cuello uterino de ovejas de raza Corriedale, con el objetivo de
aportar al desarrollo de estrategias que contribuyan a facilitar la inseminacion
artificial transcervical y aumentar asi la eficiencia reproductiva de la especie.

Se pesaron e identificaron 28 ovejas Corriedale las cuales fueron tratadas con la
administracion intravaginal de una esponja impregnada con 60 mg de
medroxiprogesterona MAP (Zoetis, Buenos Aires, Argentina) durante 7 dias y, a su
retiro, se administraron 300 Ul de eCG i.m. (ECEGON® 5000, Biogénesis Bago,
Buenos Aires, Argentina) para sincronizar la ovulacion. Las ovejas fueron
distribuidas aleatoriamente en 4 grupos experimentales (n=7 cada grupo) con un
disefio factorial 2x2 y tratadas a las 12 h antes de la IATF (42 h post-eCG). El grupo
control fue tratado con suero fisiologico i/m (2 mL) y glicerina intravaginal (1 mL),
ambos administrados como placebo. Otro grupo fue tratado con 100 pg (2 mL) de Cb
(Decomoton, Laboratorios Callier, Uruguay). Un tercer grupo fue tratado con DMSO
2 % (1 mL) (Carlo Erba, N° lote P1C024121D) en glicerina como medio topico intra
vaginal, lo mas cercano posible al orificio cervical caudal. El cuarto grupo fue tratado
con Cb y DMSO de idéntica forma que los dos grupos anteriores.

La penetrabilidad cervical se midi6 al momento de retirar las esponjas y administrar
eCG (0 h post eCG), al momento del tratamiento con Cb y/o DMSO (42 h post eCG),
al momento esperado de la IATF (54 h post eCG) y 12 h después del momento
esperado de la IATF (66 h post-eCG) mediante la utilizacion de una canula de
transferencia de embriones de uso bovino de punta roma, graduada, cubierta con
una manga protectora. Los resultados fueron analizados por el Procedimiento Mixto
para el andlisis de Varianza de SAS (Proc. Mixed, Statistical Analysis Systems SAS
Institute, Cary, NC, EEUU, 2000)

Durante las primeras 12 h después de la administracion de los tratamientos para la
induccion de la dilatacion cervical, los grupos tratados con DMSO mostraron un
mayor incremento en la penetrabilidad respecto a los que no fueron tratados con
DMSO (0,44+0,11cm vs 0,12+0,11 cm, respectivamente, p<0,05). El grupo tratado
con DMSO + Cb tuvo mayor incremento de penetrabilidad que el grupo tratado solo
con Cb (0,59+£015 cm vs 0.0+£0.17 cm, respectivamente, p<0,09). Los datos sugieren
que el DMSO podia ser una alternativa de tratamiento para facilitar la canulacion
transcervical y aumentar la fertilidad en ovinos.



SUMMARY

In the present experiment, is proposed the administration of Dimethyl Sulfoxide
(DMSO) at 2% and a synthetic analogue of Oxytocin (Carbetocin, Cb.) 12 hours
before at the time of fixed-time artificial insemination (FTAI), with the aim of inducing
neck dilation of Corriedale sheep, with the objective of contributing to the
development of strategies that contribute to facilitating transcervical artificial
insemination and thus increasing the reproductive efficiency of the species.

Twenty-eight Corriedale ewes were weighed and identified, which were treated with
the intravaginal administration of a sponge impregnated with 60 mg of
medroxyprogesterone MAP (Zoetis, Buenos Aires, Argentina) for 7 days and, upon
removal, the administration of 300 IU of eCG i.m. (ECEGON® 5000, Biogénesis
Bago, Buenos Aires, Argentina) to synchronize ovulation.

The sheep were randomly distributed into 4 experimental groups (n=7 each group)
with a 2x2 factorial design and treated 12 h before the IATF (42 h post-eCG). The
control group was treated with saline i/m (2 mL) and intravaginal glycerin (1 mL), both
administered as placebo. The second group was treated with 100 pg (2 mL) of Cb
(Decomoton, Laboratorios Callier, Uruguay). The third group was treated with 2%
DMSO (1 mL) (Carlo Erba, lot number P1C024121D) in glycerin as a topical
intravaginal medium, as close as possible to the caudal cervical os. The fourth group
was treated with Cb and DMSO in the same way as the two previous groups.

Cervical penetrability was measured at the time of removing the sponges and
administering eCG (0 h post eCG), at the time of treatment with Cb and/or DMSO (42
h post eCG), at the expected time of the FTAI (54 h post eCG) and 12 h after the
expected time of FTAI (66 h post-eCG) using a graduated, blunt-tipped bovine
embryo transfer cannula covered with a protective sleeve. The results were analyzed
by the Mixed Procedure for the analysis of Variance of SAS (Proc. Mixed, Statistical
Analysis Systems SAS Institute, Cary, NC, USA, 2000).

During the first 12 h after the administration of the treatments for the induction of
cervical dilatation, the groups treated with DMSO showed a greater increase in
penetrability compared to those that were not treated with DMSO (0.44+0.11cm vs
0.12+0.11 cm, respectively, p<0.05). The group treated with DMSO + Cb have a
greater increase in penetrability than the group treated only with Cb (0.59+0.15 cm vs
0.0+£0.17 cm, respectively, p<0.09). The data suggest that DMSO could be a
treatment alternative to facilitate transcervical cannulation and increase fertility in
sheep.



1. INTRODUCCION

La produccion ovina ha sido una de las grandes protagonistas en la historia del
desarrollo econémico y social del Uruguay. Durante mucho tiempo fue el principal
rubro proveedor de divisas del pais; jugd un papel fundamental en el
aprovisionamiento de materia prima, base de nuestra industria textil nacional y de las
principales fuentes alimenticias que tiene nuestro entorno rural hasta el dia de hoy
(Secretariado Uruguayo de la Lana (SUL), 2019). Sin embargo, el stock total del
ganado ovino ha disminuido en los ultimos 30 afios, de unos 24.5 millones de
cabezas en los afios 90 a 6.2 millones al afio 2022 (Sistema Nacional de Informacion
Ganadera (SNIG), 2022). Actualmente, “la cadena ovina nacional continta
ubicandose como un rubro de importancia en la estructura exportadora del Uruguay,
a través de la generacion y la comercializacion de productos de calidad que generan
ingresos al pais” (Rocanova, 2022). En el escenario de un potencial crecimiento del
rubro, seria necesario un aumento del stock ovino, redirigiendo el potencial genético
segun la demanda del mercado. Para ello la inseminacion artificial (IA) pasa a ser
una de las herramientas reproductivas claves (Salamon y Maxwell, 2000).

