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TITULO: EVALUACION DE PROTOCOLOS DE SINCRONIZACION DE CELOS CON
PROGESTERONA Y BENZOATO DE ESTRADIOL PARA INSEMINACION
ARTIFICIAL A TIEMPO FIJO EN OVINOS

PALABRAS CLAVES: Ovinos, sincronizacion inseminaciéon a tiempo fijo, benzoato de

estradiol, progesterona.

RESUMEN

Esta tesis tuvo tres objetivos principales: 1) Evaluar la utilizacion y reutilizacion de DIV con

una concentracion inicial de 160 mg de Ps4; 2) Determinar la mejor dosis y momento de

aplicacion de BE dentro de un protocolo de SC para inducir la ovulacion, en base al estudio de
la dindmica folicular y momento de ovulacion y 3) Evaluar la aplicacion de un protocolo de SC

a base de DIV, BE y PGF asociado a IATF como alternativa valida a los protocolos de SC de

EIV y eCG. Para lograr el cumplimiento de los tres objetivos se realizaron cuatro experimentos.

Los principales resultados obtenidos fueron, por un lado, que la reutilizacion de un DIV con

una concentracion inicial de 160 mg de P4 no seria efectiva debido que el DIV reutilizado

poseeria un tercio de la P4 de un DIV nuevo lo que produciria concentraciones plasmaticas de

P4 <2 ng/ml durante un periodo de TRT de 7 d. Por otro lado, la colocacion de un DIV durante

cinco dias y la aplicacion de una dosis de 100 pg de BE y de PG al retiro resulté en la mejor

combinacion para la obtencion de un foliculo preovulatorio, asi como la ausencia de quistes
foliculares, en comparacion con la aplicacion de una dosis de 200 pg de BE. Asi mismo, el
didmetro folicular al retiro de DIV, el didmetro folicular preovulatorio medio y el intervalo en
horas desde el retiro de DIV al momento de la ovulacion fueron similares al comparar la
aplicacion de BE a las 0, 24 o 36h de retirado el DIV, por lo que la aplicacion de BE al momento
del retiro del DIV permite eliminar un encierre de los animales. Por lltimo, si bien el porcentaje
de prefiez obtenido con el TRT de BE fue similar a los obtenidos con eCG y GnRH (45,31%,

53,42% y 52,11%; p >0,05), el costo de prefiez por TRT del BE fue 3,0 veces menor que el de
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la eCG o de 1,8 menor que la GnRH. En base a lo anteriormente expuesto se puede inferir que
la aplicacion de BE dentro de un protocolo de SC permitiria la substitucion de la dosis

tradicional de eCG con la consiguiente reduccion del costo sin desmedro de dicho porcentaje.
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TITLE: EVALUATION OF PROGESTERONE AND ESTRADIOL BENZOATE FOR
ESTRUS  SYNCHRONIZATION AND  FIXED-TIME  ARTIFICIAL
INSEMINATION PROTOCOLS IN SHEEP

KEY WODS: Sheep, synchronization, fixed timed insemination, estradiol benzoate,

progesterone. dissertation had three main objectives

SUMMARY

This dissertation had three main objectives: 1) to study the utilization and reutilization of

intravaginal P4 releasing devices (IVD) with an initial concentration of 160 mg; 2) to determine

based on the study of follicular dynamics and time of ovulation the best dose and moment of

EB application in an estrus synchronization protocol to induce ovulation, and 3) to study if the

application of a IVD-based protocol, BE and PGF associated with IATF would be a valid

alternative to the classic sponge and eCG protocols. To achieve these three objectives, four
experiments were carried out. The main results obtained in this dissertation were that the
insertion of an IVD for five days and the application of a dose of 100 pg of BE and PG upon
withdrawal results in the best combination for obtaining an ovulatory follicle, as well as the
absence of follicular cysts. In comparison with the application of a dose of 200ug of BE.

