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Efecto de tratamientos hormonales sobre la eficiencia reproductiva, mortalidad
embrionaria y fetal, en ovejas Merino de la Patagonia Norte.
Palabras claves: hCG, GnRH, eficiencia reproductiva, mortalidad prenatal,
progesterona, ovinos
Resumen

Se estudio el efecto de la administracion de hCG o GnRH a los 4 dias posinseminacién
en ovejas Merino sobre: - la inducciéon de cuerpos luteos accesorios (CL acc), la
concentracion de progesterona [P4] (Ensayo I), - las caracteristicas funcionales de los
CL posovulatorio y acc (Ensayo Il), y - la eficiencia reproductiva (porcentaje de prefiez,
pérdidas gestacionales, tamafio del embrion, prolificidad y peso al nacimiento de los
corderos; Ensayo lll). Las ovejas se distribuyeron al azar en tres grupos exprimentales:
Grupo GnRH (4 ug), Grupo hCG (300 Ul), Grupo Control (solucion fisiolégica).
Ensayo |: La administracion de hCG o GnRH generdé un CL acc (P< 0,05) a partir de
foliculos de 3, 4 0 5 mm presentes al momento del tratamiento. La [P4] s6lo aumenté en
el Grupo hCG (P< 0,05) y no dependi6 del tamano del foliculo que generdé el CL acc (P>
0,05). Ensayo II: El area inmunomarcada para STAR y 3 B HSD (P< 0,05) y la
expresion de ARNm de STAR, 3 B HSD y P450 (P< 0,1), principalmente en el CL acc,
fue mayor en el grupo hCG. Ensayo Ill: No se observd un incremento en la tasa de
prefiez y el tamano del embrién (P> 0,05). Se observé una disminucion de las pérdidas
de prefiez en el Grupo hCG (P< 0,05) y un incremento tendencial de la prolificidad en el
Grupo GnRH (P< 0,1). La fertilidad de los carneros y la condicién corporal de las ovejas
influyeron en el efecto de los tratamientos hormonales sobre el porcentaje de prefnez.

Se concluye que, la administraciéon de hCG en la fase luteal induce un CL acc con mejor



capacidad esteroidogénica incrementando la [P4]. Sin embargo, a pesar de observarse
una disminucién de las pérdidas gestacionales, no se reflej6 un incremento en la

prefez.



Effect of hormonal treatments on reproductive efficiency, embryonic and fetal
mortality, in Merino sheep of Northern Patagonia.
Key words: hCG, GnRH, reproductive performance, prenatal losses, progesterone,
ovine
Abstract

The effect of the administration of hCG or GnRH on Day 4 post-insemination on: - the
induction of accessory corpora lutea (acc CL), the progesterone concentration [P4],
(Experiment 1) - the functional characteristics of post ovulatory CL and acc CL
(Experiment Il), and - reproductive efficiency (pregnancy rate, pregnancy losses,
embryo size, litter size and birth weight of lambs (Experiment lll) in Merino sheep was
studied. The animals were distributed randomly in three experimental groups: GnRH
Group (4 ug), hCG Group (300 IU), Control Group (saline solution). Experiment I:
The administration of hCG or GnRH induced the formation of one acc CL from follicles of
3, 4 or 5 mm (P< 0.05). The [P4] increased significantly only in the hCG group (P< 0.05)
and did not depend on the size of the follicle that generated the acc CL. Experiment Il:
The positive area in the luteal tissue for STAR and 3 B HSD (P< 0.05) and mRNA
expression for STAR, 3 B HSD and P450 (P< 0.1), mainly observed in the acc CL, was
higher in the hCG group. Experiment lll: The pregnancy rate and embryo size did not
differ between treatments (P> 0.05). A decrease in pregnancy losses was observed in
the hCG Group (P< 0.05). Litter size tended to be greater in the GnRH group (P< 0.1).
Rams fertility and body condition score of ewes at insemination time influenced the
effect of hormonal treatments on reproductive parameters. It was concluded that, the

administration of hCG in the luteal phase induces an acc CL with enhanced



steroidogenic capacity and increases [P4]; however, although a decrease in pregnancy

losses was observed, it was not reflected in an increase in pregnancy rate.



1. INTRODUCCION

El sector ovino en el crecimiento y desarrollo del pais no deberia subestimarse, no solo
por la diversidad en el aporte de materias primas, sino por la posibilidad de aplicar valor
agregado a las mismas. Su consolidacion contribuye a disminuir la subocupacion rural y
a satisfacer la demanda interna y los mercados internacionales.

La baja eficiencia reproductiva en los distintos sistemas de produccion ovina constituye
uno de los factores mas relevantes que determina su escasa rentabilidad (Azzarini,
1992). Entre los factores que influyen directamente sobre los resultados productivos se
destacan las pérdidas reproductivas durante la gestacion y desde el nacimiento hasta el
momento del destete de los corderos. A partir de un estudio realizado en el Sur de
Australia (Kleemann y Walker, 2005) se establecié que el origen y la intensidad de las
pérdidas prenatales pueden variar de una region a otra y se plante6 la necesidad de
establecer cuales son y qué incidencia tienen los problemas reproductivos para cada
region.

El éxito reproductivo de los ovinos depende de una serie de procesos bioldgicos, como
la maduracion de los gametos, la fecundacién, el aporte endometrial para el desarrollo
embrionario, la placentacion, el crecimiento fetal y finalmente el nacimiento de un
cordero viable. Las principales pérdidas ocurren durante el desarrollo embrionario (entre
la concepcién y el establecimiento de la prefiez), momento en el cual transcurren
eventos fisioldgicos y morfolégicos uterinos importantes, previos a la implantacién
embrionaria (Nancarrow, 1994). Se ha reportado que la principal causa de las pérdidas
embrionarias se debe a una inadecuada funcién luteal (Kittok y col., 1983; Nancarrow,

1994). En base a lo expuesto, se han realizado una serie de investigaciones a nivel



mundial en los ovinos, utilizando diversas estrategias hormonales terapéuticas, con el
objetivo de fortalecer el cuerpo luteo (CL), aumentar las concentraciones de
progesterona (P4) y reducir las pérdidas embrionarias. Estos estudios tuvieron la
finalidad de incrementar la baja eficiencia reproductiva de las majadas. Dentro de las
hormonas mas utilizadas con tal fin se encuentran, la hormona liberadora de
gonadotrofinas (GnRH) y la gonadotrofina coriénica humana (hCG), que fueron

empleadas en diferentes momentos del ciclo estral con resultados diversos.

Eventos fisiologicos en el desarrollo embrionario temprano

El embrion ovino al cuarto dia (d) posfecundacion (PF) esta conformado como una
morula temprana y se ubica en el cuerno uterino. Al d 5 PF la morula se compacta y al
dia siguiente se conforma como blastocisto. Luego, entre los dias 8 y 9 PF se produce
el proceso de la protrusién o “hatching”, que se inicia con la expansion del embrién y
finaliza con la ruptura de la zona pelucida y su eclosion. El blastocisto ovino es esférico
en el d 10 PF, luego es tubular y posteriormente adquiere una forma filamentosa, y
crece exponencialmente entre los dias 12 y 15 PF (Spencer y Bazer, 2002). Este
proceso de transformacién se denomina elongacion e implica un incremento en el largo
y el ancho del trofoectodermo y se lo considera como el comienzo de la implantacién
(Spencer, 2013).

La elongacion del blastocisto se presenta en forma previa al reconocimiento materno de
la prefiez (RMP), proceso en el cual el embridén sefiala su presencia en el utero, y los
tejidos maternos reconocen la senal (Short, 1969), coincidiendo con el momento critico

del mantenimiento del CL entre los dias 12 y 13 de gestacion en la oveja (Moor vy



Rowson, 1966). En los rumiantes existe una proteina responsable de bloquear el
mecanismo luteolitico denominada interferén tau (INF T1). El INF 1 se sintetiza en el
trofoectodermo entre los dias 10 y 21 de la gestaciéon y alcanza su maxima
concentracion entre los 14 y 16 dias de la prefiez (Spencer y Bazer, 2002). Su funcién
es paracrina y provoca la supresion de la transcripcion de genes que codifican los
receptores de estrogenos (E) y oxitocina (OT), por consiguiente, inhibe la secrecion de
prostaglandina F2a (PGF2a), evitando la regresion del CL hasta el parto,
manteniéndose la secrecion de P4, la cual es esencial para mantener la gestacion
(Spencer y Bazer, 2002). Es imprescindible que en el momento previo al RMP se
produzca una adecuada concentracion de P4 luteal y de INF 1 en el endometrio, como
parte de la interaccion reciproca entre el concepto, el utero y el ovario (Bridges y col.,
2013). La P4 es la hormona esteroide responsable de la produccion y secrecion de
factores uterinos histotroficos durante el periodo critico del RMP. El crecimiento y
desarrollo de los blastocistos en el utero requieren histétrofos, que se originan a partir
de las secreciones del epitelio luminal (EL) y glandular (EG) uterino y el transporte
selectivo de proteinas y nutrientes desde la circulacion materna (Bazer, 1975; Carson y
col., 2000). La P4 ovarica induce la expresién de genes en el EL y EG que codifican a
los factores de crecimiento, adhesion y de migracién, provocando una disminucion de la
motilidad uterina y remodelacion del endometrio para la implantacion embrionaria
(Spencer y Bazer, 2002). Ademas, varios de estos genes son estimulados por la accién
de la prostaglandina E (PGE), el INF 1 y el cortisol, provocando cambios en los
componentes del fluido histotréfico del lumen uterino. Estas secreciones intervienen en

los procesos criticos de la gestacién, como son la elongacion y el desarrollo del



embrion, la receptividad uterina, la produccion de sefales en el RMP, asi como la
implantacion, placentacién y la modulacion del sistema inmune materno (Spencer,
2013). Por lo tanto, la accion conjunta del INF 7 y la P4 es la que impide el
desencadenamiento del mecanismo luteolitico, ademas de estimular la remodelacion
endometrial e intervenir en el proceso de la implantacion embrionaria (Binelli y col.,
2001).

Las observaciones experimentales indican que el periodo de mayor vulnerabilidad para
el embrién ovino es la fase previa a la implantacion, condicionada por varios factores
exogenos, como los nutricionales, sanitarios y ambientales. EI RMP depende de una
adecuada modulacién conjunta entre la P4, el INF 1, el E y la OT, ademas de la
expresion de los diversos receptores uterinos especificos. Toda alteracion en la
sefalizacion celular o molecular podria desencadenar la mortalidad embrionaria

(Bridges y col., 2013).

Rol de la progesterona en el desarrollo temprano de la preiez

La P4 es una hormona esteroide sintetizada y secretada principalmente por el CL y la
placenta. La secrecion de P4 por el CL es critica para el establecimiento y
mantenimiento de la prefiez en los mamiferos y juega un rol importante en la regulacién
de la secrecion endometrial, esencial para el crecimiento y la diferenciacion del embrién
durante la prefiez temprana. Las concentraciones circulantes de P4 representan un
equilibrio entre la produccion de P4 por el CL y su metabolismo, principalmente en el

higado. La produccion de P4 esta regulada por el desarrollo del CL después del



aumento de la hormona luteinizante (LH) y la cantidad de células de la granulosa que
se luteinizan en células luteales grandes (Wiltbank y col., 2014).

La P4 inicia una cascada de eventos de expresidon génica en el estroma y en los
epitelios del endometrio y del trofectodermo del embridn, que son importantes para la
receptividad uterina, la elongacién del blastocisto y la formacion de un concepto
filamentoso durante el periodo de preimplantacion embrionaria (Satterfield y col., 2008).
La preparacion del EL uterino para la unién del trofoectodermo y la implantacién en
todos los mamiferos, incluidos los rumiantes, implica alteraciones espacio temporales,
sincronizadas por la expresion y localizaciéon de los genes y proteinas dentro del
endometrio (Satterfield y col., 2008).

La concentracion plasmatica de P4 es mayor en ovejas prefiadas comparada con
ovejas ciclicas en las primeras dos semanas PF (Ott y col., 1993). Sin embargo, tanto
en animales ciclicos como prefiados, se producen cambios similares en la expresion
génica endometrial hasta el inicio de la elongacion del embrion (aproximadamente el d
13 PF), lo que sugiere que el mecanismo predeterminado en el utero es el de
prepararse para llevar a cabo la gestacion (Forde y col., 2011). Sélo en asociacion con
el RMP, se pueden detectar cambios significativos en el perfil transcriptdmico entre el
endometrio de un animal ciclico y el de uno prefado, cuando el endometrio responde a
cantidades crecientes de IFN 1 secretadas por el concepto filamentoso (Forde y col.,
2011; Bauersachs y Wolf, 2013).

Estudios recientes han intentado descifrar los mecanismos involucrados en la compleja
relacion entre las concentraciones circulantes de P4 y el éxito de la prefiez (Lonergan y

col., 2016). Varios estudios retrospectivos han indicado una relacién positiva entre las
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concentraciones circulantes de P4 en la primera semana PF y la tasa de prefez
(Kleemann y col., 1994; Kleemann y col., 2001 Stronge y col., 2005; Mousavy y col.,
2009; O’hara y col., 2014; Khafaji, 2018). Otros se han centrado en caracterizar los
efectos uterinos de la P4, que inducen un ambiente uterino compatible con el
crecimiento embrionario, la implantacion y el mantenimiento de la prefez (Spencer y
col.,, 2007; Forde y col.,, 2009). Cabe destacar que el crecimiento y desarrollo del
blastocisto puede acelerarse por el incremento prematuro de la concentracion de P4 en
vacas y ovejas (Garrett y col., 1988; Satterfield y col., 2006). Sin embargo, en bovinos,
Carter y col. (2008), no observaron diferencias en el desarrollo de embriones eneld 5 o
el d 7 PF cuando las vaquillonas recibieron P4 exdgena en el d 3 del ciclo estral. Lo
mismo fue observado en ovejas tratadas con P4 en los primeros 3 d PF (Kleemman y
col., 2001). La presencia de concentraciones plasmaticas adecuadas de P4 durante el
desarrollo embrionario temprano depende, en gran medida, de una correcta sintesis en
el CL. Por lo tanto, garantizar la funcionalidad del CL es fundamental en el desarrollo y

mantenimiento de la gestacion.

Funcionalidad del cuerpo luteo

El CL se considera una glandula endocrina transitoria, la cual responde a cambios
hormonales estimulatorios e inhibitorios. Las alteraciones en el desarrollo, la funcion y la
regresion del CL son caracteristicas principales del ciclo reproductivo y de la prefiez en
los mamiferos. El papel principal del CL en estos procesos es la produccién de P4.

La primera descripcion detallada del CL la realizé Regnier deGraaf (1641-1673) cuando

describié los cuerpos luteos como “globulos” y explicd que en los conejos “el numero de
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globulos es igual al numero de crias de un apareamiento particular” (deGraaf, 1672
citado por Jocelyn y Setchell, 1972). Fraenkel y Cohn (1901) y Magnus (1901) llegaron
a la misma conclusién con sus estudios, el CL era esencial para el mantenimiento de la
prefez. Mas tarde, Magnus denominé a la secrecion endocrina del CL para mantener la
prefez “differentieringsstofe” (en inglés, differentiating stuff, cosa diferenciadora), el
primer nombre dado a la hormona que mas tarde seria reconocida como la P4 (Magnus,
1901).

Posiblemente, las propiedades bioldgicas mas interesantes del CL estan relacionadas
con la dinamica de este tejido. A partir del foliculo ovulado, se conforma una nueva
estructura distinta, denominada cuerpo luteo, inducido por la oleada preovulatoria de la
LH (Baird, 1992; Smith, 1994). Este incremento de la LH es crucial para la luteinizacion
de las células foliculares y el mantenimiento del CL (Tomac y col., 2011). La
funcionalidad del CL depende del entorno endocrino al que estuvo expuesto el foliculo
antes de la ovulacién. La concentracion de P4 y los pulsos de GnRH de baja frecuencia
probablemente permitan que el foliculo dominante tenga un proceso de maduracién
suficiente antes de que la secrecion de E sea suficiente para provocar un aumento de
LH preovulatoria (Baird, 1992).