Una de las limitantes para la aplicacion a gran escala de la IA en los ovinos, es la
baja fertilidad que presenta el semen de carnero al ser congelado y descongelado,
estos efectos son causados por la crioconservacion (Salamon y Maxwell, 2000). Otra
de las limitantes que presenta la IA en la oveja es la dificultad de atravesar el cérvix
y alcanzar la luz uterina por via transcervical; a diferencia de la vaca, en la cual este
procedimiento se realiza con facilidad. Esto es debido al menor tamafio corporal y a
las particularidades anatémicas del tracto reproductivo ovino (Vilarifio y Menchaca,
2007) lo que dificulta el paso transcervical de una pipeta inseminante para lograr la
inseminacion intrauterina (Salamon y Maxwell, 2000; Halbert, Dobson, Walton,
Sharpe y Buckrell,1990; Kershaw et al., 2005). Sin embargo, se puede aumentar la
tasa de concepcion utilizando la canulacion transcervical asociada al uso de semen
congelado. Se ha postulado que por cada centimetro que la canula ingresa al cérvix,
la tasa de concepcion aumentaria en un 10% (Buckrell, 2000; Salamon y Maxwell
2000).

Al utilizar esta herramienta reproductiva, es fundamental tener presente los procesos
fisioloégicos del animal segun la etapa del ciclo estral en la que se encuentre. El
momento de maxima penetracion cervical en el periodo preovulatorio, coincide con
altas concentraciones de estradiol (Falchi, Taema, La Clanche y Scaramuzzi, 2012).
En dicho momento, aumenta la sensibilidad del cérvix a los estrégenos (E2) y a la
Oxitocina (Ox), mediante un aumento en la concentracion de sus receptores
(Rodriguez Pifién, 2015). A su vez, la Ox produce la liberacion de Prostaglandina-E2
(PGE2), un inductor de la dilatacion cervical (Fuchs, Graddy, Kowalski y Fields,
2002). Se ha visto entonces, que éstas hormonas podrian ser las responsables de la
relajacion del cérvix, mediante cambios cualitativos y cuantitativos en la composicion
de la matriz extracelular cervical. Entre los cuales, la desagregacion y/o la
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degradacion activa del colageno seria uno de los factores mas importantes (Falchi et
al., 2012; Rodriguez Pifion, 2015). Particularmente, se ha responsabilizado a las
Metaloproteinasas de la Matriz Extracelular o MMPs de gran parte de estas
modificaciones que sufre el colageno cervical (Hulboy, Rudolph y Matrisian, 1997).
Estas enzimas son colagenasas, que se activan normalmente en el cérvix de la
oveja en la fase folicular, en particular la MMP subtipo 2 (MMP-2); contribuyendo en
la activacion de los procesos que daran lugar a la dilatacion cervical (Rodriguez
Pifion, 2015). Teniendo en cuenta los cambios fisiol6gicos y anatémicos que fueron
previamente descriptos se han realizado trabajos administrando Ox y/o PGE2 para
lograr dilatar el cérvix y facilitar su canulacién de forma artificial pero los mismos han
arrojado, resultados contrapuestos (Rodriguez Pifion, 2015).

La Ox natural, tiene una vida media corta 15-30 min., lo que dificulta remedar
farmacolégicamente la secrecion pulsatil natural de la hormona. Hoy en dia se
cuenta con la Carbetocina (Cb), un analogo sintético de larga duracién de la Ox que
tiene una vida media que es 4 a 10 veces mas prolongada que la Ox natural (Fabian,
Forsling y Jones,1969; Sweeney et al., 1990). La accidén prolongada de la Cb en
comparacién con la Ox permitiria evitar el uso de dosis repetidas o suprafisiolégicas
de Ox natural (Atke y Vilhardt, 1987; Rath, 2009) y actuaria por un periodo de
tiempo, compatible con el complejo mecanismo de cascada de sefiales descrito para
desencadenar los procesos de remodelacion del colageno cervical (Rodriguez
Pifidn, 2015). Resultados obtenidos en nuestro laboratorio han mostrado que la Cb,
administrada 12 h antes del momento esperado de la IA (42 h post eCG), aumento
aproximadamente 1 cm la penetrabilidad cervical respecto a los animales no
tratados (1,5 cm vs. 0,6 cm, respectivamente, P<0,05). Este aumento de la
penetrabilidad cervical estuvo asociado a un aumento en la activacién de la MMP-2
(Casuriaga, 2019).

Recientemente se ha descubierto otro compuesto que podria tener efectos directos
sobre la dilatacion cervical, el dimetilsulféxido (DMSO). EI DMSO es una pequefia
molécula anfipatica con un grupo sulféxido hidrofilico y dos grupos metil
hidrofobicos. Se emplea ampliamente en biologia celular como eficaz potenciador de
la penetracion, fusdgeno celular y crioprotector (Notman, Noro, O’'Malley y Anwar,
2006). Su naturaleza anfifilica parece ser una importante caracteristica definitoria de
su accién sobre las membranas (Gurtovenko y Anwar, 2007). Como antecedente
directo, De Cuba y Paiva (2021) realizaron un ensayo experimental in vitro donde se
probé DMSO al 2%, en presencia o no de Cb, sobre la actividad de las formas
latente y activa de la MMPs en explantes de cérvix ovino. En dicho ensayo se pudo
apreciar que el DMSO aumenta la actividad de la MMP-2, fundamentalmente de su
forma latente, sugiriendo que el DMSO induciria la liberacion de la enzima al espacio
intercelular del estroma. Si bien el mecanismo por el cual la Cb o el DMSO
aumentan la capacidad gelatinolitica en el cérvix ovino no esta dilucidado, podrian
no ser el mismo, por lo cual no se puede descartar un efecto potenciador al
utilizarlos en forma combinada.
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En base ello, la hipbtesis de la tesis fue que la administracion intravaginal del DMSO
al 2% aumenta la penetrabilidad cervical en ovejas y el uso combinado de éste con
Cb potencia su efecto.

2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Uruguay y su produccioén ovina

La produccion ovina ha sido una de los grandes protagonistas en la historia del
desarrollo econémico y social del Uruguay. Durante mucho tiempo fue el principal
rubro proveedor de divisas del pais y jugd un papel fundamental en el
aprovisionamiento de materia prima, base de nuestra industria textil nacional y de las
principales fuentes alimenticias que tiene nuestro entorno rural hasta hoy
(Secretariado Uruguayo de la Lana (SUL), 2019). El stock total del ganado ovino ha
disminuido de unos 24.5 millones de cabezas en los afios 90 a 6.2 millones al afio
2022 (SNIG, 2022).