Likewise, the follicular diameter at IVD removal, the mean preovulatory follicular diameter,

and the interval in hours from IVD removal to ovulation were similar when comparing EB

application at 0, 24 or 36h after IVD removal. Therefore, the application of EB at the time of
the withdrawal of the IVD allows to eliminate the roundup of the animals. Finally, although the
pregnancy percentage obtained with the BE TRT was similar to those obtained with eCG and

GnRH (45.31%, 53.42% and 52.11%; p> 0.05), the cost of pregnancy by TRT of BE was 3.0

times lower than that of eCG or 1.8 lower than GnRH. Based on the foregoing, it can be inferred

that the application of BE within a SC protocol would allow the substitution of the traditional

dose of eCG with the consequent reduction in cost without detriment to said percentage.



PROLOGO

La aplicacion de protocolos de sincronizacion de celos en ovinos tradicionalmente
utiliza como base una o dos aplicaciones de prostaglandina F», separadas por 11-14 dias o
dispositivos intravaginales con progesterona o progestagenos durante 5-7 dias o 12-14 dias y
asociados con eCG. Los protocolos que utilizan por 5-7 dias los dispositivos intravaginales con
progesterona natural permiten su reutilizacion disminuyendo los costos por animal tratado
durante la sincronizacion de celos, sin afectar el porcentaje de prefiez de la majada.

Por otro lado, la implementacion de la inseminacion artificial a tiempo fijo como
herramienta biotecnoldgica permite el mejoramiento genético de la majada. Asi mismo, el uso
de la inseminacidn artificial esta relacionado con el tipo de protocolo de sincronizacién de celos
utilizado ya que es uno de los factores determinantes del momento de inseminacion.

En bovinos, el uso de benzoato de estradiol como componente de un protocolo de
sincronizacion de celos e inseminacion artificial a tiempo fijo ha sido estudiado de manera
profusa lo que resultd en una estandarizacion en la dosis y momento de aplicacion luego de
retirado el dispositivo intravaginal, la cual favorece la sincronizacion del pico preovulatorio de
LH y de la ovulacion, con valores de prefiez aceptables. En pequeiios rumiantes, en cambio, su
aplicacion dentro de un protocolo de sincronizacion de celos ha sido escasamente estudiada,
por lo que la investigacion en relacion con la dosis y momento de aplicacion correctos dentro
de un protocolo de sincronizacion de celos es necesaria para el desarrollo de nuevos protocolos

de sincronizacion de celos en hembras ovinas.



INTRODUCCION GENERAL

Las técnicas de reproduccion asistida mas utilizadas en ovinos son la sincronizacion de
celos (SC) y la inseminacion artificial (IA). Los protocolos tradicionales de SC utilizan dos
dosis de prostaglandina F2 alfa (PGF) con un intervalo de 7-14 dias (d) entre ambas
aplicaciones (Cueto y Gibbons, 2011; Fierro y col., 2013; Fierro y Olivera-Muzante, 2017;
Menchaca y Rubianes, 2004) o emplean dispositivos intravaginales (DIV) impregnados con
progesterona (P4) o esponjas intravaginales (EIV) con progestagenos durante 12-14 d junto con
la administracién intramuscular (IM) de gonadotrofina coridnica equina (¢CG) en dosis y
momento variable (Driancourt, 2001; Quintero-Elisea y col., 2011; Salomoén y col., 1990). El
empleo de eCG promueve el desarrollo folicular y la ovulacion, pero provoca una respuesta
inmunitaria mediada por anticuerpos, por lo que es necesario aumentar la dosis en afos
siguientes (Bodin y col., 1997; Chemineau y col., 1999).