El CL es un tejido heter6logo compuesto por multiples tipos de células (Wiltbank, 1994).
Entre los diferentes tipos celulares se encuentran: células luteales grandes y pequefas,
fibroblastos, células del sistema inmune y células endoteliales (Farin y col., 1989;
Reynolds y Redmer, 1995). Las células luteales grandes provienen de la granulosa del
foliculo, mientras que las luteales pequefas provienen de las células de la teca. Esta

transformacién implica un cambio esteroidogénico que les permite a estas células
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desarrollar la maquinaria enzimatica para producir P4. Dentro de las células
esteroidogénicas, las células luteales grandes secretan aproximadamente siete veces
mas P4, cuando son estimuladas por agentes luteotroficos (Kenny y col., 1989). En
ovinos se demostré6 que las células luteales pequenas pueden transformarse en
grandes al ser estimuladas con una hormona luteinizante (Farin y col., 1988). EI CL
responde a los pulsos de LH con un aumento en la secrecion de P4 en las fases luteas
media y tardia (Baird, 1992). Para que luego de la ovulacién el foliculo se convierta en
un CL totalmente funcional es necesario que el mismo presente una cantidad adecuada
de E y de receptores de LH (White y col., 1987). La produccién de P4 por parte del CL
se incrementa desde la fase inicial a la fase media del ciclo estral y la misma va
acompanada por un aumento del tejido luteal. Las células luteales grandes incrementan
su tamano (hipertrofia) entre los dias 4 y 12 del ciclo, sin variar su numero, hasta el
momento de la lutedlisis. Por otro lado, las células luteales pequefias no muestran
cambios de su tamafo, pero su numero aumenta (hiperplasia) entre los dias 4 y 8 del
ciclo (O'shea y col., 1980; Farin y col., 1989).

El crecimiento del tejido luteal depende de la angiogénesis, que se produce de manera
rapida y extensa a medida que el antro folicular avascular se remodela en una
estructura altamente vascularizada estableciendo un suministro de sangre que le
permita el desarrollo de un CL funcional (Ellinwood y col., 1979). El establecimiento de
la red vascular lutea comienza en el foliculo preovulatorio y, en ultima instancia, es
estimulado por el aumento de la LH. Después de la ovulacién, el cuerpo lateo
experimenta un crecimiento extremadamente rapido y una angiogénesis intensa que

estd estrechamente regulada por un equilibrio logrado entre los factores pro-
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angiogénicos y antiangiogénicos (Robinson y Woad, 2017). Grandes vasos sanguineos
y microcapilares se ubican adyacentemente a las células esteroidogénicas (Zheng y
col.,, 1994). Las células endoteliales aumentan entre los dias 4 y 12 del ciclo estral,
comparadas con los fibroblastos que lo hacen entre los dias 8 y 16 del ciclo estral (Farin
y col., 1989).

En bovinos y ovinos existe una alta correlacion entre el area, el diametro y el volumen
del CL con la concentracion de P4 (Kayacik y col., 2006; Balaro y col., 2017). Sin
embargo, hay algunos autores que sugieren que la concentracion de P4 no solo
depende del tamano o el numero de CL, sino de su capacidad esteroidogénica para
sintetizar P4 (Schmitt y col., 1996; Balaro y col., 2017). La funcién luteal es controlada
por la interaccion de varios factores luteotroficos que incluyen gonadotrofinas (LH, hCG)
prolactina y PGE (Sangha y col.,, 2002). La sintesis de hormonas esteroideas es
regulada por la disponiblidad de colesterol y la expresién especifica de enzimas
esteroidogénicas (Stocco y Clark, 1997). El aumento de la LH inicia cambios tanto en la
expresion y regulacién de enzimas esteroidogénicas como la 3 B hidroxideshidrogenasa
(3 B HSD) y el 17 a citocromo hidroxilasa (P450), asi como la proteina reguladora
aguda esteroidogénica (STAR), estos tres componentes, participan en la sintesis de la
P4 (Sanghay col., 2002; LaVoie, 2017) (Figura 1.).

En resumen, la actividad del CL responde a estrechas interrelaciones hormonales
favorecidas por una estructura vascular que lleva un importante flujo sanguineo,
ademas de la interaccidon entre las células que garantizan la integridad y la
funcionalidad de la glandula. Después de la fecundacion, la funcién del CL consiste en

el suministro de concentraciones de P4 adecuadas, siendo criticas para establecer un
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entorno endometrial necesario para el mantenimiento de la prefez. La P4 es el principal

producto esteroide funcional del CL.

éster de
,_\ K colesterol

Colesterol = 2
20 a-hidroxiprogesterona
e prog
< T 20 a- HSD
Lisosoma
Reticulo PROGESTERONA
STAR Endoplasmdtico

Liso

X

3 BHSD

S . >

Mitocondria Pregnenolona

Figura 1. Esquema de la via de la biosintesis de progesterona en una célula latea. La célula utiliza
tres fuentes de colesterol como sustrato para la sintesis de progesterona: lipoproteinas de baja
densidad (LDL); lipoproteinas de alta densidad (HDL) y ésteres de colesterol hidrolizados por la
enzima colesterol esterasa (CE). El colesterol libre se transporta a las mitocondrias con la
participacion de elementos citoesqueléticos y proteinas transportadoras de esteroles. Luego, el
colesterol se transporta desde la membrana mitocondrial externa a la interna, y este proceso
implica una proteina reguladora aguda esteroidogénica (STAR), receptores de benzodiacepina de
tipo periférico y endozepina. El colesterol se convierte en pregnenolona en las mitocondrias
mediante el 17 a citocromo hidroxilasa (P450), y finalmente en progesterona mediante 3 3
hidroxiesteroide deshidrogenasa (3 B HSD) en el reticulo endoplasmico liso. Una vez sintetizada,

la progesterona se difunde a partir de las células luteas. (Traducido de Tomac y col., 2011).
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Mortalidad embrionaria

La mortalidad embrionaria en los ovinos se presenta entre la fecundacion y el fin del
periodo embrionario de diferenciacion, d 35 de gestacion (Fernandez Abella, 1993). La
mayoria de las pérdidas embrionarias en los ovinos se produce en las primeras tres
semanas de prefiez, estimandose que la falla en el proceso de la fecundacién se
presenta aproximadamente en el 5-10% de los ovocitos (Wilmut y col.,, 1986). Se
considera que el 20 al 40% de las ovulaciones no estan representadas por crias
nacidas vivas (Edey, 1979; Nancarrow, 1994). El 70-80% de estas pérdidas
embrionarias ocurren entre los dias 8 a 16 PF (Wilmut y col., 1986). Wilkins (1991)
manifestd que las pérdidas gestacionales posteriores al d 30 de gestacion son muy
bajas (1-4%). Se ha reportado que las ovejas Merino de Patagonia Norte mantenidas en
un sistema extensivo de produccion presentan pérdidas gestacionales (o fallas en la
fecundacion) de hasta el 18% entre el d 1 y 17 de gestacion, mientras que las pérdidas

de prefiez a partir del d 18 resultan menores al 4% (Bruno Galarraga y col., 2014).

Cabe mencionar que la fecundacion y el adecuado desarrollo embrionario estan
supeditados a varios factores, como la maduracion folicular preovulatoria, la calidad
ovocitaria, las concentraciones de E, gonadotrofinas y de P4 previos y posteriores a la
ovulacion, la vida media luteal y la funcionalidad de los receptores luteales para la LH
(Bridges y col., 2013). A su vez, el desarrollo embrionario también estara condicionado
por la presencia de defectos intrinsecos del embridn, por un inadecuado ambiente
uterino o bien a una incapacidad materna para responder adecuadamente a las senales

embrionarias para el RMP (Spencer y Bazer, 2002).
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En resumen, la mortalidad embrionaria constituye un problema reproductivo multicausal
y produce importantes pérdidas econdmicas en la produccion ovina a nivel mundial. El
establecimiento y mantenimiento de la prefiez estan supeditados a una serie de eventos
endocrinolégicos, fisiolégicos e inmunolégicos durante la etapa temprana que son

criticos para la sobrevivencia del embrién (Spencer y Bazer, 2002).

Estrategias para disminuir la mortalidad embrionaria en ovinos

Las principales causas de la mortalidad embrionaria son la deficiente funcién luteal, la
asincronia embrionaria-uterina y el insuficiente desarrollo del embrion que se manifiesta
con una menor sefalizacidon embrionaria y un efecto luteotrépico disminuido (Wilmut y
col., 1986; Nancarrow, 1994). De éstas, la disfuncion luteal seria la causa mas relevante
(Nancarrow, 1994).

En base a lo expuesto, y con la finalidad de incrementar la eficiencia reproductiva de las
majadas, se han desarrollado diferentes estrategias de suplementacion hormonal
capaces de aumentar las concentraciones de P4 y reducir las pérdidas embrionarias.
Algunas de estas estrategias tendientes a elevar la P4 luego de la inseminacion artificial
(IA), consisten en: i) aumentar de la funcion endégena del CL posovulatorio (CL po); por
ejemplo, utilizando estrategias que promueven el crecimiento del foliculo preovulatorio
antes de la ovulacién, lo que resulta en un CL mas grande o aplicando tratamientos
luteotroficos que estimulan el desarrollo del CL, por ejemplo, suministrando hCG; ii) la
induccion de la ovulacion de un foliculo dominante y la formaciéon de un CL accesorio
(CL acc); por ejemplo, por la administracion de hCG o GnRH; o iii) la suplementacion de

P4 directamente (por ejemplo, mediante inyeccién o dispositivos intravaginales)
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(Kleemann y col., 1994; Thatcher y col., 2002; Cam y Kuran, 2004; Khan y col., 2007).
Los trabajos experimentales realizados con este objetivo se han llevado a cabo en
diferentes paises y con diversas especies como ovejas (Khan y col., 2007), cabras
(Riaz y col., 2012), vacas (Schmitt y col., 1996), bufalo (Arshad y col., 2017) y llamas
(Abalos y col., 2018); y a su vez, con distintas razas, categorias de animales y en
diferentes épocas del ano. Sin embargo, los datos sobre la respuesta en términos de
porcentaje de prefiez son variables o no concluyentes y pueden deberse a diversos
factores como: i) el momento del tratamiento; ii) la proporcion de animales con P4
inherentemente baja (numero de hembras que pueden beneficiarse de dicho
tratamiento); iii) baja efectividad de la suplementacion con P4 puede ser menos efectiva
en animales de alta produccion debido al alto metabolismo de la P4 en el higado (por
ejemplo vacas lechera de alta producciéon; Wiltbank y col.,, 2014); o iv) numero
insuficiente de animales y poder estadistico en muchos de los estudios realizados.

A pesar de que los beneficios de la P4 suplementaria durante la prefiez temprana son
muy variables en los rumiantes, se reconoce que la P4 garantiza un medio uterino
adecuado para el crecimiento y desarrollo embrionario. Por lo tanto, es posible suponer
que la aplicacion de P4 exdgena, previo a la implantacion, podria modificar el ambiente

uterino y asi favorecer la viabilidad y el desarrollo embrionario (Spencer, 2013).

Resultados de tratamientos con gonadotrofinas sobre la eficiencia reproductiva
Efecto de la Hormona Liberadora de Gonadotrofinas
La GnRH es una hormona producida por neuronas del hipotalamo en el sistema porta

hipofisario de vasos sanguineos hacia la hipdfisis. Es un decapéptido que estimula la
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sintesis y secrecidon de las hormonas foliculo estimulante (FSH) y LH en la
adenohipdfisis. Ambas hormonas regulan la secrecion de E, la ovulacion, el desarrollo
del CL, la secrecion de P4 e intervienen en la ovogenesis y foliculogénesis.

La utilizacion de GnRH para inducir la formacién de CL acc y aumentar la concentracion
de P4 ha sido utilizada en ovinos, tanto en la estacion reproductiva (Beck y col., 1994;
Cavalcanti y col., 2012; Maythem y Ziyad, 2018), como en contra estacioén (Ishida y col.,
1999; Mirzaei y col., 2014). En el ganado bovino, se ha observado que la Buserelina
(andlogo de la GnRH) reduce la concentracion plasmatica de E, lo que retrasa el
desarrollo de los receptores endometriales de OT. Por ende, se inhibe la liberacién de
PGF2a y se induciria una “luteoestasis” otorgandole al embrion mayor tiempo para
producir y liberar IFN T1; favoreciendo su implantacion (Newcombe y Peters, 2014).
También se ha observado que la administracion de GnRH en el momento del servicio
puede incrementar la prolificidad en los ovinos (Turk y col., 2008). Dicha respuesta
estaria condicionada por el numero de los foliculos con capacidad ovulatoria al
momento de su aplicacion (Hashem y col., 2014).

En ovinos, la administracién de GnRH durante en la fase luteal provoca la formacion de
un CL acc que incrementa las concentraciones plasmaticas de P4 y disminuye las
concentraciones de E (Beck y col., 1996; Hashem y col., 2014). Se ha descripto la
presencia de receptores de GnRH en diferentes tejidos periféricos como el ovario, la
placenta y la glandula mamaria (Shemesh, 2001). Esto sugeriria una accién directa de
GnRH no solo en la hipdfisis, sino que también, sobre estos 6rganos (Shemesh, 2001).
Hashem y col. (2014) aplicaron GnRH en ovinos en la etapa temprana de la fase luteal

(d 7 y 0-7 postcelo) y obtuvieron una disminucion de las pérdidas fetales luego del d 40
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PF. Estos autores, al igual que Cavalcanti y col. (2012), no encontraron diferencias en
la tasa de ovulacién. A su vez, cuando se aplicé la hormona en la fase luteal tardia (12
dias postservicio), Mac Millan y col. (1986) observaron un aumento en la tasa de
prefiez. Cam y col. (2002) coincidieron con los resultados del estudio anterior y a su
vez, determinaron un aumento en la longitud craneo caudal (LCC) de los fetos a los 45
dias de prefiez, pero que no se correlaciond con un aumento posterior en el peso vivo
al nacimiento (PVn) de los corderos. Lashari y Tasawar (2013) reportaron tanto un
mayor numero de carunculas, como un aumento en las dimensiones del saco amnidtico
y de la LCC de los embriones de 25 dias de edad gestacional. Ademas, la aplicaciéon de
GnRH al momento del celo puede incrementar el PVn de los corderos, tanto en
pariciones simples como dobles (Lashari y Tasawar, 2010). Por el contrario, en dos
trabajos posteriores no se evidenciaron aumentos del PVn de los corderos (Sirjani y
col., 2011; Olfati y Moghaddam, 2013). Posiblemente estas diferencias se pueden deber
a las distintas condiciones experimentales en que se realizaron los diferentes ensayos.
En la Tabla 1 se presenta un resumen de los distintos trabajos publicados luego de la
aplicacién de los tratamientos con GnRH sobre la eficiencia reproductiva en ovinos