El descenso del stock ovino se frend en el afio 2004, después de la importante crisis
del precio de la lana que determind una reduccion historica de la poblacion ovina. La
majada nacional presenta una estructura criadora, donde el 49,3 % del stock son
ovejas, hace 10 afios estas representaban un 40%, respondiendo esta tendencia
hacia una orientacion preferencial hacia la produccién de carne con respecto a la de
lana. Los productores ovejeros en el Uruguay, se caracterizan por su escala
reducida en términos del area productiva que manejan y de su ubicacion geogréfica
con menor disponibilidad de infraestructura y servicios disponibles frente a los
productores que desarrollan otros rubros. La producciéon ovina estd concentrada
(aprox. 70%) en areas mas marginales de produccién (suelos de basalto y cristalino)
donde otros rubros tienen dificultades para desarrollarse. (Instituto Nacional de
Investigacion Agropecuaria (INIA), s.f..)

2.2 Inseminacion artificial

La IA es una herramienta sencilla, ampliamente utilizada en la industria ganadera
para incrementar la mejora genética, ya que permite aumentar la eficiencia
reproductiva del macho genéticamente mejorado (Candappa y Bartlewski, 2012).
Ademas, la IA asociada a la utilizacion de protocolos hormonales de sincronizacion
de la ovulacion (inseminacién artificial a tiempo fijo, IATF), evita la deteccion del celo
y concentra los partos (Fierro, Olivera, Gil, Duran, J y Duran, G., 2009).

La IA puede ser realizada con semen fresco, refrigerado o congelado. En la oveja, la
IA con semen congelado debe ser realizada a nivel intrauterino ya que las tasas de
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concepcion luego de la inseminacion intravaginal o intracervical rara vez superan el
50% (Salamon y Maxwell, 2000). Sin embargo, la IA intrauterina en la oveja es un
procedimiento relativamente complejo ya que, a diferencia de otras especies como la
vaca o la cabra, el acceso al Utero por via transcervical esta restringido debido a la
compleja anatomia del cérvix, que limita el pasaje de la canula de inseminar (Halbert
et al., 1990).

2.3 El cérvix como limitante en la IA en ovinos

El cérvix de la oveja es un 6rgano de 4 a 10 cm de longitud, caracterizado por la
presencia de 4-7 anillos que ocluyen la luz del érgano (Fukui y Roberts, 1978). Es
tubular y fibroso, compuesto principalmente de tejido conectivo con predominio de
colageno y muasculo liso (Moré, 1984).

A lo largo del eje longitudinal del cérvix se pueden distinguir dos zonas que difieren
desde el punto de vista anatémico: la zona cervical caudal, contigua a la vagina que
se extiende desde el orificio cervical caudal hasta el tercer o cuarto anillo y la zona
cervical craneal que se ubica desde el final del cérvix caudal hasta el inicio del utero
(Moré, 1984; Halbert, Dobson, Walton y Buckrell, 1990). La zona cervical caudal es
considerada la de mayor estrechamiento del cérvix, en esta zona se encuentra el
segundo anillo cervical, caracterizado por un gran desarrollo y por estar desalineado
con respecto al primero. Esta morfologia, implica la existencia de espacios ciegos
que dificultan la canulacién al momento de inseminar (Fukui y Roberts, 1978). En
contraposicion, la zona cervical craneal se caracteriza por presentar anillos
pequefios y alineados (Kershaw et al., 2005). La morfologia del cérvix varia entre
razas (Kaabi et al., 2006) y también entre individuos de una misma raza (Naqvi et al.,
2005; Kershaw et al., 2005), lo que resulta en diferentes grados de profundidad de
penetracion cervical entre animales (Kershaw et al., 2005).

Esta conformacion anatomica particular constituye una barrera para la canulacion
transcervical, convirtiendose en un factor limitante para el desarrollo de
biotecnologias reproductivas como la IA (Halbert et al., 1990; Campbell, Harvey,
McDonald y Sparksman, 1996). En el caso de ovinos, el semen se deposita a la
entrada del canal cervical, y en el mejor de los casos a 1 cm de profundidad
(Eppleston, Salamon, Moore y Evans, 1994).

Se ha observado que la fertilidad aumenta proporcionalmente a la profundidad en
gue se realiza la deposicién seminal en el canal cervical (IA cervical), a razén de un
7 a 12 % por centimetro (Eppleston et al., 1994) y es maxima cuando se hace
directamente en la luz uterina (lA uterina) (Sayre y Lewis, 1997), por lo cual el cérvix
constituye una dificultad para la IA transcervical. El acceso al Utero en forma
transcervical es la alternativa que genera mayor expectativa (Salamon y Maxwell,
2000),.
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Figura 1. Clasificacion morfolégica del cérvix de ovejas adultas segun el grado de
complejidad estructural y su relacién con la profundidad de penetracion cervical: a)
grado 1, cervices con anillos cervicales (Ac) completos y alineados entre si; b) grado
2, cervices con algunos anillos completos y alineados entre si (como los de grado 1)
y con anillos incompletos y desalineados; c) grado 3, cervices mayoritariamente con
anillos incompletos y desalineados. Las flechas indican la direccién y el maximo de
profundidad cervical que se puede alcanzar de acuerdo al grado de complejidad de
la anatomia del cérvix (Kershaw et al., 2005, modificado por Candappa y Bartlewski,
2011).

lc) l X

2.4 Estrategias para aumentar la penetrabilidad del cérvix ovino

El ciclo estral es el resultado de una cadena de eventos coordinados
fundamentalmente por cuatro Organos: cerebro, hipdfisis, ovarios y atero, que
establecen vias neuroendocrinas y endocrinas de comunicacion coordinando la
funcion reproductiva (Goodman, 1994). Esta regulado por la interrelacién entre las
hormonas producidas por estos 6rganos: la hormona liberadora de gonadotrofinas
(GnRH) del hipotdlamo, la hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculo
estimulante (FSH) de la hipdfisis, el E2 y la inhibina de los foliculos ovéricos, la
progesterona (P4) y la oxitocina del cuerpo luteo y la prostaglandina F2a (PGF2a)
del utero (Goodman, 1994).

En ovinos, el ciclo estral tiene una duracion promedio de 17 dias que puede dividirse
en una fase folicular y una fase luteal. La fase folicular es aquella que se extiende
desde la lutedlisis (dia 14-15 del ciclo) hasta la ovulacién (dia 1) (Goodman, 1994).
La fase luteal se inicia con la ovulacion y es caracterizada por el desarrollo del
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cuerpo luteo, el aumento paulatino de las concentraciones circulantes de P4 y
finaliza con la lutedlisis. (Goodman, 1994).