La implementacion de un programa de IA permite llevar a cabo un proceso de mejora
genética en la majada, en la cual la eficiencia de este proceso estd estrechamente relacionada
con la eleccion del protocolo de SC (Viinoles, 2011). La IA a tiempo fijo (IATF), frente a la IA
con deteccion de celos, evita el uso de los machos retajos para la deteccion de los celos, el
encierre y manejo diario de las hembras para separar las ovejas en celo y elimina la tincién de
la lana por los machos marcadores, asi como a una disminucion del estrés animal al minimizar
el nimero de encierros (Cueto y Gibbons, 2011). Todo esto conlleva a una mejora en la
eficiencia en el tiempo profesional y del personal (Alejo Menchaca y Rubianes, 2004; Cueto y
Gibbons, 2011). Sin embargo, el éxito de un programa de IATF es dependiente, entre otros
factores, de la utilizacion de un protocolo eficiente de SC que garantice un porcentaje de prefiez

de entre 60-70% (Menchaca y Rubianes, 2004).



A partir de los nuevos conocimientos sobre la fisiologia reproductiva y en particular en
la dinamica folicular ovéarica en los ovinos, ocurrieron modificaciones sustanciales en los
tiempos de duracion de los protocolos de SC mediante el empleo de DIV o de EIV, asi como
en el uso combinado de diferentes hormonas, en los tiempos de aplicacion y en la reutilizacion
de los DIV (Bartlewski y col., 2003; Fierro y col., 2017; Karaca y col., 2009; Martemucci y
D’Alessandro, 2010, 2011; Menchaca y Rubianes, 2004; Rubianes y col., 1997; Takada y col.,
2009; Ungerfeld y Rubianes, 2002; Uribe-Velasquez y col., 2011; Vilarifio y col., 2010, 2011,
2013; Vifioles y col., 2001). En bovinos se aplican diferentes protocolos con la utilizacion de
benzoato de estradiol (BE) o la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) en combinacion
con PGF para inducir y sincronizar la ovulacion (Bo y col., 1994, 1995, 2000, 2003, 2006;
Cavalieri y col., 2002; Martinez y col., 2005), asi como la utilizacion por segunda o tercera vez
de los DIV (Colazo y col., 2004, 2007; Van Cleeff y col., 1992).

Desde hace mas de dos décadas, tanto en Uruguay como en Argentina se llevan a cabo
investigaciones basicas y aplicadas en la utilizacion de protocolos cortos de 5-7 d con DIV
nuevos y reusados (Gomez y col., 2010; Menchaca, 2006; Menchaca y col., 2007; Soto, Gomez,
y Pastorelli, 2015; Ungerfeld y Rubianes, 1999, 2002; Vilarifio y col., 2007a, 2007b, 2011,
2013; Vifoles y col., 2001) . Sin embargo, la disponibilidad de resultados de investigacion
sobre la aplicacion de BE y GnRH como inductores de la ovulacion en la especie ovina es
escasa (Castilho y col., 2015; Martemucci y D’ Alessandro, 2010, 2011; Menchaca, 2006).

En el presente capitulo se abordaran los aspectos fisiologicos reproductivos de la
hembra ovina, la regulacién neuroenddcrina, la dinamica folicular; finalizando con hormonas

y analogos de las mismas utilizados en los diferentes protocolos de SC.



Aspectos Fisiologicos de 1a Reproduccion Ovina

Los ovinos son considerados animales poliéstricos estacionales de fotoperiodo de dias
cortos, con un patron reproductivo anual regulado por la melatonina y comprendido por una
época o estacion reproductiva, una estacion no reproductiva o contra estacion y dos estaciones
de transicion (Hafez, 2007; Senger, 2006a). La estacion reproductiva es la época donde la
hembra presenta ciclos estrales (CE) regulares asociados con celo y ovulacion, y se extiende,
en la mayoria de las razas desde mediados del verano a principios del invierno dependiendo de
diversos factores como la raza, la latitud y el estado nutricional (Hafez, 2007). La estacion no
reproductiva, en cambio, se caracteriza por la ausencia de CE, de foliculos preovulatorios y de
ovulaciones (Goodman, 1994; Morello y Chemieau, 2004).