(Modificado de Fernandez y col., 2016).
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Tabla 1. Resumen de tratamientos hormonales con GnRH (Hormona Liberadora de
Gonadotrofinas) sobre la eficiencia reproductiva en ovinos.
Autores n Raza Dosis  nr pg  CL o prefiez ER Mejora
(Hg) acc
Beck y col.
(1996) - 4 12 > - - Sl .
Ishida y col.
(1999) 12 Suffolk 100 12 > - ns NO ns
Cam y col. .
(2002) 103 Karayaka xSakiz. 4 12 > SI > SI Sl
Cam y Kuran Karayaka/Karayaka x
(2004) 45 Sakiz F2 4 12 - S > S| S|
Kahn y col.
(2007) 40 Welsh Halfbred 4 12 > SI - SI Sl
Tirk y col.
(2008) 11 4 0 - NO NO
Lashariy .
Tasawar (2010) 30 Lohi 50 0 > - > SI SI
Sirjani y col. . .
(2011) 8 Iranian Afahari 50 0 > - > SI Ns
Cavalcanti y col. Sta Inés/Sta Inés x
(2012) 34 Dorper 25 - ns ns SI -
Olfati y
Moghaddam 30 Mennoxé¥222;Mo b 125 011 - ; > S| S|
(2013) 9 y 13
Lashari y .
Tasawar (2013) 8 Lohi 50 12 > - > SI SI
Ataman y col. 4,12,
(2013) 60 Akkaraman 20 16 - - - NO NO
0
Hashem y col. Rahmani 4 7 > S > sI SI
(2014)
Oy7
Mirzaei y col.
(2014) 25 Mehraban Iran 4 0 - - > NO Sl
Fernandez y col. .
(2015) 16 Merino 4 7 - - > SI -
Ahmadi y
Mirzaei. (2016) 2° - 420 > > sl sI
Garcia-Pintos y
Menchaca. 350 Merino 100 11 - - > SI Sl
(2017)
Maythem y .
Ziyad. (2018) 15 Nuaemie 4 10 > - > SI Sl
Zonturlu y col. .
(2018) 30 Awassi 4 10 - - > SI Sl
Dursun (2019) 30 Anatolian Merino 4 0 - - > SI SI
Fernandez y col. Merino 4 4 - - - NO NO

(2019)

Ref.: n: numero de ovejas utilizadas por tratamiento; ug: microgramos; DT: dias de tratamientos hormonales

con respecto al celo o servicio; ns: sin diferencias significativas; P4: concentracion plasmatica de

progesterona; CL acc: cuerpo luteo accesorio; ER: época reproductiva. La columna “mejora” se refiere a los

resultados generales: Peso vivo al nacimiento de los corderos, tasa de ovulacién, paricion y prolificidad,

peso de los fetos o embriones o distintos parametros medidos en placenta y utero (nimero de cotiledones,

peso de la placenta y utero, ancho y largo del saco amniético) luego de la necropsia. (Modificado de

Fernandez y col., 2016).
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Efecto de la gonadotrofina coridonica humana

La hCG es una hormona glicoproteica sintetizada por el embrion humano a partir de los
dias 7-8 PF y posteriormente por el sincitiotrofoblasto. Su accion bioldgica es similar a
la de la LH y promueve la produccion de P4 por parte del tejido luteal, interactua con los
receptores de LH del CL e interviene en su mantenimiento (Maillo y col., 2014). La
administracién de hCG durante la fase luteal en vacas, incrementa el volumen y la vida
media del CL, aumenta la sintesis de P4, induce la ovulacion y promueve la formacién
de CL acc (Stevenson y col., 2006; 2008).

En ovejas, los resultados de la aplicacion de la hCG en ovejas son disimiles y
dependientes del momento de la aplicacion o de las condiciones experimentales.
Cuando fue aplicada al momento del estro aumenté la prolificidad (Khan y col., 2009;
Moeini y col., 2009), la fertilidad, la tasa de concepcion y el PVn de los corderos (Moeini
y col., 2013). Sin embargo, en otros estudios experimentales, luego del tratamiento con
hCG no se hallé un incremento en la tasa de prefiez ni en la prolificidad (Fukui y col.,
2001; Gomez Brunet y col., 2007). En la fase luteal temprana (3-7 dias postcelo) la
administraciéon de hCG produjo un aumento en la prolificidad (Lankford y col., 2010;
Castro y col., 2015). Los tratamientos con hCG en la fase luteal intermedia (8-12 dias
postcelo) incrementaron el peso del CL, el largo del embrién y la concentracion de INF 1
(Nephew y col., 1994). Sin embargo, estos incrementos no se relacionaron con un
aumento posterior del PVn de los corderos (Ishida y col., 1999; Khan y col., 2009). En la
Tabla 2, se puede observar un resumen de los resultados de los trabajos publicados
sobre los tratamientos con hCG y su efecto sobre la eficiencia reproductiva en ovinos

desde el afio 1983 al 2019 (Modificado de Fernandez y col., 2016).
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Tabla 2. Resumen de tratamientos hormonales con hCG (Gonadotrofina Coridénica humana) sobre

la eficiencia reproductiva en ovinos.

Autores n Raza Dosis (Ul) DT P4 CLacc % Prefiez ER Mejora
Kittok y
col. (1983) 29 = 100 11,1213 > = > NO =
Nephew y )
col. (1994) 10 Targhee 100 11.5 > > Si Sl
Zamiri y
Hosseini., 15 125/250/500 0 - -
1998
Ishida y 12 > - ns NO ns
col.(1999) ' Suffolk 500 69 > : ns NO ns
Fukuiy Suffolk /South 3,45
col. (2001) ' down €1y 4 > 5 3 e i3
Camy
Kuran 45~ Karayakalarayaka 45 12 - sl > sl sl
(2004)
Catalano
y col. 29 Corrideale 150 0 - - >** Sl ns
(2006)
Kahny
col. (2007) 40 Welsh Halfbred 200 12 > Si - Si SI
Gémez
Brunet y 331 Manchega 500 0 > - ns Sl ns
col. (2007)
Moeini y . 0
col. (2009) 127 Lori, Iran 200 12 ns - > Sl Sl
Kahny
col. (2009) 100 Welsh Halfbred 200 12 - SI ns SI Sl
Lankford
y col. 30 Suffolk 200 4,7,10 > Sl - Sl Sl
(2010)
Moeini y . 0
col. (2013) 127 Lori, Iran 250 12 > - > Si SI
Mirzaei y
col. (2014) 25 Mehraban Iran 250 0 - - > Si SI
Castroy .
col. (2015) 7 Santa Inés 250 7 - SI - NO -
Fernandez
y col. 16 Merino 300 7 - - > Sl -
(2015)
Dias y col.
(2018) 65 Santa Ines 500 -2 - - < Si NO
Fernandez
y col. 92 Merino 300 4 - - ns SI Sl
(2019)

Ref.: n: numero de ovejas utilizadas por tratamiento; Ul: unidades internacionales; DT: dias de tratamientos

hormonales con respecto al celo o servicio; ns: sin diferencias significativas; P4: concentracion plasmatica

de progesterona; CL acc: cuerpo luteo accesorio; ER: época reproductiva. La columna “mejora” se refiere a

los resultados: Peso vivo al nacimiento de los corderos, tasa de ovulacién, paricion y prolificidad, peso de

los fetos o embriones o distintos parametros medidos en placenta y Gtero (nimero de cotiledones, peso de la

placenta y utero, ancho y largo del saco amniético) luego de la necropsia. Modificado de Fernandez y col.,

2016.
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Cabe consignar que otros trabajos experimentales realizados en ovinos no hallaron
diferencias significativas entre los tratamientos con GnRH o hCG al considerar la
prolificidad (Gémez Brunet y col., 2007), la tasa de ovulacion (Cavalcanti y col., 2012) y
el porcentaje de prefiez (Ishida y col., 1999), si bien, los tratamientos realizados con
hCG tuvieron un mayor efecto luteotréfico con respecto a los tratamientos con GnRH
(Cam y Kuran, 2004; Khan y col., 2007; Mirzaei y col., 2014). Esto podria deberse a
diferencias en la farmacodinamica de estas dos hormonas que producirian un CL con
distintas capacidades esteroidogénicas (Schmitt y col., 1996). La administracion de hCG
promueve la diferenciacion de las células foliculares en células luteales, asi como una
mayor transformacion de células luteales pequefias a grandes (Farin y col., 1988)
provocando un aumento del area del tejido luteal (Castro y col., 2015). Ademas, la hCG
tiene una mayor vida media debido a su estructura quimica y alta glicosilacion,
posibilitando un efecto prolongado sobre el CL. Las concentraciones plasmaticas de P4
son dependientes de la capacidad del tejido esteroidogénico para sintetizar esta
hormona. Por lo tanto, el numero y el tamafio de las células luteales influyen en la

produccion de P4 (Maillo y col., 2014).

Justificacion del trabajo

Los antecedentes expuestos demuestran que existiria una estrecha relaciéon entre los
tratamientos hormonales luteotréficos y su efecto sobre los parametros reproductivos.
Sin embargo, los resultados de los tratamientos hormonales en diversas investigaciones
han sido variables, contradictorios o no concluyentes. Esto podria atribuirse a una

variedad de factores, como las distintas dosis y el momento del ciclo estral en que
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fueron suministradas, ademas del potencial biolégico de cada farmaco. Diversas
variables como la raza y el biotipo productivo de los animales, la edad, el manejo o la
época del aino, también pudieron condicionar los resultados de los tratamientos.
Teniendo en cuenta la ausencia de informacién sobre la mortalidad embrionaria y los
efectos de los tratamientos hormonales sobre la eficiencia reproductiva en majadas
ovinas Merino de la Patagonia criadas en condiciones extensivas, se planted la
necesidad de estudiar y determinar el efecto de los tratamientos hormonales con GnRH
o hCG en momentos claves de la gestacion, y como influyen en los distintos parametros
reproductivos; como la fertilidad, el desarrollo y el crecimiento del embrién, las pérdidas
embrionarias y fetales, y su influencia sobre el PVn de los corderos al nacimiento.

A su vez, segun nuestro conocimiento, no existe informacion en cuanto a la influencia
de los tratamientos hormonales con GnRH o hCG sobre la inducciéon de la ovulacion
posinseminacion segun la presencia folicular y la concentracion de P4 a lo largo de la
prefiez temprana en ovinos. Tampoco existen registros sobre la funcionalidad de los CL
po y acc y de sus posibles diferencias morfolégicas y funcionales entre ellos, luego de
la aplicacion de dichos tratamientos hormonales.

Como se ha citado anteriormente, la implementacién de tratamientos hormonales en el
momento previo a la implantacién del embrion podria mejorar el RMP y mantenimiento
de la prefez, asi como evitar las pérdidas prenatales, maximizando el potencial
reproductivo de las hembras y aumentando el porcentaje anual de senalada.

Generar esta informacion nos permitird determinar un uso racional y justificado de estos

tratamientos hormonales.
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2. OBJETIVOS

2.1- Objetivo general
El objetivo general de esta tesis fue evaluar el efecto de la administracion de la GnRH o
de la hCG sobre la eficiencia reproductiva en las ovejas Merino en la Patagonia Norte.

2.2- Objetivos especificos
1- Evaluar la induccién ovulatoria en las ovejas tratadas con GnRH o hCG a los 4 dias
posinseminacion artificial, segun la presencia folicular para la generacion de cuerpos
luteos accesorios y su efecto sobre la concentracion sérica de progesterona.
2- Determinar las caracteristicas histolégicas y funcionales de los cuerpos luteos
posovulatorio y accesorios y su incidencia sobre la concentracion sérica de
progesterona en ovejas tratadas con GnRH o hCG a los 4 dias posinseminaciéon
artificial.
3- Evaluar el efecto de la administracion de GnRH o hCG a los 4 dias posinseminaciéon
artificial en ovejas, sobre el porcentaje de prenez, las pérdidas embrionarias, la longitud

craneo caudal del embridn, la prolificidad y el peso al nacimiento de los corderos.

3. HIPOTESIS GENERAL
En ovejas adultas Merino en condiciones extensivas de la Patagonia, los tratamientos
hormonales con GnRH o hCG durante la fase luteal temprana posinseminacion artificial:
- Inducen la formacién de cuerpos luteos accesorios y un incremento en la
concentracion plasmatica de progesterona, debido a cambios en las
caracteristicas histologicas y funcionales de los cuerpos luteos posovulatorios y

accesorios.
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Incrementan el porcentaje de prefiez, el tamano del embrién, la prolificidad y el

peso al nacimiento de los corderos y reducen las pérdidas de gestacion.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1- Seccion Experimental |

Esta Seccion comprende dos ensayos; El Ensayo | se realizé durante dos afos
consecutivos (Afo 1 y 2) con el objetivo de evaluar la inducciéon ovulatoria en ovejas
tratadas con GnRH o hCG a los 4 dias posinseminacién artificial, segun la presencia
folicular en el momento de su aplicacion, para la generacién de CL acc y su efecto
sobre la concentracion sérica de P4 (Objetivo especifico 1). El afo 2 permitio
incrementar la informaciéon obtenida en el Afo 1, principalmente al evaluar el
mantenimiento de los CL acc, la concentracion de LH luego de los tratamientos y la
concentracion de P4 hasta el dia 35 de gestacion.

El Ensayo Il se llevo a cabo con el objetivo de determinar las caracteristicas
histolégicas y funcionales de los cuerpos luteos posovulatorio y accesorios sobre la
concentracion sérica de progesterona en ovejas tratadas con GnRH o hCG a los 4 dias

posinseminacion artificial (Objetivo especifico 2).

Ensayo |

Lugar y época de estudio

Se seleccionaron ovejas de raza Merino (n= 72) clinicamente sanas, con un peso Vvivo
(PV) de 48,7+5,3 kilogramos (kg) y condicion corporal (CC, segun Russel y col., 1969)
de 2,5+0,4. Los animales seleccionados permanecieron en pastoreo sobre pastizales

naturales con libre acceso al agua durante todo el periodo de estudio.
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Se realizaron dos ensayos durante la estacion reproductiva (otofio-invierno) de 2016 y
2017, en las instalaciones del Campo Experimental Pilcaniyeu del Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA) Bariloche, provincia de Rio Negro (70° 28 30” longitud

oeste y 41° latitud sur; Area de Sierras y Mesetas Occidentales, Patagonia Norte).

El cuidado y el tratamiento de los animales experimentales se realizaron de acuerdo
con las normas emitidas por la National Academy Science, Washington DC, EE. UU.
(National Research Council, 2011) y aprobadas por el Comité de Principios Rectores
Internacionales para la Investigacion Biomédica de Animales de Laboratorio (Comité
Institucional de Cuidado y Uso de Animales [CICUAL]) de la FCV-UNLP; Numero de

protocolo: 53-6-15T.

Ensayo I: Ano 1

Animales y disefio experimental

Se seleccionaron 36 ovejas de raza Merino, las cuales recibieron un tratamiento de
sincronizacion de estros mediante doble dosis de un analogo de prostaglandina (PG;
125 ug de Cloprostenol, i.m., Ciclase®, Syntex, Argentina) distanciadas por 14 dias.

A las 54-56 horas (h) luego de la segunda aplicacién de PG se realiz6 la inseminacion
artificial a tiempo fijo (IATF) por via vaginal con semen fresco segun lo descripto por
Cueto y Gibbons (2011). El semen fue colectado mediante vagina artificial, de 1 carnero
adulto Merino clinicamente sano (Revisacion clinica apta y prueba negativa a Brucella
ovis). Se utilizé una dosis de 0,03 mililitros (ml) y una concentracién aproximada de 100

millones de espermatozoides totales por oveja. El eyaculado colectado se mantuvo en
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un bafio de agua a 36 °C, y fue evaluado macro y microscépicamente en forma
inmediata luego de su recoleccién para determinar en forma subjetiva la motilidad masal
(0-5), empleandose solo aquéllos con una motilidad masal = 3.

A los 4 d luego de la IATF, las ovejas inseminadas fueron divididas aleatoriamente en
tres grupos experimentales:

1) Grupo GnRH (n= 12): recibieron 4 ug de un andlogo de GnRH, i.m. (Buserelina;
Receptal®, Laboratorio Intervet, Argentina)

2) Grupo hCG (n= 12): recibieron 300 Ul de hCG, i.m. (Gonacor®, Laboratorio Ferring,
Argentina)

3) Grupo Control (n= 12): recibieron 1 ml de solucidn fisiolégica, i.m.