El cérvix se hace permeable en dos situaciones reproductivas particulares: durante
estro, permitiendo el ascenso de los espermatozoides y durante el parto, permitiendo
el descenso y la expulsion del feto (Heydon y Adams, 1979). El momento de maxima
penetracion cervical en el periodo preovulatorio coincide con altas concentraciones
de LH y estradiol, que sugieren que podrian ser responsables de la relajacion del
cuello uterino, probablemente a través de una via mediada por Ox y PGE2 (Falchi et
al., 2012). Este entorno hormonal produciria cambios cualitativos y cuantitativos en
la composiciébn de la matriz extracelular cervical, desagregando y degradando
activamente el colageno, lo que produciria la dilatacién del cérvix (Rodriguez Pifidn
2015). En el tejido cervical, dicha sefial hormonal se amplificaria en forma autdcrina
y/o paracrina mediante el sistema Ox/PGE2 (Stellflug et al., 2001; King et al., 2004;
Candappa y Bartlewski, 2012). Ademas, durante el proceso de gestacién y parto
sufre cambios basados especialmente en un activo metabolismo de su matriz
extracelular, donde coexisten y se interrelacionan fenédmenos moleculares y
celulares, mayoritariamente descritos en la mujer y en roedores (Gorodeski, 1996; El
Maradny et al., 1997). La coordinacion de estos fendmenos depende de los E2 y la
P4 actuando a través de sus receptores especificos (RE y RP, respectivamente)
(Gorodeski, 1996; Stjernholm et al.,, 1996), directamente o a través de otras
hormonas.

Las estrategias desarrolladas para dilatar el cérvix ovino y acceder al Gtero trans
cervicalmente incluyen la apertura fisica utilizando instrumental especial (Halbert et
al., 1990; Wulster-Radcliffe, Wang y Lewis, 2004) y la induccion hormonal a la
dilatacion cervical (Rodriguez Pifién, 2003 y 2006; Robinson et al., 2011; Candappa
y Bartlewski, 2012).

2.4.1 Métodos fisicos para la dilatacion del cérvix ovino

En la oveja se han estudiado diferentes estrategias para incrementar la profundidad
de deposicion seminal a través del cérvix. Halbert et al. (1990; 1990a) evaluaron
diferentes métodos de contencion, espéculos, forceps y canulas de inseminar para
su utilizacién en la 1A transcervical. A partir de este trabajo, se disefidé una técnica de
IA transcervical conocida como Guelph System que consiste en posicionar a la oveja
en declbito dorsal, conteniéndola en un dispositivo usualmente utilizado para
despezufiar. Luego de posicionada la oveja, con la ayuda de un espéculo con luz se
realiza la retraccion del tejido que rodea al orificio cervical caudal por medio de
forceps y se realiza la canulacion con la canula descripta por Buckrell et al. (1994).
Se observo que las tasas de prefiez alcanzadas con este método fueron 60 a 80%
con el uso de semen fresco y 40 a 70% con el uso de semen congelado depositado
a nivel intrauterino (Buckrell et al., 1994). Sin embargo, se detectaron lesiones
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cervicales asociadas a la traccion del cérvix y su canulacion que podrian afectar
negativamente el desempefio reproductivo y el bienestar de los animales (Campbell
et al., 1996).Mas recientemente, Fonseca et al. (2013, 2016) desarrollaron una
técnica para la colecta de embriones que ha facilitado el acceso al utero en ovejas.
La técnica se realiza con el animal parado, implica el uso de sedacién leve y
analgesia y consiste en la exteriorizacion del cérvix a través de la vagina aplicando
movimientos suaves de traccion. De esta forma, el cérvix puede ser manipulado
completamente a través de la vagina durante la canulacion.

Ademas de estas técnicas, se han modificado y diseflado diferentes canulas de
inseminar basadas en la anatomia del cérvix ovino (Wulster-Radcliffe y Lewis, 2002;
Woulster-Radcliffe et al., 2004; Leethongdee et al., 2007; Alvarez et al., 2012). Sin
embargo, hasta el momento no se ha logrado validar un método eficiente de IA
transcervical en la oveja.

2.4.2 Métodos hormonales para la dilatacion del cérvix ovino

Con el objetivo de aumentar la penetrabilidad cervical en la oveja se ha estudiado
también el efecto de la aplicacién de diferentes hormonas sobre la dilatacién cervical
como el 178 estradiol (Wulster-Radcliffe, Costine y Lewis, 1999), la Ox (Khalifa,
Sayre, y Lewis, 1992; Sayre y Lewis, 1997; Stellflug et al., 2001; King et al., 2004),
prostaglandina E (PGE2) (Leethongdee et al., 2007; Candappa, Bainbridge, Price,
Hourigan y Bartlewski, P., 2009) y la relaxina (Salamon y Lightfoot, 1967). Algunos
trabajos han demostrado que la administracién de Ox (Khalifa et al., 1992) y PGE2
previo a la IA (Leethongdee et al., 2007; Candappa et al., 2009; Candappa y
Bartleski, 2014) ha facilitado la canulacion cervical.

La dilatacién cervical en la oveja al estro es favorecida por la activacion E2
dependiente del sistema Ox/PGE2. La activacion del sistema Ox/PGE2 induce a la
relajacion del musculo liso y la remodelacién del colageno cervical permitiendo la
apertura del canal cervical al estro (Rodriguez Pifion, 2015). La degradacion de las
fibras de colageno dependen de la actividad de las colagenasas, que integran la
familia de las metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMPs) (Hulboy et al.,
1997) compuesta por mas de 20 tipos de isoenzimas que degradan los componentes
de la matriz extracelular (MEC) y de la membrana basal de manera zinc-
dependiente. Las MMPs son sintetizadas mayoritariamente bajo forma de pro-
enzimas (forma latente, L) y luego secretadas a la MEC donde son activadas (forma
activada, A) (Hulboy et al., 1997).

Se ha reportado que la utilizacién Ox administrada i.v 0 i.m previo a la IA disminuye
las tasas de prefiez y de paricién en ovejas (Stellflug et al., 2001; King et al., 2004).
La administracion suprafisiologica de Ox aumenta la contractibilidad uterina
(Houdeau et al., 2002; Sayre y Lewis, 1996), lo que podria afectar el transporte
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normal de los espermatozoides a través del Utero luego de la IA y generar menores
tasas de fertilidad (Lightfoot, 1970). Considerando la vida media corta de la Ox
(minutos), se desarroll6 un analogo sintético de larga duracion (12 h), la Cb.
Presenta una actividad de unién al receptor de Ox similar al natural, pero tiene una
vida media de 4 a 10 veces mas prolongada que la Ox natural (Atke y Vilhardt,
1987). Esto podria asegurar un efecto oxitécico lo suficientemente largo para
desencadenar los procesos de dilatacién cervical sin necesidad de usar dosis
repetidas o altas dosis suprafisiolgdgicas de Ox natural que posiblemente interfieran
en la fertilidad. Segun estudios realizados, mostraron que la Cb administrada 12
horas antes del momento esperado de la IA (54 h post eCG), aumentd
aproximadamente 1 cm la penetrabilidad cervical respecto a los animales no
tratados (1,5 y 0,6 cm, respectivamente, P<0,05) (Casuriaga, 2019). Ademas,
mediante estudios in vitro, la incubacion de explantes cervicales durante 12 h con Cb
produjo la activacion de la MMP-2 y un aumento de la relacion activada/latente de la
MMP-2 dependiente de la dosis de Cb (Rodriguez Pifidbn y Garcia Barcelo, 2019).
Por tanto, dichos resultados sugieren que la Cb puede ser investigada como posible
inductor de la dilatacion cervical. Por otro lado, existen pocos reportes sobre la
utilizacion de PG en la induccion hormonal de la dilatacién cervical en ovejas.
Mayoritariamente los trabajos indican que la utilizacién intravaginal de analogos de
PGE1 (Misoprostol) y de PGE2 (Dinoprostone) de larga duracion facilitan la
canulacion cervical en la oveja cuando son administradas antes de la IA o de la
transferencia de embriones (Leethongdee et al., 2007; Candappa et al., 2009;
Bartlewski y Candappa, 2015).