El CE ovino tiene una duracion de 17 + 2 d y se divide en una fase luteal, que se extiende
desde la ovulacion hasta la luteolisis y una fase folicular, que comprende el periodo entre la
lutedlisis y la ovulacion (Goodman, 1994; Morello y Chemieau, 2004). El celo o estro (d 0)
dura entre 24 y 36 h y la ovulacion ocurre a las 24-27 h de iniciado el estro (Goodman, 1994;
Hafez, 2007). La tasa de ovulacion varia entre 1 a 3 foliculos por ciclo de acuerdo a la condicion
corporal (CC), la raza o cruzas, la estacion del afio y la presencia de genes prolificos como el
gen Booroola (Goodman, 1994; Hafez, 2007; Souzay col., 2001; Stellflug y col., 1997), el gen
de la proteina BMP-15 o el gen Lacaune, entre otros (Luna Palomera y Alonso Morales, 2014).

El uso de la ultrasonografia y de la mediciéon de las concentraciones séricas de
hormonas, tales como hormona foliculo-estimulante (FSH), hormona luteinizante (LH),
estradiol (E2) y P4 han permitido estudiar la dindmica folicular; estableciendo que el crecimiento
folicular ocurre a través de un patron de ondas de crecimiento y regresion, de manera similar a

lo que ocurre en bovinos (Bartlewski y col., 1998, 1999a, 1999b, 1999c; 2000; 2011;



Driancourt, 2001; Ginther ycol., 1995; Johnson y col, 1996; Rubianes, 2000; Souza y col.,

1997).

Accion del Fotoperiodo y Regulacion Neuroendocrina

El CE ovino estd regulado por el eje hipotalamo-hipofisario-gonadal, el cual es
estimulado por la cantidad de horas (h) luz diaria (Senger, 2006a). Las variaciones en la
intensidad y cantidad de horas luz (estimulo fisico) son captadas por la retina, donde ese
estimulo fisico es transformado en una sefial quimica (neurotransmisores), la cual es redirigida
hacia el nucleo supraquiasmatico y luego al ganglio cervical superior. Es aqui donde las
neuronas postganglionares realizan sinapsis con neuronas inhibidoras, quienes toman contacto
con los pinealocitos de la epifisis (Senger, 2006b), en donde el mensaje nervioso actua
modulando la sintesis de la melatonina (Abecia y col., 2011). La accion inhibitoria sobre los
pinealocitos disminuye durante las horas de oscuridad, permitiendo la sintesis y liberacion de
melatonina, provocando un aumento en la produccion y secrecion de GnRH (Figura 1.1; Senger,
2006b). Esta accion la realizaria a través de la modulacion de la expresion de la hormona

inhibitoria de gonadotrofina (GnlH; Ubuka y col., 2005).
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Figura 1.1.  Fotoperiodo y regulacion neuroendocrina en la oveja (Adaptado de Karsch, 1984 y de (Malpaux y
col., 2002)

La GnIH es un péptido sintetizado por neuronas hipotalamicas (Fukusumi y col., 2001;
Tsutsui y col., 2000; Yoshida y col., 2003) involucrado en los mecanismos de regulacion de la
sintesis de gonadotrofinas, de la conducta y autonémicos (Q1 y col., 2009; Ubuka y col., 2012a,
2012b). La GnlIH inhibe la secrecion de gonadotrofinas al disminuir la actividad de las neuronas
GnRH vy al ejercer una regulacion directa sobre la sintesis y secreciéon de gonadotrofinas
hipofisarias (Ubuka y col., 2012a, 2012b) tanto en ovinos (Sari y col., 2009) como en los
bovinos (Kadokawa y col., 2009). En los ovinos, las neuronas GnlH se distribuyen
principalmente en el area dorso medial hipotaldmica y en el nucleo paraventricular (PVN;
Clarke y col., 2008) y sus fibras se distribuyen en el area septal, area predptica (POA),
eminencia media (EM), nucleo arcuato (AC) y PVN, entre otros (Ubuka y col., 2012a, 2012b).