Laparoscopias exploratorias ovaricas

A los 4 y 10 d luego de la IATF se realizaron las laparoscopias ovaricas. La primera
observacion laparoscopica se realizé a las 6 h previas al momento de la aplicacion de
los tratamientos hormonales a fin de determinar el numero, ubicacién y tamafio de los
foliculos antrales ovaricos, al mismo tiempo se determiné el numero y ubicacién del CL
po. La segunda laparoscopia se realizé a los 10 dias luego de la IATF a fin de evaluar
el numero y la ubicacion del CL acc en la superficie ovarica, y su relacién a la
observacion previa de la presencia folicular, para determinar el tamafo del foliculo que
genero el CL acc.

Las ovejas permanecieron en ayuno de agua y alimento, 12 h previas a las
observaciones laparoscopicas. El procedimiento se realizd sobre una camilla, con el

animal colocado en decubito dorsal con una inclinacion de 45° y sujetado de los
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miembros. Luego se procedié a la preparacion del animal mediante el rasurado,
limpieza con jabon neutro, secado y desinfectado con alcohol de la zona abdominal. La
intervencién se realizd6 mediante anestesia general con xilacina (2 miligramos (mg)/10
kg de Kensol® 2%, Konig, Argentina) y clorhidrato de ketamina (25 mg/10 kg de
Ketalar®, Parke-Davis, Argentina) y anestesia local con lidocaina (Frankaina®, 1
ml/animal, 2%, Fatro Von Frankel, Argentina). Finalizadas las observaciones
laparoscopicas, se procedid a la aplicacion de cicatrizante sobre la herida quirurgica
(Young Plata, Quimagro, Argentina) y se administr6 un antibiético preventivo via
intramuscular (Penicilina-Estreptomicina, 1 ml/10 kg, Over, Argentina).

Las observaciones laparoscopicas se realizaron mediante un equipo Wolf (Richard
Wolf, Knittlingen, West Germany), con telescopio de 4 milimetro (mm), angulo de 45°,
transmision de luz por fibra éptica y fuente de luz fria de 250 W. La observacion ovarica
se realizd segun la técnica de Killen y Caffery (1982). La aguja de Veress (Endopath®,
Ethicon Endo-surgery, USA), situada equidistante de la linea alba con respecto al
laparoscopio y a 5 centimetros (cm) a la izquierda del pliegue inguinal derecho, permitid
la sujecién del ovario desde el ligamento utero-ovarico, para presentar la superficie
ovarica a la visualizacion laparoscopica. La sujecidn de cada uno de los ovarios desde
el ligamento utero-ovarico, permitié la descripcidn de sus cuatro caras: frente, medial,
lateral y posterior, registrandose la distribucion ovarica de todos los foliculos iguales o
mayores a 2 mm. El didmetro de los foliculos de 22 mm de tamafio se midié con una
sonda grabada con una escala milimétrica, como lo descripto por Cueto y col. (2006).

La posicion relativa de cada foliculo con respecto a otros foliculos o estructuras Iluteas
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se registré en un diagrama de los ovarios para evaluar los tamafos de los foliculos que

generaron el CL acc, presentes a la segunda laparoscopia.

Determinacion de las concentraciones séricas de progesterona

Se tomaron muestras de sangre de la vena yugular a los 12 animales de cada grupo
(GnRH, hCG y Control) en los dias 4, 10, 13, 17 y 21 (Dia 0: momento de la IATF)
utilizando tubos de 10 ml (BD Vacutainer®, Franklin Lakes, NJ, USA), para la
determinacion de P4. Las muestras fueron centrifugadas (1000 G por 10 minutos) y el
suero obtenido fue almacenado a -20 °C hasta el momento de los analisis hormonales.
La determinacion de la concentracion sérica de P4 se realizé por quimioluminiscencia
(Elecsys®, Progesterone I, Roche, Mannheim, Germany) con una sensibilidad de < 0,1
ng/ml, una especificidad del 90% y un coeficiente de variacion intraensayo e
interensayo <10% para muestras entre 0,1 y 36 ng/ml. Los resultados fueron
expresados en ng/ml. La concentracion de progesterona al dia 17 fue aceptada como
diagnostico precoz de gestacion utilizando como valor de corte 1 ng/ml (McPhee vy

Tiberghien, 1987; Thimonier, 2000).

Ensayo I: Afio 2
Animales y diseiio experimental
Se utilizaron 36 ovejas de raza Merino, las cuales recibieron un tratamiento de
sincronizacion de estros mediante la aplicacion de esponjas intravaginales (60 mg de

acetato de medroxiprogesterona; Progespon®, Syntex, Argentina) por 14 d y al
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momento del retiro del dispositivo progestacional se aplicé Gonadotrofina Coridnica
equina (eCG; 200 Ul; Novormon®, Syntex, Argentina).
A las 54-56 h luego del retiro de la esponja y aplicacién de la eCG se realizé la IATF por
via vaginal con semen fresco. La inseminacion artificial y la recoleccion y evaluacion del
semen se realizé como lo descripto en “Animales y diseno experimental”.
A los 4 d pos IATF, las ovejas inseminadas fueron divididas aleatoriamente en tres
Grupos experimentales:
1) Grupo GnRH (n= 12): recibieron 4 ug de un analogo de GnRH, i.m. (Buserelina,
Receptal®, Laboratorio Intervet);
2) Grupo hCG (n= 12): recibieron 300 Ul de hCG, i.m. (Gonacor®, Laboratorio
Ferring);

3) Grupo Control (n= 12): se les administré 1 ml de solucion fisiologica, i.m.

Laparoscopias exploratorias ovaricas

Las laparoscopias exploratorias se realizaron en todos los animales a los d 4, 10 y 21
dias luego de la IATF. La primera laparoscopia se realizd a las 6 h previas al momento
de la aplicacion de los tratamientos a fin de determinar el numero, ubicacién y tamafio
de los foliculos ovaricos, al mismo tiempo se determiné el numero y ubicacion de CL po.
La segunda laparoscopia se realizé a los 10 dias luego de la IATF a fin de evaluar el
numero y ubicacion de CL acc en la superficie ovarica en relacién a la observacion
previa de la presencia folicular. Por ultimo, en el dia 21, se observo la continuidad de la

presencia del CL po y el CL acc.
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El procedimiento se realizd6 como el descripto en “Laparoscopias exploratorias

ovaricas’.

Determinacioén de las concentraciones séricas de progesterona y hormona
luteinizante

Para la determinacion hormonal se colectd sangre de la vena yugular a todos los
animales alos 4, 7, 10, 13, 17, 21, 28 y 35 d (Dia 0: momento de la IATF). Las muestras
fueron centrifugadas (1000 G por 10 minutos) y el suero obtenido fue almacenado a -20
°C hasta el momento de los analisis hormonales. El procesamiento para la
determinacion de P4 se realiz6 como el descripto en el Afio 1, “Determinacion de las
concentraciones séricas de progesterona’.

La concentracion sérica de LH se determind, en las muestras correspondientes a los d
4, 7 y 10 luego de la IATF, mediante radioinmunoanalisis (RIA) con el anticuerpo anti-
rat-LH-RIA-11 (NIDDK), en el Instituto de Biologia y Medicina Experimental (IByME).
Los resultados se expresaron en ng/ml de acuerdo al estandar o-LH. 16 (NIDDK). Las
muestras sanguineas del dia 4 fueron recolectadas entre las 2-6 h luego de la

aplicacion del tratamiento con GnRH, hCG o solucion fisioldgica.

Analisis estadistico

El numero de CL acc se comparé mediante ANOVA con un test a posteriori de
Bonferroni. EI numero de foliculos en cada tratamiento se comparé mediante ANOVA
con un test a posteriori de Bonferroni. La concentracion de P4 de las ovejas

diagnosticadas prefiadas a los 17 d luego de la IATF y LH se analizé mediante analisis
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factorial con medidas repetidas en el tiempo. La significacién estadistica se fij6 en
P<0,05 y se consideré6 una tendencia a ser significativa cuando 0,05< P< 0,1. El

programa estadistico utilizado fue el R commander (2016).

Ensayo Il

Animales y diseno experimental

El presente experimento se realizé durante la estacidon reproductiva (otofio-invierno) en
las instalaciones de la Estaciéon Experimental Bariloche (EEA) del INTA (71° 31’ 03”
longitud oeste y 41° latitud sur; Area de Sierras y Mesetas Occidentales, Patagonia
Norte).

Se seleccionaron 29 ovejas de raza Merino con un PV promedio de 45,0+5,0 y una CC
2,5%0,3. La sincronizacién de los estros y la inseminacion se realizé como fue descripta
en el Ensayo | Ao 2. Veasé “Animales y disefo experimental’.

Los animales se dividieron al azar en tres Grupos experimentales a los 4 d luego de la
IATF:

1) Grupo GnRH (n= 10): recibieron 4 ug de un analogo de GnRH, i.m. (Buserelina
(Receptal®, Laboratorio Intervet, Argentina)

2) Grupo hCG (n= 10): se les administréo 300 Ul de hCG, i.m. (Gonacor®, Laboratorio
Ferring, Argentina)

3) Grupo Control (n=9): recibieron 1 ml de solucion fisiologica, i.m.

Laparoscopias exploratorias ovaricas
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A los d 4 y 14 luego de la IATF se realizd en todos los animales laparoscopias
exploratorias para determinar el numero, distribucion y tamafo de los foliculos, la
presencia del CL po y acc, como lo descripto en “Laparoscopias exploratorias
ovaricas”.

En la segunda laparoscopia, se realizd, ademas, una laparotomia para la obtencién de

los CL po y acc. Ver mas adelante en “Exéresis de los cuerpos luteos”.

Determinacion de la concentracion sérica de progesterona

Se extrajeron muestras de sangre de la vena yugular todos los animales de cada grupo
(GnRH, hCG y Control) en los d 4, 10 y 14 (Dia 0: momento de la IATF). El
procesamiento se realizd como el descripto en “Determinacion de Ilas

concentraciones séricas de progesterona”.

Exéresis de los cuerpos luteos

Se realizé una laparotomia ventral paramediana con el objetivo de realizar la exéresis
de los CL po y acc mediante la ovariectomia (Becaluba y Moscuzza, 2018) de uno o
ambos ovarios dependiendo de la ubicacién de los cuerpos luteos. La intervencién se
realizd inmediatamente después de la segunda laparoscopia. El procedimiento
quirurgico se llevo a cabo como lo descripto en “Laparoscopias exploratorias
ovaricas”. Una vez que se realizo la cirugia se suturo la herida y se hizo el mismo
procedimiento descripto anteriormente.

En una placa de Petri sobre escamas de hielo se separaron los CL en dos mitades. Una

de las mitades de cada CL fue medida con un calibre, registrandose el diametro en cm.
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Esta muestra fue fijjada en formalina al 10% durante 48 h. Luego, se trasvasé cada
muestra a un tubo con alcohol al 70%, para realizar posteriormente los analisis
histolégicos e inmunohistoquimicos. Una porcion interna de la otra mitad del CL fue
conservada en un criotubo en nitrégeno liquido para posteriormente hacer el analisis

mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Analisis histologicos e inmunohistoquimicos de los cuerpos luteos

Las muestras de los CL po y acc fueron deshidratadas e incluidas en parafina. El
procedimiento consistio en el pasaje de las muestras por soluciones de alcoholes
crecientes (70, 96, 96%), luego por dos soluciones de xileno y después por tres
soluciones de parafina con grado creciente de purificacion. Se entacaron en moldes y
se conservaron hasta el procesamiento histolégico e inmunohistoquimico.

Para la realizaciéon de los estudios histolégicos se montaron los cortes de los CL de 4
Mm de espesor en portaobjetos (n= 3 animales por tratamiento). Se desparafinaron en
xileno y se rehidrataron con lavados graduados con etanol. La tincion con hematoxilina
eosina (H-E) se realizé6 con el objetivo de registrar el recuento de células luteales
grandes en el Laboratorio de Histopatalogia de la EEA Bariloche del INTA. Los cortes
fueron fotografiados bajo un microscopio oOptico (Zeiss Axiostar Plus, Bélgica) con
camara digital (Canon, PowerShot G6, Japon). Para el recuento de células luteales
grandes se contaron 10 campos/ portaobjetos/ animal con un aumento de 40X. Las
imagenes capturadas fueron analizadas con el procesador de imagenes FIJI (Schindelin

y col., 2012).



37

Para la realizacion de la inmunohistoquimica se montaron los cortes de los CL de 4 ym
de espesor en portaobjetos (n= 3 animales por Grupo Experimental). Se desparafinaron
en xileno y se rehidrataron con lavados graduados en etanol. La actividad de
peroxidasa endogena se bloqued con peroxido de hidrogeno en metanol durante 15
minutos. Después de 3 lavados con solucion buffer fosfatada (PBS), las muestras se
incubaron con anticuerpo primario [Anticuerpo Anti- 3 B HSD R1484 1/1000; o Anti. Star
(ab 3343)- Abcam 1/100] y después de 1 h y dos lavados con PBS se colocé el
anticuerpo secundario biotinilado (sistema Vectastain ABC; Vector Laboratories,
Burlingame, CA, EE. UU.) durante 30 min. Los cortes se cubrieron con estreptavidina-
peroxidasa por 30 min y luego de 5 lavados con PBS, se cubrieron con la solucion de
cromoégeno (DAB). Los controles negativos se obtuvieron en ausencia de anticuerpo
primario. La reaccion se detuvo utilizando agua destilada, se tind con hematoxilina y se
deshidraté antes de montar con medio de montaje (Canada Balsam Synthetic; Biopack,
Santa Barbara, CA, EE. UU.). Las muestras fueron procesadas en el Laboratorio del
Instituto de Ciencias Veterinarias del Litoral ICIVET-CONICET.

Los cortes fueron observados, fotografiados y analizados bajo microscopio o6ptico
(Zeiss, Axiostar Plus, Bélgica) con camara digital (Canon, Power Shot G6, Japon). En
un total de 10 fotografias por corte, se realizé un analisis comparativo de los aspectos
inmunohistoquimicos encontrados en los CL de los animales de los distintos
tratamientos. El porcentaje de células luteas inmunomarcadas se procesé utilizando el
programa FIJI (Schindelin y col., 2012). Se determind el area inmunomarcada con
STAR y 3 B HSD sobre el area total de interés y se calculé el promedio de las 10

imagenes de cada corte.
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Analisis de la expresion génica de los cuerpos luteos

Las muestras fueron procesadas en el Laboratorio de Fisiopatologia de la Hipdfisis del
Centro de Investigaciones de Buenos Aires (CIBA-UNNOBA).

El ARN total se aisldé de las muestras de CL almacenadas en nitrégeno liquido (n= 3
animales por Grupo Experimental). Cada muestra fue homogeneizada en 400 pl de
reactivo TRI (Trizol® LS Reagent, Ambion, Invitrogen) e incubada a 30 °C durante 10
min. Se anadié cloroformo (80 ul), las muestras fueron agitadas vigorosamente, y
después de 5 min de incubacion a 30 °C, se centrifugaron a 12000 x g durante 15 min a
4 °C. Se anadi6 isopropanol (200 ul) al sobrenadante para precipitar el ARN. Después
de una incubacion de 10 minutos a 30 °C, las muestras se centrifugaron a 12000 x g
durante 15 min a 4 °C, se descartaron los sobrenadantes y se lavaron sus granulos con
400 pl de etanol al 70%. Luego, las muestras se centrifugaron a 7500 x g durante 7 min
a 4 °C y se descartaron los sobrenadantes.

Los precipitados resultantes se volvieron a suspender en 5 pl de agua libre de
ribonucleasa (RNasas), se incubaron durante 10 minutos a 60 °C y luego durante 5
minutos en hielo. El ARN fue cuantificado por Picodrop (Picodrop Ltd., Saffron Walden,
Reino Unido) y la concentracion se determind sobre la base de la absorbancia a 260
nm, se evalué su pureza por la relaciébn de absorbancia a 260/280 nm (~2,0 se
consider6 apropiado).