En funcién de lo anterior, la Ox y la PG han sido utilizadas para dilatar el cérvix y
facilitar su canulacién, administradas solas (Stellflug et al., 2001; King et al., 2004) o
combinadas (Leethongdee et al., 2007; De Rossi et al., 2009; Falchi, et al., 2012).

2.5 El Dimetilsulféxido como posible agente inductor de la dilatacion
cervical en ovinos

De Cuba y Paiva (2021) realizaron un ensayo experimental in vitro donde se probd
DMSO al 2%, en presencia o no de Cb, sobre la actividad de las formas latente y
activa de la MMPs en explantes de cérvix ovino. En dicho ensayo se pudo apreciar
gue el DMSO aumentaba la actividad de la MMP-2, fundamentalmente de su forma
latente, sugiriendo que el DMSO induciria la liberacion de la enzima al espacio
intercelular del estroma. Si bien el mecanismo por el cual la Cb o el DMSO
aumentan la capacidad gelatinolitica en el cérvix ovino no esta dilucidada, podrian
no ser el mismo, por lo que no se puede descartar un efecto potenciado al utilizarlos
en forma combinada.

El DMSO es una pequefia molécula anfipatica con un grupo sulféxido hidrofilico y
dos grupos metil hidrofébicos (Figura 2). Se emplea ampliamente en biologia celular
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como eficaz potenciador de la penetracion, fusdgeno celular y crioprotector (Notman
et al.,, 2006). Su naturaleza anfifilica parece ser una importante caracteristica
definitoria de su accion sobre las membranas (Gurtovenko y Anwar, 2007).
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Figura 2. Estructura quimica del dimetilsulféxido (DMSO) (Pubchem, National
Library of
Medicine,https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/dimethylsulfoxide#section=Info
rmation-Sources)

El DMSO exhibe tres modos de accidn distintos, dependiendo de la concentracion. A
bajas concentraciones (2,5 — 7,5 mol%), el DMSO induce el adelgazamiento de la
membrana y aumenta la fluidez de los nucleos hidrofébicos. En dosis mas altas (10
- 20 mol%), el DMSO induce la formacién de poros de agua transitorios en la
membrana. A concentraciones aun mayores (25 - 100 mol%), las moléculas de
lipidos individuales se desbordan de la membrana, desintegrandose la estructura de
la bicapa lipidica (Gurtovenko y Anwar, 2007) (Figura 3). Por tanto, el DMSO
provoca que la membrana se vuelva mas fragil y por consiguiente aumente la
permeabilidad.
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Figura 3. Distintos modos de accién de DMSO sobre membranas de fosfolipidos. Se
presentan vistas laterales de las estructuras finales para los sistemas bicapa que
contiene 0, 5, 10 y 40% en moles de DMSO (base libre de lipidos). Los lipidos se
muestran en cian, el agua en rojo y DMSO en amarillo (Gurtovenko y Anwar, 2007).

3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS GENERAL Y ESPECIFICOS
3.1 Hipotesis

3.1.1 Hipotesis |

El DMSO intravaginal administrado 12 h. antes del momento esperado de la IA a
tiempo fijo (IATF) produciria un aumento en la penetrabilidad cervical.

3.1.2 Hipotesis Il

La administracion conjunta de DMSO intravaginal y Cb i/m, 12 h. antes de la IATF,
produciria un aumento en la penetrabilidad cervical mayor al obtenido con la
aplicacion de ambas drogas por separado.
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3.2 Objetivos general y especificos

3.2.1 Objetivo general

- Determinar el efecto in vivo de la administracion de Cb y/o DMSO sobre la
penetrabilidad cervical en ovinos al estro, aportando evidencias para desarrollar
un método de dilatacién cervical farmacoldgico y facilitar la inseminacion artificial.

3.2.2 Objetivos especificos

- Determinar el efecto de la administracién intravaginal de DMSO al 2% 12 h antes
del momento de la IATF sobre la penetrabilidad cervical.

- Determinar el efecto combinado de la administracion de Cb i.m. y DMSO al 2%
intravaginal 12 h antes del momento de la IATF sobre la penetrabilidad cervical.

4. MATERIALES Y METODOS

El experimento se realiz6 en el campo experimental N°1 de la Facultad de
Veterinaria, Migues, Canelones, Uruguay, durante el mes de febrero (estacion
reproductiva) del afio 2023. Se utilizaron 28 ovejas Corriedale (n=7 por grupo
experimental) multiparas ciclando provenientes de la misma majada, con un peso
homogéneo (56,9+6,5 kg, meantsem) y una condicién corporal entre 2,0 a 3,5
(mediana de 2,5) en la escala de 0-5 de Russel et al.,, 1969). Durante el
experimento, las ovejas permanecieron pastoreando a campo natural y se les brind6
fardo y agua ad libitum. El protocolo de experimentacién fue aprobado por la
Comision de Etica en el Uso de Animales (CEUA-FVet), Facultad de Veterinaria,
Universidad de la Republica, Uruguay (N° 1514/22).

La ovulacion fue sincronizada mediante la administracién intravaginal de una
esponja impregnada con 60 mg de medroxiprogesterona MAP (Zoetis, Buenos Aires,
Argentina) durante 7 dias y, a su retiro, la administracion de 300 Ul de eCG i.m.
(ECEGON® 5000, Biogénesis Bago, Buenos Aires, Argentina) (Figura 4).