Las fibras GnIH particularmente se distribuyen en el POA y area septal medial hipotaldmica



(MSA), coincidiendo con areas de alta concentracién de neuronas GnRH (Advis y col., 1985;
Caldani y col., 1988; Clarke y col., 2008; Dees y col., 1981; Hamada y col., 1992; Lehman y
col., 1986; Leshin y col., 1988; Zuccolilli y col., 1994) , y en la EM, coincidiendo con una densa
red de fibras GnRH vinculada estrechamente con el sistema porta hipofisiario (Advis y col.,
1985; Caldani y col., 1988; Clarke y col., 2008; Dees y col., 1981; Hamada y col., 1992;
Lehman y col., 1986; Leshin y col., 1988; Zuccolilli y col., 1994) . Las neuronas GnIH también
se vinculan con otros tipos neuronales como neuronas oxitécicas, DOPA, pro-
opiomelanocortin, factor liberador de corticotrofina y kisspeptinas, lo cual crea un complejo
sistema regulatorio neuroendocrino que modula la respuesta reproductiva (Beltramo y col.,
2020; Ieda y col., 2020; Qi y col., 2009; Figura 1.2).

Las neuronas GnIH del PVN hipotalamico expresan receptores a melatonina por lo cual
esta hormona actuaria directamente a través de su receptor en la induccion de la expresion de
GnlH (Ubuka y col., 2005). En mamiferos cuya actividad reproductiva se encuentra regulada
por el fotoperiodo, se constataron variaciones estacionales en el nimero de células GnlH y en
la expresion de GnIH cuando fueron sometidos a cambios en el nimero de horas luz o a la
aplicacion de melatonina exogena (Revel, y col., 2008; Ubukay col., 2012a, 2012b). En los
ovinos, el incremento en la melatonina, dado por los dias cortos (Dardente y col., 2008), inhibe
la expresion de GnlH, y durante la contra estacion reproductiva la GnlH se incrementa en el
sistema porta hipofisiario (Smith y col., 2012) lo cual coincide con el hallazgo de que las fibras
GnlH se disponen en una densa red en la EM (Clarke y col., 2008). Ademas, las neuronas GnlH
tienen receptores de 17B E», al igual que las neuronas Kiss, por lo cual estas neuronas
responderian a la accion de esta hormona induciendo una respuesta sobre las neuronas GnRH
(Ubuka, y col., 2012a, 2012b). En mamiferos reproductivamente estacionales, los patrones de

expresion de GnlH y sus correspondientes receptores en el hipotdlamo varian a lo largo del



ciclo estral, siendo su méxima expresion durante el diestro y su menor expresion en el estro (Li

y col., 2012; Figura 1.2).
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Figura 1.2. Modelo esquematico de la regulacion neuroendécrina melatonina-GnIH-GnRH en el hipotadlamo.
Las neuronas GnlH proyectan sus axones hacia las neuronas GnRH como a la EM. Los receptores
de GnIH se encuentran tanto en las neuronas GnRH como en el gonadotrofo. La GnlH inhibe la
sintesis de gonadotrofina y la actividad de las neuronas GnRH e inhibe la actividad gonadotrofica
de la hipofisis. La GnlH regula la actividad de las neuronas GnRH a través de su accion sobre las
neuronas Kiss por medio de las kisspeptinas. Las fibras neuronales de las neuronas GnIH se
proyectan hacia otros tipos neuronales (dopamina, pro-opiomelanocortina (POMC), neuropeptido
Y, orexina, hormona concentradora de melanina (MCH), factor liberador de corticotrofina (CRH) y
neuronas oxytocicas en el encéfalo. La expresion de GnlH es regulada por la melatonina, E2 y
situaciones de stress ya que las neuronas GnlH expresan receptores a melatonina (Mel-R),
glucocorticoides (GC-R), y a estroégenos (Era; adaptado de Karsch, 1984 y Malpaux y col., 2002).