El ARN total (2 pg) se transcribié de forma inversa en una mezcla de reaccion que
contenia ditiotreitol 0,1 molar (M), desoxinucleétido 10 milimolar (mM) trifosfatos, 5X RT

Buffer, Oligo DT, transcriptasa del virus de la leucemia murina Moloney (Invitrogen, Life
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Technologies Corp., Carlsbad CA) y agua libre de RNasas en un volumen final de 20 pl.
La transcripcion inversa de la reaccion en cadena de la polimerasa se realizé en un
termociclador de punto final Veriti (Applied Biosystems Inc., Foster City CA) con los
siguientes parametros de ciclo térmico: 10 min a 25 °C, 50 minutos a 37 °C y luego
mantenido a 4 °C.

El producto se amplificé en un termociclador en tiempo real (LineGene 9600, Bioer,
Hangzhou, China) con cebadores para STAR, 3 B HSD, P450 y sentido y antisentido del
cebador de actina en una mezcla de reacciéon (15 pl) que contenia 0,5 yM de los
cebadores (Integrated DNA Technologies, Coralville, IA), FastStart™ PCR Master Mix
(Roche- Sigma Aldrich, Darmstadt, Alemania) y agua libre de ARNasa. Se determinaron
los niveles de expresion de ARNm de STAR, 3 B HSD y P450 utilizando el método Ct
comparativo relativo a la expresion del cebador de actina de limpieza.

Las secuencias de los cebadores fueron las siguientes:

Fo-STAR-sheep: 5°CGC GAC GTT TAA GCT GTG TG 3"; Re-STAR-sheep: 3" CCA
GCT GAG AAC CTA GGA GAG 57;

Fo-3BHSD-sheep: 5° GAA GTT CGG GAG GAA TTT TCT AAG C 3°; Re-3BHSD-sheep:
3" GCA CAC TAG CCT GGACACAG 5

Fo-CytP450-sheep: 5" TTG GAG GAT GTC AAG GCC AAT 3’; Re-CytP450-sheep 3°

ACG GAGATAGGG TGG AGT CTTAG 5.

Analisis estadistico
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El numero de CL se analiz6 mediante un ANOVA con un test a posteri de Bonferroni. La
concentracion de P4 de las ovejas diagnosticadas preiadas a los 17 d luego de la IATF,
se analiz6 mediante analisis factorial con medidas repetidas en el tiempo.

El porcentaje de area inmunomarcada con anticuerpos anti-STAR y anti-3 § HSD vy el
numero de células luteales grandes se analizé mediante ANOVA de minimos cuadrados
(least squares ANOVA) con un test a posteri de Bonferroni.

Los datos de la PCR se transformaron matematicamente para adaptarse a la
normalizacion cuando fue necesario. La prueba de Tukey post-hoc se emple6é cuando
fue necesario para definir las diferencias de tratamiento entre las medias de cada gen.
Las correlaciones entre la expresion relativa a actina de los ARNm para STAR, 3 B HSD
y P450 y los tratamientos hormonales se probaron mediante la prueba paramétrica de
Pearson.

La significacion estadistica se fij6 en P< 0,05. Se consideré una tendencia a la
significacién cuando 0,05< P <0,1 El programa estadistico utilizado fue el R commander

(2016).

4.2- Seccion Experimental Il
El objetivo de esta seccidn fue evaluar el efecto del tratamiento con GnRH o hCG a los
4 dias luego de la IATF sobre la eficiencia reproductiva en ovejas Merino (Objetivo
especifico 3). Para cumplir con este objetivo se realizd el Ensayo lll, evaluandose los
siguientes parametros: el porcentaje de prefiez, las pérdidas embrionarias, el tamafo

del embridn, la prolificidad y el peso al nacimiento de los corderos.
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Ensayo lll

Lugar y época de estudio

Se realiz6 durante la estacion reproductiva (otofio-invierno) del afio 2016, en las
instalaciones del Campo Experimental Pilcaniyeu del INTA Bariloche, provincia de Rio
Negro (70° 28 30” longitud oeste y 41° latitud sur; Area de Sierras y Mesetas
Occidentales, Patagonia Norte).

El cuidado y el tratamiento de los animales experimentales se realizaron de acuerdo
con las normas emitidas por la National Academy Science, Washington DC, EE. UU.
(National Research Council, 2011) y aprobadas por el Comité Institucional de Cuidado y

Uso de Animales (CICUAL) de la FCV-UNLP; Numero de protocolo: 53-6-15T.

Animales y diseno experimental

Se seleccionaron ovejas de raza Merino (n= 288) clinicamente sanas, con un PV de
48,7+5,3 y CC de 2,51+0,4. Los animales seleccionados permanecieron en pastoreo
sobre pastizales naturales con libre acceso al agua durante todo el periodo de estudio.
Todas las ovejas recibieron un tratamiento de sincronizacién de estros mediante doble
dosis de un analogo de prostaglandina (PG; 125 ug de Cloprostenol, Ciclase®, Syntex,
Argentina) distanciadas por 14 dias.

A las 54-56 h luego de la segunda aplicacion de PG se realizé la inseminacion artificial
a tiempo fijo (IATF) por via vaginal con semen fresco. El procedimiento se realizé de
igual manera que el Ensayo | de la Seccién experimental |. Veasé en “Animales y
disefio experimental”. La identificacion de los carneros Merino (n= 5) utilizados en la

IATF fue necesaria porque las ovejas fueron parte de un programa de mejoramiento
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génetico. El numero de eyaculados/carnero utilizado fue entre 1-4. El numero de ovejas
inseminadas por el carnero fue: Carnero A: 75 ovejas; B: 115 ovejas; C: 35 ovejas; D:
34 ovejas; E: 29 ovejas. Cada oveja recibié la dosis seminal de un carnero, al azar. El
dia de la IATF se considero el dia 0 del ensayo.
A los 4 d luego de la IATF, las ovejas inseminadas fueron divididas al azar en tres
Grupos experimentales:
1) Grupo GnRH (n= 99): recibieron 4 ug i.m. de un analogo de GnRH, Buserelina
(Receptal®, Laboratorio Intervet, Argentina);
2) Grupo hCG (n= 92): recibieron 300 Ul i.m. de hCG (Gonacor®, Laboratorio
Ferring, Argentina);

3) Grupo Control (n= 97): recibieron 1 ml de solucién fisioldgica, i.m.

Diagnéstico de gestacion, pérdidas embrionarias y tamaino del embrién

Para determinar el porcentaje de prefiez, las pérdidas y el crecimiento embrionario se
realizaron ecografias transrectales a los 33 y 90 d posteriores a la IATF. Se utilizé un
transductor lineal de 6 MHz (Aquila Vet, Paises Bajos).

Treinta y tres d luego de la IATF, se evalud la LCC mediante 10 imagenes ecograficas
por cada Grupo experimental y luego se analizé con el Software del ecégrafo.

Las pérdidas embrionarias se evaluaron mediante control ecografico a los 33 d luego de
la IATF mediante la interpretacién de las imagenes observadas, considerando: Oveja
Prenada: cuando se presentaba una imagen ecografica en la que se observé el embridn
con signos vitales; Oveja no prefiada: la imagen ecografica se presentaba con el utero

sin liquido y contenido embrionario; Oveja con pérdida de prefiez. una imagen
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ecografica en la que se observo contenido de liquido uterino sin presencia embrionaria
0 soOlo la presencia de la membrana amniotica. Ademas, se evalud la pérdida

gestacional entre los dias 33 y 90 posteriores a la IATF.

Control de pariciéon

A partir del d 146 de gestacion se llevo a cabo el control de paricidon de una muestra
representativa de cada Grupo Experimental (GnRH: n= 46; hCG: n= 44; Control: n= 47)
mediante recorridas diarias del potrero de paricion. En cada nacimiento, se registro la
identidad de la madre, dia de paricién (largo gestacional), PVn de los corderos, sexo y
tipo de nacimiento (simple o doble). Los corderos fueron identificados mediante

caravanas plasticas tipo Allflex.

Anidlisis estadistico

El efecto de los tratamientos en las variables de respuesta (tasas de prefiez y de
pérdidas gestacionales) fue analizado por regresion logistica multiple con distribucion
binomial. El analisis de varianza se utilizé6 para comparar la LCC del embridn, la
prolificidad y el PVn de los corderos entre los Grupos Experimentales. La comparacion
post-hoc se realizé utilizando las pruebas posteriores de Bonferroni. Ademas, el efecto
del carnero utilizado en IATF y la CC de las ovejas al momento de la inseminacion
sobre la tasa de prefiez se analizé mediante regresion logistica multiple con distribucién
binomial. El programa utilizado para el analisis de los datos fue R Commander (2016).
La significacion estadistica se fijé6 en P< 0,05. La tendencia significativa fue aceptada

con un 0,05 <P<0,1.
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5. RESULTADOS
5.1- Seccion Experimental |

Efecto del tratamiento con GnRH o hCG a los 4 dias posinseminacion sobre la
induccidon ovulatoria segun la presencia folicular, las caracteristicas histolégicas
y funcionales de los cuerpos luteos y la concentracion de progesterona en ovejas

Merino.

Ensayo I: Aiho 1

Induccién ovulatoria segun la presencia folicular
El nimero de foliculos de 2-5 mm previo al momento de la aplicacion de los
tratamientos fue similar en todos los Grupos experimentales (Tabla 3; P> 0,05).
Los Grupos GnRH y hCG tuvieron un mayor numero de CL acc comparados con el
Grupo Control (1,1£0,0 vs. 0,0+£0,0, P< 0,01; Tabla 3). Ademas, no hubo diferencias
significativas en la cantidad de CL acc inducidos entre el Grupo GnRH y hCG (1,0+0,4,
numero de CL acc/numero de ovejas tratadas con GnRH= 12/12 vs. 1,1+0,3 numero de

CL acc/ numero de ovejas tratadas con hCG= 13/12; P> 0,05).

Tabla 3. Poblacién folicular y numero de cuerpos liteos presentes en ovejas, tratadas a los 4 dias
posinseminacion a tiempo fijo con 4 ug de un analogo de hormona liberadora de gonadotrofinas

(GnRH), 300 Ul de gonadotrofina coriénica humana (hCG) o 1 ml de solucién fisioldgica (Control).

Grupo Experimental

Estructuras ovaricas GnRH (n=12) hCG (n=12) Control (n=12) P
2mm 6,4+3,8 6,7+4,0 6,4+27 0,9
Diametro de los 3 mm 3,1+2,9 3,1+1,8 2,2+1,5 0,6
foliculo 4 mm 1,320,8 1,0£0,0 1,610,9 0,2
5 mm 1,210,5 1,3+0,7 1,610,5 0,2
Cuerpo posovulario 1,1+£0,4 1,0+0,3 1,1£0,3 0,6
lateo accesorio 1,00,4° 1,10,3P 0,0+0,02 0,0001

Los valores se expresan como Medias * error estandar de la media. Letras distintas en la misma

fila indican diferencias significativas (P< 0,05)
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El tamano del foliculo del cual se gener6 el CL acc fue de 3,405 mm vs. 4 05 mm en
los Grupos GnRH y hCG, respectivamente. La ubicacion del CL acc se correspondio
con la del foliculo de mayor tamafo presente en el ovario previo a la aplicaciéon de los
tratamientos hormonales, indistintamente si el foliculo estaba ubicado ipsilateral o

contralateral al CL po.

Concentracion sérica de progesterona
En las ovejas prefiadas, las concentraciones medias de P4 enlosd 7, 10, 13 y 17 luego
de la IATF fueron mayores en el grupo hCG comparadas con el Grupo GnRH y el Grupo
Control (P< 0,05, Figura 2). No hubo diferencias en la concentracién de P4 entre los
grupos GnRH y Control (P> 0,05).
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Dias pos IATF
Figura 2. Concentracion de progesterona (P4) obtenida de ovejas prenadas los dias 4, 7, 10, 13, 17

y 21 luego de la inseminacion a tiempo fijo (IATF), en respuesta al tratamiento con 4 ug de un
anadlogo de hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH; n= 8; linea continua), 300 Ul de
gonadotrofina coriénica humana (hCG; n= 8; linea discontinua) o 1 ml de solucién fisiolégica
(Control; n= 11; linea de puntos) 4 dias luego de la IATF. (*) indica diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos (P< 0,05).
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La concentracion sérica de P4 obtenida en cada uno de los dias evaluados fueron
similares entre si independientemente del tamano del foliculo del cual se generd el CL

acc, tanto en ovejas prefiadas y tratadas con GnRH o hCG (P> 0,05, Figura 3,

respectivamente).
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13,7 13,74 ] Foliculos de 3 mm
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E 911 E 911
2 E =2
< 6,97 T 6,91
3 ; 3 &
4.6 E 461
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& ‘ Foliculo de 5 mm
0,0 T T T T T T 1 0,0 T T T T T T 1
4 7 10 13 17 21 4 7 10 13 17 21
Dias pos inseminacion Dias pos inseminacion

Figura 3. Concentracién de progesterona (P4) obtenida en ovejas preiadas los dias 4, 7, 10, 13, 17
y 21 luego de la inseminacion a tiempo fijo (IATF), en respuesta al tratamiento con 4 ug de un
analogo de hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH; n= 8) o 300 Ul de gonadotrofina
coriénica humana (hCG; n= 8) 4 dias luego de la IATF en relacién al tamaiio del foliculo del cual se

generé el cuerpo liteo accesorio.

Ensayo I: Aiho 2

Induccién ovulatoria segun la presencia folicular
El numero de foliculos de 2-5 mm previo al momento de la aplicaciéon de los

tratamientos fue similar en todos los grupos (Tabla 4; P> 0,05).



47

Los grupos experimentales GnRH y hCG presentaron un mayor numero de CL acc en
comparacién con el Grupo Control (0,71£0,4 vs 0,0+0,0, P< 0,01). No hubo diferencias
en el numero de CL acc inducidos entre el Grupo GnRH y hCG (0,5+0,5 vs. 0,81£0,4; P>
0,05; Tabla 4).

El tamafo del foliculo del cual se gener6 el CL acc fue de 3, 4 y 5 mm en los grupos
GnRH y hCG, y no hubo diferencias entre los grupos (P> 0,05). La ubicacion de los CL
acc se correspondié con la del foliculo de mayor tamafo presente en el ovario al
momento de aplicar los tratamientos hormonales, indistintamente si estaba ipsilateral o

contralateral al CL po.

Tabla 4. Poblacidn folicular y nimero de cuerpos liteos presentes en ovejas, tratadas a los 4 dias
posinseminacion a tiempo fijo con 4 ug de un analogo de hormona liberadora de gonadotrofinas

(GnRH), 300 Ul de gonadotrofina corionica humana (hCG) o 1 ml de solucidn fisiolégica (Control).

Grupo Experimental

Estructuras ovaricas GnRH (n=12) hCG (n=12) Control (n=12) P

2 mm 7,245,3 6,7+2,9 6,7+3,2 0,9

Diametro de los 3 mm 2,241,2 1,9+1,1 2,4+1,.2 0,7

foliculo 4mm 1,1#0,3 1,440,5 1,320,7 08

5mm 1,240,6 1,0£0,0 1,04£0,0 0,5

Cuerpo posovulatorio 1,1+£0,3 1,1+0,3 1,0£0,0 0,6
luteo accesorio 0,5%0,5° 0,8+0,4° 0,0+0,0? 0,0001

Los valores se expresan como Medias * error estandar de la media. Letras diferentes en la misma

fila indican diferencias significativas (P< 0,05).
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Concentracién de progesterona
En ovejas prefiadas, la concentracion sérica de P4 del Grupo hCG fue mayor en los d
10, 14, 17, 21, 28 y 35, en comparaciéon con los animales prefiados de los Grupos

GnRH y Control (P< 0,05) (Figura 4).
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Figura 4. Concentracién de progesterona (P4) obtenida de ovejas prefiadas los 4, 7, 10, 14, 17, 21,
28 y 35 dias luego de la inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF), en respuesta al tratamiento con
4 ug de hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH; n= 9; linea continua), 300 Ul de
gonadotrofina corionica humana (hCG; n= 7; linea discontinua), o solucién fisiolégica (Control; n=
10; linea de puntos) 4 dias luego de la IATF. (*) indica diferencias estadisticamente significativas entre

los grupos (P< 0,05).