La IATF de las ovejas se realiz6 54 h luego de la administracion de eCG (Olivera-
Muzante, Fierro, Lopez y Gil, 2011). Doce horas antes de la IATF (42 h post-eCG)
(Candappa y Bartlewski 2014) las ovejas fueron tratadas con 100 ug (2 mL) de Cb
(Decomoton, Laboratorios Callier, Uruguay) y/o DMSO 2 % (1 mL) (Carlo Erba, N°
lote P1C024121D) en glicerina en forma tépico intra vaginal (Figura 4). Dichas
administraciones se realizaron lo mas cercano posible al orificio cervical caudal. Las
dosis utilizadas fueron determiandas en funcion de los experimentos anteriores
(Casuriaga, 2019; De Cuba y Paiva, 2021).
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Las hembras fueron adjudicadas a 4 grupos experimentales con un disefio factorial
2x2. Al grupo control se le administré suero fisiologico i/m (2 mL) y glicerina
intravaginal (1 mL), ambos administrados como placebo, otro grupo fue tratado con
Cb, otro con DMSO y un ultimo grupo con la combinacion de Cb+DMSO.

La penetrabilidad cervical se midié al momento de retirar las esponjas y administrar
eCG (0 h post eCG), al momento del tratamiento con Cb y/o DMSO (42 h post eCG),
al momento de la IATF (54 h post eCG) y 12 h después (66 h post eCG) (Figura 4).

Medicion

Medicion Medicion Medicion or
penetrabilidad penetrabilidad penetrabilidad penetrabilidad
54 hs 66 hs
42 hs post post post
0 hs post eCG eCG eCG eCG
Colocacién de Retiro de las Administracién DMSO y/o IATE
esponjas esponjas + Ch (excepto grupo (Olivera
administracion control) Fi Lo !
e de eCG ierro, Lopez

y Gil, 2011)

= Autor: Emanuel Medina Mederos

Figura 4: Linea de tiempo que muestra la secuencia del trabajo involucrando
sincronizacion de la ovulacion, momento de la aplicacion del DMSO y/o Cb y los
momentos de medicién de la penetrabilidad cervical.

La penetrabilidad cervical (cm) se determiné utilizando una canula de transferencia
de embriones de uso bovino con punta roma de 3,2 mm de diametro caudal, cubierta
con una manga protectora. En el extremo posterior, se gradud la canula con una
escala de 0 a 7 cm con 1 mm de apreciacion, de manera que el punto O esté
ajustado al alinear los extremos anteriores de la canula y la manga protectora
(Figura 5).
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Figura 5: Representacion de la canula de medicion de penetrabilidad graduada
cubierta por su manga protectora.

Para la determinacion de la penetrabilidad cervical, se colocaron las ovejas con sus
cuartos traseros levantados sobre un caballete. Luego de que las ovejas fueron
posicionadas, se introdujo un vaginoscopio lubricado con carboximetilcelulosa a
través de la vulva hasta lograr la protrusion del orificio cervical caudal. Luego de la
visualizacion del orificio cervical caudal, se comenzé a canular el cérvix aplicando
movimientos suaves Yy rotatorios, manteniendo subjetivamente el mismo grado de
fuerza entre animales. La canula fue forzada a avanzar a través del cérvix hasta
encontrar una resistencia que imposibilité continuar la penetracién, en ese momento
se registré la medida de penetrabilidad que indico la canula graduada. Este proceso
se repitié tres veces y se tomo6 en cuenta la mayor medida obtenida para cada
animal (Figura 6). Ademas, se realizé una observacién morfolégica descriptiva de las
estructuras visibles a través del vaginoscopio, para registrar potenciales efectos
locales de la administracion topica del DMSO.

1 2

~

-

Autor: Gabriel Fernandez Zanetti

Figura 6: Descripcion grafica de la secuencia de medicidbn de penetrabilidad
mediante el uso de vaginoscépio, canula de medicion graduada cubierta por su
manga protectora y el posterior registro de la medida maxima obtenida.
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4.1 Analisis estadistico

La Penetrabilidad cervical absoluta, la penetrabilidad cervical relativa (diferencia
entre la penetrabilidad a las 42 h, 54 h y 66 h post eCG y la penetrabilidad inicial a
las 0 h post eCG) y el Incremento de la penetrabilidad (diferencia entre la
penetrabilidad en los intervalos 0 a 42 h, 42 a 54 y 54 a 66 h post eCG) se
analizaron mediante un procedimiento mixto para ANOVA para muestras repetidas
(Statistical Analysis Systems SAS Institute, Cary, NC, EEUU, 2000), incorporando al
andlisis el efecto fijo del tratamiento (DMSO y/o Cb), el momento de la medicién (0O,
42, 54 y 66 h post eCG) y la interaccién entre ellos. La penetrabilidad cervical al
momento de retirar las esponjas y administrar eCG (0 h post eCG), fue utilizada
como covariable para analizar la penetrabilidad absoluta. Para el intervalo previo a
los tratamientos con DMSO y/o Cb, el efecto fijo de los tratamientos se denomino
efecto de agrupamiento. Los datos se presentan como medias + s.e.m., con
diferencias consideradas significativas para P<0,05.

5. RESULTADOS

De los 28 animales experimentales, cuatro fueron eliminados del experimento. Uno
de ellos registré valores de 1 cm de penetrabilidad absoluta en todas las mediciones.
Otro dio una penetrabilidad mayor a 6 cm al momento del tratamiento de induccién a
la dilatacion (42 post eCG), por lo cual se interpretd que fue canulado hasta el Gtero
(Halbert et al, 1990) y por lo tanto no seria posible evaluar el efecto de los
tratamientos. Los otros dos registraron penetrabilidad absoluta menor a las 42 h post
eCG que a las 0 h post eCG. Finalmente, los grupos quedaron con n=6, n=6, n=5y
n=7, para los grupos Control, DMSO, Cb y Cb+DMSO, respectivamente.

No se registraron efectos visibles de alteracion de la mucosa vaginal ni del orificio
cervical caudal tras la aplicacion del DMSO, aunque si se registro la acumulacion del
vehiculo (glicerina) en la mayoria de los animales, que obligd a su evacuacion con
sonda y aspiracién con jeringa, para poder medir la penetrabilidad al momento
esperado de la IA (54 h post eCG). El volumen colectado en la aspiracion fue mayor,
mas del doble que el volumen administrado con el DMSO.
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Penetrabilidad cervical absoluta

La Penetrabilidad cervical absoluta fue de 1,48+0,06 cm (n=96) y fue afectada por la
hora post eCG (P<0,0001) y el tratamiento con DMSO (P<0,03) (Figura 7).
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Figura 7. Penetrabilidad cervical absoluta (cm, mediatsem) a las 0, 42, 54 y 66 h
post eCG de ovejas Corriedale tratadas con 100 pg (2 mL) de Cb (Decomotén,
Laboratorios Callier, Uruguay; grupos Cb y Cb+DMSO, n=5 y n=7, respectivamente)
y/lo DMSO 2 % (1 mL) en glicerina en forma tépico intra vaginal (Carlo Erba, N° lote
P1C024121D; grupos DMSO y Cbh+DMSO, n=6 y n=7, respectivamente) y suero
fisiologico i/m (2 mL) y glicerina intravaginal (1 mL) (grupo Control, C, n=6), 12 h
antes del momento esperado de la inseminacién artificial a tiempo fijo (42 h post
eCGQG) luego de la sincronizacion de la ovulacion con esponjas impregnadas en MAP
y eCG i/m. Diferentes letras indican diferencias significativas entre h post eCG con
una p<0,0001.