La GnRH es un péptido sintetizado por neuronas hipotalamicas que estimulan la sintesis
de gonadotrofinas y regula la conducta reproductiva. Las neuronas GnRH se disponen en forma
aislada o formando pequefios grupos en la parte ventral del hipotalamo, desde las areas septales
hasta la parte anterior de la region infundibular de los rumiantes (Advis y col., 1985; Caldani y
col., 1988; Dees y col., 1981; Hamada y col., 1992; Lehman y col., 1986; Leshin y col., 1988;
Zuccolilli y col., 1994). La mayor concentracion de neuronas GnRH se halla en el POA y en el
area medial predptica (52% - 62%), area hipotalamica anterior (16% - 25%) y MSA (Advis y
col., 1985; Caldani y col., 1988; Hamada y col., 1992; Lehman y col., 1986; Leshin y col.,
1988; Zuccolilli y col., 1994). Sin embargo, existe una discordancia en la proporcién de

neuronas halladas en el hipotdlamo medio basal de los rumiantes donde se plantea desde la



inexistencia de las mismas en el bovino (Leshin y col., 1988) hasta un 15% en los ovinos
(Caldani y col., 1988; Dees y col., 1981; Lehman y col., 1986). Las fibras GnRH se distribuyen
en dos vias principales. Una via recorre la pared del tercer ventriculo hacia el infundibulo
atravesando sucesivamente los nucleos periventricular, PVN y AC, nucleos compartidos con
neuronas y fibras GnlH, (Ubuka y col., 2012b) y la otra via, conformada por la mayor parte de
las fibras, desciende hacia la EM y forma una densa red que rodea los capilares primarios del
sistema porta-hipofisiario (Advis y col., 1985; Caldani y col., 1988; Dees y col., 1981; Hamada
y col., 1992; Lehman y col., 1986; Leshin y col., 1988; Zuccolilli y col., 1994) llegando en parte
hasta el tallo de la pituitaria en contacto con las células de la parte intermedia de la glandula
hipofisis (Hamada y col., 1992; Zuccolilli y col., 1994; Figura 1.3A y Figura 1.3B). La
concentracion de fibras inmunorreactivas a GnRH presentes en la EM varia en diferentes
estadios fisioldgicos (lactancia/seca), durante la época reproductiva (ciclicas y anéstricas) y el

ciclo estral (diestro y ovulacion; Lehman y col., 1986; Polkowska y col., 1980).

Figura 1.3. Inmunomarcacion a GnRH en la eminencia media A: Zona inmunorreactiva de fibras y GnRH libre
(coloracion marrén) en la EM en contacto con la hipofisis (40X). B: fibras y GNRH-ir libre en la EM
en contacto con los vasos sanguineos del sistema porta hipofisiario (100X). Los asteriscos indican
vasos sanguineos. (Soto, 2011)

Regulacion Endodcrina del Ciclo Estral
La secrecion de GnRH es controlada a través de dos centros ubicados en el hipotalamo,

el centro tonico (CT) y el centro ciclico o preovulatorio (CCC). El CT, conformado
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principalmente por el nicleo ventromedial y el AC, provoca la liberacion de GnRH como pulsos
constantes de baja amplitud (5pg/ml) que estimulan la liberacion de pulsos de baja amplitud de
LH (Senger, 2006c). El CCC, formado por el nicleo supraquiasmatico, el POA y el area
hipotaldmica anterior, produce la liberacion de pulsos basales de GnRH hasta que recibe el
estimulo positivo apropiado que provoca la liberacion de pulsos de GnRH de elevada amplitud
y frecuencia en un corto periodo de tiempo (Senger, 2006c). Durante el proestro, la FSH y la
LH se incrementan debido a la liberacion de GnRH. La FSH y la LH actiian en el ovario
estimulado el desarrollo folicular y la produccion de E> por parte de los foliculos. En el estro,
el foliculo dominante produce mayor cantidad de E» junto con inhibina, la cual actia
disminuyendo la liberacion de FSH. El aumento de E; y las concentraciones basales de P4
forman el estimulo necesario para la liberacion del pico preovulatorio de GnRH 14 h previas a
la ovulaciéon (Bartlewski y col., 2011), el cual produce el pico preovulatorio de LH y la
ovulacion (Hafez, 2007; Senger, 2006c; Figura 1.4).