La concentracion de P4 en las ovejas prefadas y tratadas con la hCG que generaron
CL acc fue mayor comparada con las ovejas que no generaron CL acc (P< 0,05; Figura
5). No se observaron diferencias en las concentraciones de P4 en el Grupo GnRH entre

las ovejas que generaron CL acc y las que no generaron CL acc (P> 0,05; Figura 5).
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Figura 5. Concentracion de progesterona (P4) en ovejas tratadas con hCG o GnRH a los 4 dias

posinseminacion a tiempo fijo que generaron 1 CL accesorio (con CL acc) y que no generaron CL

accesorio (sin CL acc). Grupo hCG: Con CL acc, n=10; Sin CL acc, n=2. Grupo GnRH: Con CL acc,

n=6; Sin CL acc, n=6. * indica diferencias estadisticamente significativas (P< 0,05).

La concentracion sérica de P4 obtenida en cada uno de los dias evaluados fueron

similares entre si independientemente del tamano del foliculo del cual se generd el CL

acc, tanto en ovejas prefiadas y tratadas con GnRH o hCG (P> 0,05; Figura 6).
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Figura 6. Concentracion de progesterona (P4) en ovejas tratadas con 300 Ul de gonadotrofina
corionica humana (hCG) o 4 ug de hormona liberadora de gonadotréfinas (GnRH) a los 4 dias
luego de la inseminacién artificial a tiempo fijo segun tamaio del foliculo del cual se generé el CL
accesorio.

En ovejas prefiadas el mantenimiento del CL acc se observo hasta el d 21 del ciclo
estral, en conjunto con el CL po. En los animales no prefiados donde se observo la
regresion del CL po a los 21 d del ciclo, también ocurrié la regresién conjunta del CL
acc.
Concentraciéon de LH

La concentracion sérica de LH fue mayor entre las 2-6 h luego del tratamiento
(momento en que fueron recolectadas las muestras sanguineas) con GhnRH comparada
con los Grupos Control y hCG (10,6+5.2; 2,4+1,3; 3,1£2,4 ng/ml, respectivamente; P<
0,05; Figura 7). El aumento de la concentracion de LH en el Grupo GnRH se observo
solamente en las ovejas que generaron CL acc (12,116 y 7,1£2,3 ng/ml,

respectivamente; P< 0,1).
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Figura 7. Concentracion media de la hormona luteinizante (LH) en los 4, 7 y 10 dias luego de la
inseminacion a tiempo fijo (IATF) en ovejas tratadas con 4 pug de un analogo de la hormona
liberadora de gonadotrofinas (GnRH; n= 12; linea continua), 300 Ul de gonadotrofina coriénica
humana (hCG; n= 12; linea discontinua) o 1 ml de solucion fisiolégica (Control; n= 12; linea de
puntos) a los 4 dias luego de la IATF. (*) indica diferencias estadisticamente significativas entre los

grupos (P< 0,05).

Ensayo Il

Induccién ovulatoria segun la presencia folicular
El numero de foliculos de 2-5 mm al momento de la aplicacion de los tratamientos fue
similar en todos los grupos (Tabla 5; P> 0,05).
Los Grupos experimentales GnRH y hCG tuvieron un mayor numero de CL acc
comparado con el Grupo Control (1,2+0,4 vs. 0,0£0,0, P< 0,05). Ademas, no hubo
diferencias en el numero de CL acc inducidos entre el Grupo GnRH y el Grupo hCG

(1,2¢ 0,5 vs. 1,320,5; P> 0,05).
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Tabla 5. Poblacion folicular y numero de cuerpos luteos presentes en ovejas tratadas a los 4 dias
posinseminacion a tiempo fijo con 4 ug de un analogo de hormona liberadora de gonadotrofinas

(GnRH), 300 Ul de gonadotrofina corionica humana (hCG) o 1 ml de solucién fisiolégica (Control).

Grupo Experimental

Estructura ovarica GnRH (n=10) hCG (n=10) Control (n=9) P

2 mm 6,314,2 7,442 5,3+3,4 0,2

Diametro del 3mm 1,311,5 1,241,2 0,9+1,0 0,4

Foliculo 4mm 0,8+0,6 1,120,7 0,8+1,0 03

5mm 0,7+0,7 0,8+0,6 0,9+0,9 0,6

Cuerpo posovulatorio 1,240,4 1,3+0,5 1,4£0,5 0,5
luteo accesorio 1,2+1,2° 1,3+0,5° 0,0+0,0° 0,0001

Los valores se expresan como Medias * error estandar de la media. Letras distintas en la misma fila

indican diferencias significativas (P< 0,05).

El tamafio del foliculo del cual se generé CL acc fue de 3, 4 y 5 mm en los grupos
GnRH y hCG y no hubo diferencias entre los Grupos (P> 0,05). La ubicacion de los CL
acc se correspodio con la del foliculo de mayor tamafo presente en el ovario,
indistintamente si estaba ipsilateral o contralateral al CL po.

El tamano de los CL po no difiri6 entre los grupos (GnRH: 0,90+0,05 cm; hCG:
0,90£0,06 cm; Control: 0,90£0,05 cm; P> 0,05). El tamafio de los CL acc tampoco difirid

entre los tratamientos (GnRH: 0,90+0,07; hCG: 0,90+0,07; P> 0,05).
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Concentracién de progesterona
En ovejas prefiadas, la concentracion sérica de P4 del grupo hCG fue mayor en el d 14
posterior a la IATF, en comparacion con los animales prefiados de los Grupos GnRH y

Control (P< 0,05; Figura 8).
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Figura 8. Concentracion de progesterona (P4) en los dias 4, 7 y 14 dias luego de la inseminacién a

tiempo fijo (IATF) en ovejas tratadas con 4 pg de un analogo de hormona liberadora de
gonadotrofinas (GnRH; n= 10; linea continua), 300 Ul de gonadotrofina coriénica humana (hCG; n=
10; linea discontinua) o 1 ml de solucién fisiolégica (Control; n= 9; linea de puntos) a los 4 dias

luego de la IATF. (*) indica diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (P< 0,05).

Caracteristicas histolégicas y funcionales de los cuerpos luteos
El nimero total de células luteales grandes, tanto en los CL po como CL acc, fue
mayores en los animales tratados con hCG comparado con los animales del Grupo

GnRH y el Grupo control (P< 0,05) (Tabla 6; Figura 9).
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Tabla 6. Numero de células luteales grandes en el tejido en los cuerpos luteos a los 14 dias
posinseminacion luego del tratamiento con GnRH, hCG o solucién fisiolégica a los 4 dias luego

inseminacion artificial.

Grupo Experimental

Células luteales grandes GnRH hCG Control P valor
Cuerpo posovulatorio 72,6+2,0° 81,8+1,9° 65,5+2,42 0,0001
luteo accesorio  73,6+1,9% 81,3+2,2° nd 0,005

Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (P< 0,05).

nd: no hay datos.

Figura 9. Imagen microscoépica representativa del tejido luteal de una oveja del Grupo Control
observada bajo un aumento de 40x. Se obsevan las células luteales grandes, indicadas con

flechas negras.

En la Figura 10 se observan imagenes representativas de los cortes histoldgicos de CL
inmunomarcados con anticuerpos anti STAR y anti 3 8 HSD.
El area positiva (area inmunomarcada) para 3 B HSD y STAR fue mayor en el Grupo

hCG comparado con los Grupos GnRH y Control (P< 0,05) cuando se consider6 el
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tejido luteal total (tejido del CL po y CL acc). Los animales tratados con hCG
presentaron una mayor area positiva para 3 § HSD y STAR en los CL acc comparada
con el grupo GnRH (P< 0,05; Figura 11). Sin embargo, la expresion de 3 B HSD fue
mayor en el Grupo hCG comparada con el Grupo GnRH y Control (P< 0,05; Figura 11),
a diferencia de la expresion de STAR fue mayor en los grupos GnRH y hCG comparado

con el Grupo Control (P< 0,05; Figura 11).

Figura 10. Imagenes representativas del marcado inmunohistoquimico de muestras de cuerpos
luteos, para la enzima 3 B hidroxideshidrogenasa (3 B HSD; a) y el transportador STAR (b) y sus

respectivos controles negativos (c y d). La flecha indica la marcacién en células luteales.
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Figura 11. Area positiva inmunomarcada con anticuerpos para la enzima 3 B
hidroxideshidrogenasa (3 B HSD; A) y el transportador STAR (B) sobre los cuerpos luteos
posovulatorios (CL po, barras sélidas negras) y cuerpos lateos accesorios (CL acc, barras con
lineas en diagonal) en ovejas tratadas con la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH; 4 pg
de Buserelina; n= 3); la gonadotrofina corionica humana (hCG; 300 Ul; n= 3) o solucion fisiolégica
(Control; 1 ml; n= 3) a los 4 dias posinseminacion. Letras diferentes indican diferencias

estadisticamente significativas (P< 0,05).

Se analizo la expresion génica de las principales proteinas involucradas en la sintesis
de P4 (STAR, 3 B HSD y P450), considerando los distintos tratamientos (GnRH, hCG y
Control) y tipos de CL (CL po y CL acc).

El tratamiento con hCG evidencié una mayor expresion génica tendencial de los tres
principales miembros de la sintesis de P4 en los CL acc comparado con el Grupo GnRH
(Figura 12; P< 0,1). No se observo una diferencia estadistica en la expresion génica de
STAR y P450 en los CL po entre los tres tratamientos (P> 0,05) (Figura 12). Se

evidencié una tendencia significativa al aumento en la expresion génica de la 3  HSD
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de los CL po en el Grupo Control respecto a los otros dos grupos de tratamiento (P<

0,1).
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Figura 12. Expresion génica diferencial de los genes 3 8 HSD, STAR y P450, normalizados a actina,

determinados por qRT-PCR en biopsias de cuerpos luteos posovulatorios (CL po; barras sélidas)

y accesorios (CL acc; barras con lineas en diagonal) de ovejas luego de la administracién de

GnRH, hCG o solucioén fisiolégica (Control) a los 4 dias posinseminacidn. Letras diferentes indican

diferencias con tendencia estadisticamente significativas (P< 0,1).



58

5.2- Seccion Experimental Il

Efecto del tratamiento con GnRH o hCG a los 4 dias posinseminaciéon sobre la

eficiencia reproductiva en ovejas Merino.

Ensayo lll

Eficiencia reproductiva

Los resultados sobre la eficiencia reproductiva en los grupos GnRH, hCG o Control se
presentan en la Tabla 7. No se observaron diferencias en la tasa de prefiez entre
grupos (P> 0,05). Las pérdidas de prefiez en el d 33 luego de la IATF fueron menores
en el grupo hCG en comparacién con los grupos GnRH y Control (P< 0,05). Las
pérdidas de prefiez entre el d 33 y el d 90 luego de la IATF fueron no significativas (P>
0,05). La LCC del embrion (d 33) no aumentd en los grupos GnRH o hCG en
comparacion con el grupo Control (P> 0,05). Sin embargo, fue menor en el Grupo
GnRH en comparacién con el Grupo Control (P< 0,05). La prolificidad tendié a ser
mayor en el Grupo GnRH en comparacion con los Grupos hCG y Control (P< 0,1). El
PVn de los corderos de nacimientos simples no difirid entre los grupos (P> 0,05). El
PVn de los corderos de nacimientos dobles en el Grupo GnRH tendi6é a ser mayor que

en el Grupo Control (P< 0,1).
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Tabla 7. Eficiencia Reproductiva en ovejas Merino tratadas con hCG, GnRH o solucion fisiolégica

(Control) en el dia 4 posinseminacién artificial a tiempo fijo (IATF).

Grupo Experimental

Parametros Reproductivos P
GnRH n= 99 hCG n=92 Control n=97

Tasa de preifiez d 33 (%) 58,6 (58/99) 57,6 (53/92) 65,0 (63/97) 0,6
Pérdida de prefiez d 33 (%) 3,0° (3/99) 0,02 (0/92) 7,25 (7/97) 0,04
Tasa de preiiez d 90 (%) 58,6 (58/99) 57,6 (563/92) 63,9 (62/97) 0,6
Pérdida de prefez entre d 33- 90 (%) 0,0 (0/99) 0,0 (0/92) 1,0 (1/97) 0,5
LCC del embrién (cm; n=12) 1,7+0,2 2 1,8+0,22b 1,9+0,3P 0,03
Prolificidad 1,2¢ 1,02 1,10 0,06

PVn (kg) Simple (n= 100) 4,410,7 (28) 4,3+0,6 (38) 4,5+0,6 (34) 0,4

Doble (n=22)  3,6¢0,2°(14)  0,0%0,0° (0) 3,240,22(8) 0,09

a b, ¢; Diferentes letras en la misma fila indican P< 0,05 (significacion estadistica) o P< 0,1 (significacién

estadistica tendencial). d: dias. LCC: Longitud craneo caudal del embrion. PVn: peso vivo al nacimiento del

cordero.

Factores asociados: fertilidad de los carneros y condiciéon corporal de las ovejas

Se evidencio un efecto de los carneros utilizados en la IATF sobre la tasa de prefiez
(46,5; 59,6; 67,6; 69,4 y 76,0% para los Caneros A, B, C, D, E, respectivamente; P<
0,05). Debido a este efecto, las ovejas se agruparon en aquéllas inseminadas con
carneros de alta o baja fertilidad (alta, carneros que produjeron > 65% de prefez, n= 3;
baja, carneros que produjeron < 65% de prefez, n= 2). Se presenté una diferencia
significativa en la tasa de prefiez entre las ovejas inseminadas con carneros de
fertilidad alta o baja en el grupo hCG (P< 0,05; Tabla 8). Sin embargo, esta diferencia

no se observo en los grupos GnRH o Control (P> 0,05).
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Tabla 8. Tasa de preiiez a los 33 dias posinseminacion en ovejas Merino tratadas con GnRH, hCG
o soluciéon fisiolégica (Control) a los 4 dias pos inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF)

considerando la fertilidad de los carneros.

Grupo Experimental

Carneros
GnRH % (n=99) hCG % (n=92) Control % (n=97) Total % (n=288)
Alta fertilidad 66,72 (24/36) 80,02 (24/30) 65,62 (21/32) 70,42 (69/98)
Baja fertilidad 54,02 (34/63) 46,8 (29/62) 63,12 (41/65) 54,7° (104/190)

Alta fertilidad: carneros que produjeron > 65% de prefiez (n= 3); baja fertilidad
carneros que produjeron < 65% de prefiez (n= 2) de prefiez. Letras diferentes en la

misma columna indican P< 0,05.

Las ovejas se agruparon en CC alta y baja al momento de la IATF (alta:> 2; baja: < 2).
La tasa de prefiez en ovejas con alta CC tendi6 a ser mas alta en comparacién con las
ovejas con baja CC (P<0,1; Tabla 9).

La tasa de prefiez en ovejas con alta CC no fue diferente entre los grupos
experimentales. Sin embargo, las ovejas con baja CC y tratadas con GnRH tuvieron una
tasa de prefiez mas alta que las ovejas tratadas con hCG o solucion salina (interaccion

de CC por tratamiento; P< 0,05; Tabla 9).