La penetrabilidad cervical absoluta aumenté de las 0 h post eCG a las 42 h post
eCG en todos los grupos y volvié a aumentar a las 54 h post eCG, sin diferencias en
ésta ultima respecto a la penetrabilidad registrada a las 66 h post eCG (1,01; 1,52;
1,80y 1,62+0,09 cm, respectivamente, meantpooled sem, P<0,0001)).

La penetrabilidad cervical absoluta fue menor en los grupos tratados con DMSO
respecto a los no tratados con DMSO (1,38+0,06 cm y 1,59+0,07 cm,
respectivamente, meantsem, P<0,03)).
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Penetrabilidad cervical relativa

La penetrabilidad cervical relativa (cm) también fue afectada por la hora post eCG
(P<0,0001) y el tratamiento con DMSO (P<0,01) (Figura 8).

Al igual que la penetrabilidad cervical absoluta, la penetrabilidad cervical relativa
también fue menor a las 0 h post eCG que a las 42 h post eCG y a las 42 h post
eCG respecto a las 54 h post eCG, aunque globalmente tendi6 a ser mayor a las 54
h post eCG respecto a las 66 h post eCG (0,00; 0,51; 0,79 y 0,57 £ 0,09 cm,
respectivamente (P= 0,0898), meantpooled sem).

La penetrabilidad cervical relativa también fue menor en los grupos tratados con
DMSO respecto a los no tratados (0,35+0,06 cm y 0,56+0,07 cm, respectivamente,
P<0,01)).
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Figura 8. Penetrabilidad cervical relativa (diferencia entre la penetrabilidad a las 42
h, 54 hy 66 h post eCG y la penetrabilidad inicial a las 0 h post eCG) (cm) de ovejas
Corriedale tratadas con 100 pg (2 mL) de Cb (Decomotén, Laboratorios Callier,
Uruguay; grupos Cb y Cb+DMSO, n=5 y n=7, respectivamente) y DMSO 2 % (1 mL)
en glicerina en forma tépico intra vaginal (Carlo Erba, N° lote P1C024121D; grupos
DMSO y Cb+DMSO, n=6 y n=7, respectivamente) y suero fisiolégico i/m (2 mL) y
glicerina intravaginal (1 mL) (grupo Control, C, n=6), 12 h antes del momento
esperado de la inseminacion artificial a tiempo fijo luego de la sincronizacion de la
ovulacion con esponjas impregnadas en MAP y eCG i/m (42 h post eCG). Diferentes
letras indican diferencias significativas entre h post eCG con una p<0,0001. El
asterisco indica una tendencia a ser diferentes entre h post eCG con una P= 0,0898.
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Incremento de la penetrabilidad cervical

Antes del tratamiento (0 a 42 post eCG), el incremento de la penetrabilidad (cm) fue
afectado por el agrupamiento (P<0,02) (Figura 9). El incremento de penetrabilidad
fue menor en los grupos que fueron tratados con DMSO respecto a los que no
fueron tratados con DMSO (0,25+0,13 cm y 0,76+0,14 cm, respectivamente,
P<0,05)).

Las primeras 12 h luego del tratamiento (42 a 54 h post eCG), el incremento de la
Penetrabilidad fue afectado por el DMSO (P<0,05) y por la interaccién entre Cb y
DMSO (P<0,02) (Figura 9). Los grupos tratados con DMSO mostraron un mayor
Incremento de la Penetrabilidad respecto a los que no fueron tratados con DMSO
(0,44+0,11 cm y 0,12+0,11 cm, respectivamente, P<0,05)) y el grupo tratado con Cb
y DMSO tuvo mayor incremento de la Penetrabilidad que el grupo tratado solo con
Cb (0,59+0,15 cm y 0,0£0,17 cm, respectivamente, P<0,02).

Luego del momento esperado de la IATF y hasta 12 h después (54 a 66 h post
eCG), el Incremento de la Penetrabilidad fue negativo en todos los grupos y no fue
afectado por el tratamiento con Cb, ni con DMSO y tampoco hubo interaccién entre
ellos (Figura 9).
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Figura 9. Incremento de la Penetrabilidad cervical (diferencia entre la penetrabilidad
en los intervalos 0 a 42 h, 42 a 54 y 54 a 66 h post eCG), (cm) de ovejas Corriedale
tratadas con 100 pg (2 mL) de Cb (Decomotén, Laboratorios Callier, Uruguay;
grupos Cb y Cb+DMSO, n=5 y n=7, respectivamente) y/o DMSO 2 % (1 mL) en
glicerina en forma topico intra vaginal (Carlo Erba, N° lote P1C024121D; grupos
DMSO y Cb+DMSO, n=6 y n=7, respectivamente) y suero fisioldgico i/m (2 mL) y
glicerina intravaginal (1 mL) (grupo Control, C, n=6), 12 h antes del momento
esperado de la inseminacion artificial a tiempo fijo luego de la sincronizacién de la
ovulacion con esponjas impregnadas en MAP y eCG i/m (42 h post eCG). Diferentes
letras indican diferencia significativas entre grupos para un mismo intervalo con una
p<0,05.

6. DISCUSION

En éste trabajo se demuestra que la administracion topica de DMSO al 2% 12 h
antes del momento esperado de la IATF, aumenta la penetrabilidad cervical en
ovejas.

Si bien la administracion topica del DMSO no produjo efectos visibles sobre la
integridad de la mucosa vaginal y la del orificio cervical externo y sus pliegues, se
registr6 acumulacion de liquidos en el fornix vaginal, que entorpecio la canulaciéon
cervical al momento esperado de la IATF. El acimulo de un volumen mayor de
liguidos al que fue administrado en forma tépica, sugiere la extravasacion de liquidos
de los tejidos hacia la luz vaginal, pudiendo ser consecuencia de la actividad
higroscépica de la glicerina (Damian, 2015) utilizada como vehiculo del DMSO y/o
del propio DMSO (Da Silva Pires, 2019). En éste sentido, se podria especular que la
absorcion del principio activo por parte de la mucosa cervical pudo haber estado
comprometido. Para préximos experimentos, se sugiere utilizar un solvente acuoso,
inocuo y absorbible, para facilitar la incorporacién del principio activo al tejido y evitar
la acumulacién de liquidos.