Luego de la ovulacién, la cavidad folicular comienza a llenarse de sangre
transformandose en cuerpo hemorrdgico (Morello y Chemieau, 2004) el cual desarrolla a
cuerpo luteo (CL) a través del proceso de luteinizacion, bajo la accion de la LH sobre las células
de la teca interna y de la granulosa del foliculo ovulatorio (Senger, 2006d). Las células de la
teca interna desarrollan a células luteales pequenias y las de la granulosa a células luteales
grandes (Senger, 2006d). Ambos tipos celulares sintetizan y secretan P4, diferenciandose en
que las células luteales grandes producen la mayor cantidad de P4 y no son sensibles a la LH
(Morello y Chemieau, 2004; Senger, 2006d). La P4 ejerce un efecto inhibitorio sobre el eje
hipotalamico-hipofisiario, inhibiendo la sintesis y secrecion de GnRH, FSH y LH; siendo la
hormona responsable de la preparacion uterina para la implantacion, del mantenimiento de la

gestacion y del desarrollo mamario previo al parto, (Hafez, 2007; Senger, 2006a). Ademas
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regula la expresion de receptores involucrados en la regulacion del CE y en la secrecion de PGF
(Hansen y col., 2017).

Al final de la fase luteal, si no hay presencia de sefiales embrionarias como el interferon
tau, lo que ocurre dentro del mecanismo de reconocimiento materno de la gestacion (Meidan y
col., 2017), se produce la luteolisis, proceso irreversible por medio del cual el CL pierde su
funcionalidad, degenera y las concentraciones sanguineas de P4 caen abruptamente (Meidan y
col., 2017; Senger, 2006d). La lute6lisis se compone de dos fases de regresion, una funcional y
otra estructural (McCracken y col., 1999). La fase de regresion funcional corresponde a la
disminucion en la secrecion de P4 y ocurre antes que la fase de regresion estructural. La fase de
regresion estructural se caracteriza por la apoptosis de células luteales con disminucion del
tamafio del CL (Meidan y col., 2017).

Las hormonas que controlan la lute6lisis son la P4, el E», la oxitocina luteal y la PGF
uterina. La P4 previene la lutedlisis hasta el dia 10-12 del CE en donde pierde la habilidad de
bloquear la formacion de receptores de oxitocina en el iitero, momento en el cual el E» folicular
promueve el desarrollo de los mismos (Goodman, 1994; Macmillan y col., 2003; Senger,
2006a). La oxitocina hipotalamica y luteal se acopla a su receptor endometrial y activa a la
fosfolipasa Az que actua junto con COX-2, una peroxidasa y la enzima PGF-sintetasa sobre el
acido araquidonico de los fosfolipidos de membrana convirtiéndolo en PGF, que difunde desde
la vena uterina a la arteria ovarica en cantidades suficientes para inducir la lute6lisis. Este
transporte local es necesario ya que los pulmones ovinos metabolizan el 99% de la PGF a
metabolito inactivo (Bazer, 2015). La PGF produciria la lutedlisis a través de tres mecanismos
de accion. Por un lado, actuaria sobre las células luteales grandes activando la fosfolipasa C, el
sistema de proteina quinasa C y la sintesis de PGF a través de la via PG endoperoxido sintetasa,
dando como resultado un incremento en la produccion de PGF luteal (Diaz y col., 2002; Pate y

Keyes, 2001). El segundo mecanismo de accidon se relaciona con la reduccion de la
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esteroideogénesis ya que ejerce su accion sobre las células endoteliales del CL que liberan
endotelina, la cual actia sobre las células luteales grandes inhibiendo la sintesis de Ps4. Por
ultimo, la accidon vasoconstrictora sumatoria de la PGF y de la endotelina 1 resulta en la
apoptosis facilitando la regresion luteal (Meidan y col., 2017), comenzando de esta manera un

nuevo ciclo estral (Hafez, 2007; Morello y Chemieau, 2004; Senger, 2006a).