Tabla 9. Porcentaje de preiez a los 33 dias en ovejas Merino tratadas con GnRH, hCG o soluciéon
fisiolégica (Control) a los 4 dias posinseminacion artificial a tiempo fijo (IATF) de acuerdo a la

condicion corporal (CC) de las ovejas al servicio.

Grupo Experimental
cC GnRH % (n=99) hCG % (n=92) Control % (n=97)
CC>2 54,22 (45/83) 61,52 (48/78) 68,53(50/73) 60,2 (143/234)A

CC=s2 81,32 (13/16) 35,7° (5/14) 50,0° (12/24) 52,4 (30/54)B
a, b: | etras diferentes en la misma fila indican P< 0,05. A B Letras diferentes en la misma columna

Total % (n= 288)

indican P< 0,1.
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6. DISCUSION

6.1- Seccion Experimental |
Efecto del tratamiento con GnRH o hCG a los 4 dias posinseminacion sobre la
induccién ovulatoria segun la presencia folicular, las caracteristicas histologicas
y funcionales de los cuerpos luteos y la concentracion de progesterona en ovejas

Merino.

Induccién ovulatoria segun la presencia folicular para la formaciéon de cuerpos

luteos accesorios
Los resultados obtenidos evidenciaron que la aplicacion de GnRH o hCG en el d 4
luego de la IATF generan la formacion de CL acc, confirmando la hipétesis propuesta.
De acuerdo con estos resultados, Hashem y col. (2014) informaron la formacién de un
CL acc después de la administracién de 4 ug de un agonista de GnRH en el d 7 luego
del celo. Ademas, Lankford y col. (2010) informaron la presencia de dos o mas CL acc
luego de la aplicacion de 200 Ul de hCG a los dias 4, 7 y 10 después del inicio del
estro. Resultados similares fueron reportados por dos trabajos de Khan y col. (2007;
2009) luego de la aplicaciéon de hCG a los 12 d postcelo. Estos datos en conjunto
confirman la capacidad de estos tratamientos hormonales para inducir la ovulacién vy
formacion de uno o mas CL acc luego de su aplicaciéon durante la fase luteal. Sin
embargo, los resultados demuestran que, la administracién de GnRH no es capaz de
inducir la formacion de CL acc en todos los casos. Hay una variabilidad de la respuesta

individual de los animales a la aplicacién de los tratamientos que posiblemente pueda
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deberse a las carateristicas intrinsecas de cada oveja. A su vez, se observo en esta
tesis que los animales que fueron tratados con GnRH y formaron CL acc presentaron un
incremento de la LH. El incremento de la concentracién sérica de LH fue reportado por
Khan y col. (2007) luego de la aplicacion de GnRH a los 12 d postservicio; sin embargo,
no reporta informacion sobre la generacion de CL acc.

En ovejas prefadas el mantenimiento del CL acc se observé hasta el d 21 del ciclo
estral, en conjunto con el CL po. En los animales no prefiados se observo la regresion
del CL po a los 21 d del ciclo estral, y en forma conjunta la regresién del CL acc. En los
bovinos se ha reportado que la mayoria de los CL acc inducidos por la hCG, persisten
por un tiempo mas corto, en comparacion con el CL po (Rajamahendran y Sianangama,
1992; Stevenson y col., 2008). Otros autores coinciden reportando que el CL acc
generado luego de la aplicacion de hCG, parece similar al CL de corta duracién
descripto en el primer estro ovulatorio en vaquillonas prepuberales y vacas posparto
(De rensis y col., 2010). Sin embargo, en el ovino, segun los resultados presentados, no
se encontraron diferencias en la vida media del CL acc hasta el d 21 del ciclo estral, con
respecto a los CL po.

Al mismo tiempo, se ha informado que el aumento en la concentracion de P4 es
proporcional con el tamafo del CL (Kayacik y col., 2006). En un estudio llevado a cabo
en vaquillonas tratadas con hCG en la fase luteal, se demostré que la hCG induce la
formacion de CL acc con hipertrofia del CL po (Rizos y col., 2012). Sin embargo, en el
ovino, segun los resultados presentados, se evidencié que los CL acc son semejantes

en su morfologia a los CL po.
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Estos datos en conjunto confirman la capacidad de los tratamientos hormonales para
inducir la formacién de un CL acc de tamano y vida media (durante la etapa de
implantacion embrionaria) similares al CL po en el ovino.

Los resultados de este trabajo proporcionan informacién inédita sobre el tamano del
foliculo capaz de generar un CL acc, luego de la administracion de GnRH o hCG.
Ambos tratamientos hormonales pueden inducir la formacion de un CL acc a partir de
foliculos de 3, 4 o0 5 mm de diametro. Los foliculos que generaron CL acc fueron
siempre los de mayor diametro presentes al momento de realizarse los tratamientos
hormonales. En el caso de que hubiera dos foliculos grandes del mismo tamafo, sélo
uno de ellos gener6é un CL acc. Esta informacion es consistente con observaciones
previas en ovejas monovulares en las que el foliculo ovulatorio es el foliculo de mayor
crecimiento presente en ambos ovarios en el momento de la lutedlisis, alrededor de 2 a
4 dias antes del inicio del celo (Gonzalez-Bulnes y col.,, 2001). Nuestros datos
confirman que al igual que existe una gran variabilidad en el tamafio a partir del cual se
puede seleccionar el foliculo ovulatorio (Tsonis y col., 1984), también existe variabilidad
en los foliculos que son factibles de luteinizar ya que se indujeron CL acc a partir de
foliculos de 3, 4 o 5 mm. Por otra parte, estudios moleculares sobre los receptores de la
LH demostraron que su ARNm se expresa en las células tecales internas de foliculos
antrales y que su nivel de expresion aumenta con el tamano del foliculo (Xu y col.,
1995), confirmando la posibilidad de la accién de la LH sobre los foliculos de diverso

tamano.

Concentracién sérica de progesterona
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La concentracion sérica de P4 s6lo aumenté luego de la administracion de hCG, a los 4
d luego de la IATF, en comparacion con el Grupo GnRH o Control. Esto coincide con los
resultados de estudios previos, donde se informé que la aplicacién de hCG en los dias
6 0 9 (Ishida y col., 1999), 3,4y 5 6 4 (Fukui y col., 2001), 4, 7 y 10 después del estro
(Lankford y col., 2010) indujeron CL acc y aumentaron la concentracion plasmatica de
P4 en comparacion con grupos no tratados. También se determind que la
administracién de hCG induce un aumento en la actividad similar a la LH (Seguin y col.,
1977; Schmitt y col., 1996) durante un periodo de tiempo mas largo (30 h) en
comparaciéon con la duracion del aumento de la LH (5 h) provocado mediante una
inyeccion de un agonista de GnRH (Chenault y col.,, 1990). Ademas, la tasa de
internalizacion (td) de hCG unida al receptor de LH en las células luteas ovinas
(td=22.8 h) es mucho mas lenta que la de la LH ovina (1d=0.4 h), siendo esta la
explicacion mas probable para las diferencias observadas. Es decir que la tasa mas
lenta de internalizacion del complejo receptor de hCG-LH seria la responsable del
aumento de la secrecion de P4 plasmatica observada cuando las células Iuteas ovinas
son tratadas con hCG (Schmitt y col., 1996). Por lo tanto, ademas de inducir la
formacion de un CL acc, la hCG podria ejercer efectos luteotropicos al estimular
directamente la produccion de P4 (Binelli y col., 2001), tanto en el CL acc como en el
CL po (Sirjaniy col., 2011).

Los resultados de esta tesis demuestran que la administracién de GnRH a los 4 d luego
de la IATF no aumenta la concentracion de P4. Esto, contrasta con los hallazgos
previos en los que el agonista de GnRH aplicado el dia del estro (Sirjani y col., 2011;

Cavalcanti y col., 2012) o el dia 12 después del servicio (Beck y col., 1996; Cam y col.,
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2002; Lashari y Tasawar, 2013), aumenta la concentracion de P4 en plasma. En este
mismo sentido, Webb y col. (1992) reportaron en vacas que el CL acc generado por la
administracién de la GnRH podria llegar a convertirse en una estructura completamente
funcional, con un peso luteal y generar una concentracion de P4 similar a los 7 dias
después de la induccion, comparado con el CL formado espontaneamente de edad
similar. Pero no concuerdan con otros autores que han reportado que la administracion
de GnRH 12 o 10 d postservicio no incrementa la concentracién de P4 (Beck y col.,
1996; Ishida y col., 1999), siendo estos resultados similares a los obtenidos en esta
tesis. Las discrepancias observadas probablemente se deban a diferencias en los
modelos experimentales usados (raza, estado fisiolégico, dosis usada, momento de
aplicacion).

Las posibles explicaciones para las diferencias observadas en esta tesis en las
acciones de la hCG o GnRH podrian estar relacionadas con diferencias en la dinamica
de la exposicidén a la LH, debido a la farmacocinética y farmacodinamia particular de
cada hormona, lo que induciria la formacién de un CL acc con diferentes capacidades
esteroidogénicas (Schmitt y col., 1996; Maillo y col., 2014). La GnRH tiene un efecto
principal indirecto sobre el ovario, actuando sobre los receptores hipofisarios para
estimular la liberacion de LH, que a su vez actua sobre el ovario. Sin embargo, una
accioén directa de la GnRH sobre el ovario no puede descartarse ya que los receptores
periféricos de GnRH se expresan en las células de la granulosa de los foliculos
preovulatorios y en las células luteales de la granulosa (Choi y col., 2006). La afinidad
de la GnRH por estos receptores parece ser mas débil que la afinidad por los

receptores centrales, y se ha demostrado que su activacion por los agonistas de la
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GnRH tiene efectos antiproliferativos/proapoptéticos (So y col., 2008; Yu y col., 2011).
En primates, la induccién de la ovulaciéon con GnRH o un agonista de GnRH promovi6
el desarrollo de un CL con capacidades secretoras de P4 suboptimas en comparacion
con la induccion de la ovulacion con hCG (Zelinsky-Wooten y col., 1991); en
concordancia con los resultados de la presente tesis. Una de las explicaciones
fisiolégicas podria ser que, el incremento preovulatorio espontaneo de LH dura de 8 a
10 h, mientras que el inducido después de la administracion de GnRH o agonista de
GnRH dura solo de 3 a 5 h (Ambrose y col., 1998) produciendo, probablemente, un CL
acc con poca capacidad esteroideogénica. En este sentido, Ambrose y col. (1998)
postularon que la exposiciéon prolongada de células de la teca y de la granulosa del
foliculo preovulatorio a altos niveles de LH podria ser crucial para el desarrollo posterior
de un CL robusto y con alta capacidad secretoria de P4.

La concentracién sérica de P4 en las ovejas tratadas con GnRH o hCG no se modifico
de acuerdo con el tamarfo del foliculo a partir del cual se generaron los CL acc. Esto
indicaria que, independientemente del tamafio folicular del que se origina el CL acc, se
conforma un CL acc funcional. En contraste, Binelli y col. (2001) informaron que en los
bovinos el tamano del foliculo dominante esta asociado con el tamano del CL po, lo que
proporcionaria una mayor concentracion de P4. Se deberian hacer mas ensayos
comparativos para ser concluyentes y determinar si no hay diferencias entre especies.
En el segundo afio del Ensayo |, se observo que los animales tratados con hCG y que
generaron CL acc incrementaron la concentracion de P4 con respecto a los que no
generaron CL acc. Sin embargo, este incremento en la P4 no se observa en el Grupo

GnRH. Esto indicaria que en el ovino los CL acc inducidos por la hCG o la GnRH serian
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distintos funcionalmente. Este punto se discutira a continuacion en la funcionalidad de

los CL acc.

Caracteristicas histoldgicas y funcionales de los cuerpos luteos

La funcionalidad de los CL inducidos por los tratamientos hormonales
posinseminacion/servicio, se ha determinado a través de la concentracion sérica de P4
(Beck y col., 1996; Ishida y col., 1999; Fukui y col., 2001; Lankford y col., 2010). En la
bibliografia, se sostienen dos hipotesis sobre el aumento en la concentracion sérica de
P4; una se basa en que, a mayor cantidad de CL, mayor concentracion de P4 debido a
un incremento en el numero de las células luteales (Lankford y col., 2010; Hashem y
col., 2014; Coleson y col., 2015) y la otra en que el aumento de la concentracion de P4
se debe a la cantidad y la capacidad del tejido esteroidogénico para producir P4 y no
so6lo al numero de CL (Schmitt y col., 1996; Maillo y col., 2014). Los resultados de esta
tesis, concuerdan con esta ultima hipétesis, ya que se demostré que a pesar de que las
caracteristicas histologicas difieren entre los tratamientos, los principales mediadores (3
B HSD, STAR, P450) que participan en la sintesis de P4 fueron diferentes sélo en los
CL acc de los animales tratados con hCG. Esto también concuerda con los resultados
de la induccion de CL acc y la concentracion plasmatica de P4.

Por un lado, el numero de células luteales grandes fue superior en los CL po y acc de
los animales tratados con hCG o GnRH, comparado con el Grupo Control. Ademas,
entre los dos tratamientos hormonales, el numero de las células luteales grandes de los
CL po y acc fue mayor en el Grupo hCG. Similares resultados fueron encontrados en

respuesta al tratamiento con hCG en los d 5y 7,5 del ciclo estral en ovejas, en cuanto a
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la proporcion de células luteales grandes, aumentando el area del cuerpo luteo capaz
de sintetizar P4 (Farin y col., 1988). En vacas, luego de la aplicacion de hCG a los 5 d
postcelo o los 7 d pos IA, se observé un mayor tamarfo de las células luteales (Schmitt y
col.,, 1996), una mayor cantidad de células luteales grandes y una reduccion en el
numero de células luteales pequefias, conjuntamente con un aumento del area,
volumen y diametro del CL (Rajamahendran y Sianangama, 1992). Por el contrario, un
estudio en llamas demostré que el numero de células luteales grandes no difirid entre
animales tratados con el Factor de crecimiento nervioso de origen seminal plasmatico
(spB-NGF, un potente factor ovulatorio y luteotréfico) o GnRH cuando el foliculo tenia
un tamafo minimo de 8 mm (Silva y col., 2017). El incremento en el numero de células
luteales grandes podria deberse a una estimulacidn de la conversion de células luteales
pequefias a grandes (Farin y col., 1988).

La produccion de P4 depende de las enzimas involucradas en su sintesis y se sabe que
un incremento de la concentracién de P4 sérica se correlaciona con un incremento en la
expresion luteal de P450, STAR y 3 B HSD (Scotti y col., 2011). Los resultados de esta
tesis no demostraron diferencias en la expresion de ARNm de 3 § HSD, STAR y P450
en el CL po entre los tratamientos, pero si en el area inmunomarcada con los
anticuerpos especificos para 3 B HSD y STAR. Esta diferencia en los resultados podria
deberse a dos causas probables: 1) existe un incremento de dichas proteinas a pesar
de que no haya mayor transcripcion génica, es decir, existiria una regulacion de tipo
postranscripcional o, 2) simplemente se debe a una diferencia en el numero de
muestras procesadas para cada uno de los ensayos. Sin embargo, al considerar el CL

acc, los animales tratados con hCG generaron un CL con diferentes capacidades



69

funcionales, manifestadas por un aumento de la expresion de las tres enzimas
estudiadas en comparacion con el Grupo GnRH. Resultados similares en vacas, fueron
observados en el tratamiento de las células luteales con P4, reportandose un aumento
del ARNm para STAR, P450 y 3 B HSD y sus productos proteicos (Rekawiecki y col.,
2005). A su vez, investigaciones anteriores en bovinos habian demostrado que la P4
puede estimular su propia sintesis (Pate, 1996) mediante el aumento de la actividad de
3 B HSD (Caffrey y col; 1979; Kotwica y col, 1998; 2004). Un estudio reciente realizado
en llamas demostré que si bien, el spB-NGF incrementa la produccion de P4 al
incrementar la transcripcién de P450 y STAR y por tanto el transporte de colesterol y la
secrecion de pregnenolona, no se observaron dichos efectos en las hembras tratadas
con GnRH (Silva y col., 2017).