Tanto la Penetrabilidad cervical absoluta como la relativa mostraron un incremento
entre las 0 y las 54 h post eCG y una estabilizacién hasta las 66 h post eCG (Figura
7). Considerando el intervalo entre el tratamiento para sincronizar la ovulacién y el
tratamiento para inducir la dilatacion cervical (0 a 42 h post eCG), se registro un
aumento en las tres formas de expresar la Penetrabilidad cervical en todos los
animales. Se ha propuesto que el aumento en la Penetrabilidad cervical luego de la
induccion de la ovulacidon con gonadotrofinas es producto del aumento en la
concentracion de E2 sintetizados por la onda folicular ovulatoria inducida, lo que fue
reportado previamente en ovejas sincronizadas (Kershaw et al 2005; Falchi et al
2012; Leethongdee et al 2007), pero también en la fase folicular de ovejas ciclando
naturalmente (Halbert et al 1990 b; Casuriaga, 2019). El ambiente estrogénico
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durante la fase folicular, produciria la activacion del sistema paracrino Ox/PGE2, el
aumento de la actividad de las hialuronato sintasas y de las colagenasas de la matriz
extracelular del tejido cervical, lo que produciria la desagregacion y degradacion,
respectivamente, del colageno cervical, facilitando la apertura del canal
(Leethongdee, Kershaw-Young, Scaramuzzi y Khalid, 2010; Rodriguez Pifidn, 2015).

Sin embargo, el aumento de la Penetrabilidad cervical entre las 0 y las 42 h post
eCG fue distinto entre los grupos de tratamientos de induccion a la dilatacion
cervical, a pesar de que aun no lo habian recibido y de que todos los animales
habian recibido el mismo tratamiento de sincronizacion de la ovulacién.
Efectivamente, los animales destinados a ser tratados con DMSO tuvieron un
Incremento de la Penetrabilidad cervical menor que los destinados a no ser tratados
con DMSO (Figura 9). No tenemos una explicacion al respecto, mas alla de la gran
variabilidad individual del registro de la Penetrabilidad cervical (Rodriguez Pifidn,
2015). El hecho de que, entre las 0 y las 42 h post eCG, los animales destinados a
ser tratados con DMSO tuvieron un Incremento de la Penetrabilidad cervical menor
gue los destinados a no ser tratados con DMSO, determin6 que en el analisis global
(considerando todos los intervalos del experimento) los grupos que fueron tratados
con DMSO mostraron valores menores de Penetrabilidad cervical absoluta y de
Penetrabilidad cervical relativa respecto a los grupos no tratados con DMSO. Para
proximos experimentos, se sugiere homogenizar los grupos de tratamientos
experimentales considerando el Incremento de la Penetrabilidad entre el momento
de sincronizacion de la ovulacion y el momento del tratamiento de induccién a la
dilatacion cervical.

En el intervalo de tratamiento, entre las 42 y las 54 h post eCG, los grupos tratados
con DMSO mostraron mayor Incremento de la Penetrabilidad cervical respecto a los
grupos no tratados con DMSO (Figura 9). Esto coincide con los experimentos
previos in vitro, de los cuales la administracibon de DMSO al 2% durante 12 h a
explantes cervicales de ovejas en fase folicular, aumento la actividad tanto de las
formas latente y activadas de la colagenasa MMP-2 (De Cuba y Paiva, 2021). En
este experimento, se concluy6 que el DMSO facilité la salida de ambas formas de la
enzima desde el citosol celular hacia la MEC, debido a su efecto sobre el aumento
en la permeabilidad de la membrana celular. Sin embargo, el tratamiento con Cb
sola no tuvo efecto sobre la Penetrabilidad cervical e incluso el Incremento de la
Penetrabilidad cervical en éste periodo fue menor a los controles. Esto no coincidio
con el experimento previo realizado in vivo, en el cual la Cb sola aumento la
Penetrabilidad cervical absoluta (Casuriaga, 2019). No tenemos una explicacion
evidente para ésta contradiccion, aunque el hecho de que el nimero de animales en
éste grupo haya sido el mas reducido podria estar influyendo en que el efecto de la
Cb no haya sido evidente. Dado que la asociacion Cb y DMSO mostré un
Incremento de la Penetrabilidad mayor al grupo tratado solo con Ch, pero no mayor
al grupo tratado solo con DMSO, sugiere que la asociacion Cb y DMSO no tuvo un
efecto sinérgico. En experimentos previos, el tratamiento con Cb por 12 h a
explantes cervicales ovinos aumentd la relacién activada/latente de la MMP-2
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(Rodriguez Pifidn y Garcia Barcelo, 2019), lo que podria indicar que el efecto de la
Cb se ejerce fundamentalmente sobre la activacion de la MMP-2, que se realiza por
protedlisis limitada a cargo de proteasas existentes en la matriz extracelular (Hulboy
et al., 1997). Se podria especular que, en nuestro experimento, si bien el DMSO
pudo haber producido una migracion de la forma latente de la MMP-2 hacia la matriz
extracelular, la Cb no fue eficaz en su activacion. Experimentos in vitro con
determinacion de la actividad de ésta enzima seran necesarios para corroborar esto.

En el intervalo post tratamientos de induccion a la dilatacion cervical (54 a 56 h post
eCG), el incremento de la Penetrabilidad fue negativo en todos los grupos y sin
diferencia entre ellos (Figura 9), lo cual produjo que la penetrabilidad cervical relativa
tienda a disminuir en la ultima medicién, cuando se analiza globalmente (Figura 8).
Esto podria estar sugiriendo que el efecto del tratamiento con DMSO sobre
penetrabilidad cervical no se prolonga mas alla de las 12 h y que disminuiria al igual
gue en los animales no tratados con DMSO, sin efectos indeseados como podria ser
el mantenimiento de cierta permeabilidad celular que exponga el ambiente
cérvico/uterino a patdgenos externos o posibles interacciones con el transporte
espermaético.

7. CONCLUSION

En suma, en éste trabajo se obtuvieron evidencias de que la administracién tépica
de DMSO al 2% 12 h antes del momento esperado de la IATF en ovinos, aumenta la
penetrabilidad cervical. No se obtuvieron evidencias de que la Cb im administrada 12
h antes del momento esperado de la IATF aumente la penetrabilidad cervical. No
podemos descartar que haya un efecto sinérgico entre ambos.

El méximo aumento de la penetrabilidad cervical obtenido en los animales tratados
con DMSO fue 3 mm superior a los animales no tratados con DMSO, lo que pone en
duda un potencial efecto positivo de la utilizacion del DMSO sobre la eficiencia de la
IA.

El efecto del DMSO sobre el incremento en la penetrabilidad cervical no se prolonga
mas alla de 12 h luego de su administracion.

Hace falta mas investigacion para sugerir al DMSO como alternativa terapéutica
para incrementar la penetrabilidad cervical.
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