Ademas, los resultados de esta tesis dan respuesta a lo que segun nuestro
conocimiento aun no estaba claro; el aumento de la P4 plasmatica luego del tratamiento
con hCG o GnRH depende i) de la secrecion del CL presente al momento de la
aplicacion, ii) de una secrecion adicional de P4 proveniente de la estructura lutea
inducida o iii) de una combinacion de estas. Por un lado, Fricke y col. (1993) sostenian
que las concentraciones plasmaticas de P4 probablemente se debian a los efectos de
la hCG sobre la funcion del CL que estaba presente en el momento de la administraciéon
de la la hCG en vacas (6 d posteriores al celo). Por otro lado, Schmitt y col. (1996)
reportaron que la administraciéon de un agonista de la GhnRH o hCG en vacas indujo un
CL acc funcional responsable del incremento posterior de la P4 plasmatica. Esta tesis
demuestra resultados inéditos en los ovinos en la expresion de 3 B HSD, STAR y P450

en los CL acc, demostrando que los CL acc inducidos por la hCG son funcionalmente
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diferentes a los CL acc inducidos por la GnRH, lo que finalmente se refleja en una
mayor concentracion sérica de P4. Esto, como fue discutido anteriormente, podria ser el
resultado de las diferencias en la farmacodinamia y farmacocinética de estas dos
hormonas que inducirian CL con capacidades esteroidogénicas distintas. Mayor
informacion se deberia disponer para determinar si se presentan diferencia
morfoldgicas y funcionales entre especie, en relacion a los CL acc generados segun el

tratamiento hormonal.

6.2- Seccion Experimental Il
Efecto del tratamiento con GnRH o hCG a los 4 dias posinseminacion sobre la

eficiencia reproductiva en ovejas Merino.

Porcentaje de preiiez
Los resultados no sostienen la hipétesis de que el tratamiento con GnRH o hCG a los 4
d luego de la IATF mejora el porcentaje de prefiez. En coincidencia, Fukui y col. (2001)
reportaron que la administracién de hCG en el d 4 luego de la IA, no mejord la fertilidad.
Otros autores observaron resultados similares después de la aplicacion de GnRH, hCG
0 eCG en la fase luteal media (Ishida y col., 1999; Garcia-Pintos y Menchaca, 2017). En
contraste, otros investigadores observaron un incremento del 10-20 % en el porcentaje
de prefiez cuando las ovejas fueron tratadas con hCG o GnRH al momento del servicio
o en la fase luteal (7, 11 o 13 d postservicio o IA) (Kittok y col., 1983; Nephew y col.,
1994; Beck y col., 1996; Khan y col., 2003; Cam y Kuran., 2004; Khan y col., 2007,

Moeini y col., 2009; Mirzaei y col., 2014). La variabilidad entre los resultados puede
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deberse a la utilizacion de diferentes protocolos, sistemas productivos o al estado
nutricional o fisiolégico de las hembras resultado de distintas condiciones
experimentales. Ademas, la utilizacion de diferentes razas, momentos en el que se
aplica el tratamiento o la dosis utilizada puede influir en la respuesta al tratamiento. El
porcentaje de prefiez general en este trabajo fue del 60,2 %; similares resultados han
sido reportados con los mismos métodos de sincronizacion de celos (58 y 65 % de
prefiez cuando fueron tratadas con PG o esponjas + eCG, respectivamente) (Cueto y
Gibbons, 2011). Estudios mas recientes también muestran tasas de prefiez similares
utilizando semen fresco y doble dosis de PG luego de ser inseminadas a TF (56,9 %) o
mediante deteccion de celos (51,1 %; Fierro y col., 2016, 2017). A pesar de que el
porcentaje de prefiez en el presente estudio fue similar a los valores de referencia, los
tratamientos con GnRH o hCG no incrementaron el porcentaje de prefez respecto a los

animales no tratados.

Factores asociados: fertilidad de los carneros y condicién corporal de las

ovejas
Aunque la fertilidad del carnero y la condicion corporal sobre la tasa de prefiez no se
consideraron inicialmente como variables en el estudio, se encontraron resultados
relevantes en su influencia sobre la tasa de fertilidad. Cuando se emplea la IA en el
ganado bovino, a menudo se observan variaciones en la fertilidad de los toros. Dichas
variaciones pueden generar diferencias en la tasa de concepcion de hasta un 15% (De
Kruif, 1987). En este estudio, el tratamiento con hCG en ovejas inseminadas con

carneros de alta fertilidad aumento la tasa de prefiez en un 41,5 puntos porcentuales



72

(pp) en comparacion con las ovejas inseminadas con carneros de baja fertilidad,
mientras que la diferencia fue menor en los grupos de GnRH y Control (19,0 y 3,8 pp,
respectivamente). Dado que la proporcion de carneros de alta y baja fertilidad asignada
a cada grupo fue similar, es dable de pensar que las diferencias encontradas podrian
deberse a una variacidon en el numero de pérdidas embrionarias obtenida con los
diferentes carneros (Chenoweth, 2007). Es de destacar que el efecto de la fertilidad de
los machos como un factor a considerar en los tratamientos hormonales luego de la IA
sobre la eficiencia reproductiva en las ovejas no se ha encontrado en la literatura
previamente.

El porcentaje de prefiez se incrementa cuando las ovejas tienen una CC que excede un
umbral minimo (Kenyon y col., 2014). La tasa de prefiez aumenta en ovejas con CC > 2
(Gibbons y col., 1993; Catalano y col., 2006). En este trabajo, la tasa de prefiez en
ovejas con baja CC, fue mayor en el grupo de GnRH en comparacion con los grupos de
hCG y Control. A pesar de la falta de estudios sobre la relacion entre la CC y el
tratamiento hormonal en ovejas, los estudios si existen en vacas. La administracion de
hCG en el dia 5 o0 eCG en el dia 22 luego de la IA aumentdé la tasa de concepcion,
especialmente en vacas con baja CC (Santos y col., 2001; Bartolome y col., 2012).
Varios estudios han informado una relacion entre la baja CC y la falla en la fertilidad,
aparentemente asociado con la no progresion de una prefiez posterior (Lépez Gatius y

col., 2002).

Pérdidas de preiiez
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La administracion de hCG 4 d luego de la IATF reduce las pérdidas de prefiez en el d
33 pos IATF comparado con el Grupo GnRH y Control. Este efecto es probable que
éste relacionado con la formacion del CL acc y al incremento de la concentracion sérica
de P4 observado en el Ensayo | (Fernandez y col., 2018). Resultados contrarios, fueron
encontrados luego de la aplicacion de eCG 10 d luego de la IA durante el segundo mes
de gestacion, registrandose mayores peérdidas en los animales tratados comparados
con el Grupo Control (Garcia-Pintos y Menchaca, 2017). Sin embargo, otros estudios
demostraron que la administracion de hCG mejora la funcion luteal y el establecimiento
de la prefiez (Bartolome y col., 2005). Esto podria deberse a la accién luteotréfica de la
hCG, produciendo el incremento de la concentracion de P4 requerido para generar un
ambiente uterino adecuado, mejorar la sobrevivencia embrionaria y por lo tanto reducir
las pérdidas embrionarias en rumiantes. Con respecto a la administracion de GnRH no
se encontraron disminucion de las pérdidas embrionarias comparado con el Grupo
Control. Estos resultados se encuentran en disonancia con aquellos obtenidos por
Hashem y col. (2014) en ovejas, donde la suplementacién con GnRH 7 d luego del celo
reduce las pérdidas de gestacién (d 40 postcelo al parto) resultando en una tasa de
paricidon mas alta respecto al Control. Las pérdidas embrionarias o fetales que ocurren
desde el d 25 de la gestacion en la oveja se asocian con bajas concentraciones séricas
de P4 (Dixon y col., 2007). Resulta importante identificar las causas asociadas a las
pérdidas gestacionales durante los periodos tempranos de gestacién, siendo éste el
momento donde se registran la mayor cantidad de dichas pérdidas (Lonergan y col.,
2016). Los escasos estudios en ovinos han determinado que el porcentaje de pérdidas

ocurridas durante la gestacién son muy variables, por tanto seria necesario hacer mas
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estudios para determinar qué otros factores ademas del tratamiento con gonadotrofinas

podrian implementarse para lograr disminuir las pérdidas de prefiez.

Tamaiio del embrién
En el presente estudio, la administracion de GnRH o hCG 4 d luego de la IATF no
aumentd la LCC del embrion. De hecho, estudios previos en ovejas mostraron que la
administracion de GnRH 12 d luego de la IA no afecté el crecimiento ni el peso
embrionario o fetal (Cam y col., 2002; Cam y Kuran, 2004). En contraste, Cam y Kuran
(2002) demostraron que la administracion de hCG 12 d luego del servicio aumenté el
peso y la LCC del feto a los 45 d de gestacion. Un estudio posterior también mostré que
la administracion de GnRH o hCG aumento el peso y la LCC del embrion (Khan y col.,
2007). Catalano (2013), observé un efecto en la LCC producto de la administracién de
hCG 12 d luego del servicio, pero no el peso del feto. Las razones de los efectos
estimulantes de los tratamientos con GnRH o hCG sobre el crecimiento del “conceptus”
no estan todavia totalmente dilucidados. Se postula que el aumento de la LCC esta
relacionado con las mayores concentraciones de P4 y la mayor produccion de INF T,
proveyendo un ambiente uterino enriquecido en nutrientes y en factores de crecimiento
altamente beneficioso para el desarrollo fetal y el RMP (Nephew y col., 1994; Barnes,
2000; Khan y col., 2003; Hansen y col., 2013). Sin embargo, parece poco probable que
la GnRH o hCG puedan estimular directamente el crecimiento del “conceptus”, ya que
hasta ahora no hay evidencia que sugiera que el embrion ovino tenga sitios de unién

para estas hormonas (Khan y col., 2007).
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Prolificidad
La oveja Merino criada en condiciones extensivas de la Patagonia es monoovulatoria.
Kleemann y col. (1990) encontraron una respuesta positiva de las pérdidas parciales en
ovulaciones multiples en ovejas Merino. Sin embargo, en esta tesis se observo que las
ovejas tratadas con GnRH 4 d luego de la IATF mejoran marginalmente la tasa de
prolificidad en comparacion con los Grupos hCG y Control. Segun Cam y col., 2002 es
posible que el tratamiento hormonal con GnRH evite la mortalidad de prefieces dobles
al estimular el crecimiento fetal. Estos resultados son coincidentes con otros autores,
quienes determinaron que los tratamientos hormonales con GnRH o hCG aplicados a
los 7 dias posinseminacion lograron mantener la gestacion y disminuyeron la mortalidad
embrionaria en las ovejas que ovularon doble (Cam y col., 2002). En este mismo
sentido, otros autores demostraron un incremento de la prolificidad mediante la
administraciéon de hCG o GnRH en la fase luteal tardia (11-13 d luego del servicio o
inseminacion; Cam y Kuran, 2004; Olfati y Moghaddam, 2013; Rostami y col., 2016).
Por el contrario, otros investigadores no hallaron un incremento en la prolificidad luego
de la administracion de GnRH o hCG pos IA (Khan y col., 2009). El mantenimiento de la
gestacion es posible gracias a los cambios producidos en utero por el efecto de la P4
que favorecen la sobrevivencia del embridon (Garrett y col., 1988; Kleemann y col.,
1994). Sin embargo, debido a que los resultados sobre la prolificidad son aun variables,
futuros trabajos deberian realizarse con el objetivo de evaluar el efecto de las
gonadotrofinas sobre la sobrevivencia del embrién y por consiguiente el aumento del

numero de corderos viables al nacimiento.
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Peso al nacimiento de los corderos

Los resultados de esta tesis demostraron que los tratamientos con GnRH o hCG 4 d
luego de la IATF no aumentan el PVn de los corderos de prefieces simples.
Coincidentemente se informé que no hubo diferencias en el PVn de los corderos de
prefieces simples después de la administracion con la GnRH (Cam y Kuran y col., 2004;
Olfati y Moghaddam, 2013). En contraste, otros autores mostraron un aumento en el
peso de los corderos de prefieces simples después de la administracién de la GnRH o
hCG (Moeini y col., 2009; Moeini y col., 2013; Mirzaei y col., 2014). Por otro lado, los
resultados obtenidos en esta tesis demostraron que el PVn de los corderos de partos
dobles tiende a ser mayor (400 g) en el tratamiento con GnRH en comparacién con el
grupo Control. En coincidencia, Lashari y Tasawar (2010) observaron un incremento en
el peso de los corderos nacidos de partos dobles luego del tratamiento con GnRH al
momento del servicio. En contraste, Cam y col. (2002) no encontraron diferencias en el
PVn de los mellizos luego de la aplicacién de GnRH a los 12 d postservicio. No esta del
todo claro el mecanismo por el cual la GhRH o hCG incrementan el peso de los
corderos al nacimiento. El efecto positivo de estas dos hormonas sobre el peso final del
feto estaria relacionado con el efecto de la P4 sobre el utero y el ambiente uterino
necesarios para el crecimiento y desarrollo embrionario o fetal (Garrett y col., 1988).

En conclusion, debido a que los resultados observados en el peso al nacimiento son
aun variables, futuros trabajos deberian llevarse a cabo a fin de ampliar y profundizar la
relacion de los tratamientos con hCG o GnRH con el peso al nacimiento de los corderos

y de encontrar los factores intervinientes.



77

7. CONCLUSIONES

Sobre la base de los resultados obtenidos en la seccion | se concluye que:

- La administracion de hCG o GnRH a los 4 dias luego de la inseminacion artificial:

©)

Inducen la formacion de un cuerpo luteo accesorio a partir de foliculos
iguales o mayores a 3 mm.

No modifican la concentracion sérica de P4 de acuerdo con el tamano del
foliculo a partir del cual se generaron los cuerpos luteos accesorios.

No incrementa el tamafo del cuerpo Iuteo posovulatorio o accesorio.
Aumentan el numero de células luteales grandes en los cuerpos luteos
posovulatorios.

No modifican la expresion de enzimas esteroidogénicas (3 § HSD, STAR,

P450) en los cuerpos luteos posovulatorios.

- La administracién de hCG a los 4 dias luego de la IATF:

o

Incrementa la concentracion sérica de progesterona mediante la formacién
de cuerpos luteos accesorios, entre los dias 7 y 35 posinseminacion.

Incrementa el numero de células luteales grandes y la expresion génica de
las enzimas esteroidogénicas en los cuerpos luteos accesorios, con
respecto a los inducidos por la GnRH. Dichas caractéristicas se relacionan

con el incremento de la concentracion de progesterona sérica.
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Sobre la base de los resultados obtenidos en la seccién Il se concluye que:

- La administracion de hCG o GnRH en el dia 4 luego de la IATF no aumento el
porcentaje de prefiez ni el tamafo del embridn.

- El tratamiento con hCG reduce las pérdidas de prefiez en el dia 33 después de la
inseminacion.

- El tratamiento con GnRH tiende a aumentar la prolificidad y el peso al nacimiento
de corderos mellizos.

- La eficiencia reproductiva después de los tratamientos hormonales se ve
afectada por factores externos como la fertilidad de los carneros utilizados en la
inseminacion artificial o la condicion corporal de las ovejas en la inseminacién
artificial:

o EIl tratamiento con hCG en ovejas inseminadas con carneros de alta
fertilidad aumenta el porcentaje de prefiez.
o El tratamiento con GnRH aumenta el porcentaje de prefiez en ovejas con

baja condicién corporal.
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