Dinamica Folicular

Previo a la implementacion de la ultrasonografia reproductiva en los pequefios
rumiantes, los estudios sobre la dindmica folicular se realizaron mediante el empleo de técnicas
invasivas como procedimientos histologicos (Brand y de Jong, 1973; Cahill y col., 1979;
Contreras-Solis y col., 2007) o quirurgicos por medio de laparotomia (Smeaton y Robertson,
1971) o laparoscopia (Bister y col., 1999; Noel y col., 1993). Se ha determinado que los ovarios
de la oveja poseen entre 12.000 y 86.000 foliculos primordiales y entre 100 y 400 foliculos en
crecimiento, de los cuales so6lo el 10% es visible en la superficie ovarica (Cahill y col., 1979).
Brand y de Jong (1973) sugirieron la existencia de dos ondas de desarrollo folicular durante el
CE ovino luego de determinar las fluctuaciones de concentraciones circulantes de E».

Una onda folicular se define como la emergencia de un grupo de foliculos antrales de
3mm de diametro, de los cuales uno o mas alcanzan un didmetro de >5mm (Bartlewski y col.,
1999a; Evans y col., 2000; Ginther y col., 1995; Menchaca y Rubianes, 2004). El nimero de
ondas foliculares por CE varia entre 2 y 5 en los pequefios rumiantes, con un predominio de 3
ondas foliculares en los ovinos (Bister y col., 1999; Evans y col., 2000; Ginther y col., 1995).
La dinamica folicular ha sido demostrada en animales pre-puberes (Rawlings y col., 2003), en
ovejas durante el ciclo interovulatorio (Evans, 2003; Evans y col., 2000; Rubianes, 2000; Souza
y col., 1997), en la contra estacion (Bartlewski y col., 1998), en la gestacion temprana, en el

puerperio (Bartlewski y col., 2000), durante el inicio de la estacion reproductiva (Bartlewski y
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col., 1999b) y durante el periodo de transicion que ocurre luego de la finalizacion de la época

reproductiva (Bartlewski y col., 1999c).

Evans (2003) describe el desarrollo folicular en los ovinos con las siguientes

caracteristicas:

a)

b)

d)

g)

Al menos un foliculo > 5 mm de didmetro se presenta en cada onda folicular

El crecimiento del foliculo mayor (FM) de cada onda ocurre durante 5-7 d, con una
tasa de crecimiento aproximada de Imm/d

El diametro maximo del FM de cada onda difiere entre ondas foliculares,

A medida que transcurre la fase luteal, aumenta la concentracion sérica de P4 lo que
provoca que el didmetro méaximo del foliculo de mayor tamafio sea menor; que el
recambio folicular se vea favorecido y que el intervalo entre ondas sea mas corto
que durante la fase luteal temprana,

La mayoria de los foliculos que ovulan son aquellos que presentaban el mayor
diametro el dia que se produjo la lutedlisis,

En la mayoria de las ovulaciones dobles, los foliculos ovulatorios provienen de la
misma onda folicular

Las ovulaciones dobles ocurren en un rango menor a 12 h.

Regulacion Hormonal de las Ondas Foliculares

El desarrollo de las ondas foliculares ocurre principalmente a expensas de la liberacion

hormonal de FSH, LH y E». La secrecion de FSH y LH se encuentra regulada por los CT y CCC

(Noakes y col., 2008; Senger, 2006a). El CT es el responsable de la secrecion basal de las

hormonas gonadotropicas y el CCC controla la secrecion masiva en un corto tiempo de las

gonadotrofinas, principalmente de la LH (Noakes y col., 2008).
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Se ha descripto que la emergencia de las ondas foliculares durante el CE de los ovinos
coincide con el incremento transitorio de las concentraciones plasmaticas de FSH 2-3 dias
previos a la emergencia de cada onda folicular (Ginther y col., 1995; Figura 1.4) El incremento
transitorio de FSH estimularia la etapa inicial del crecimiento del foliculo antral (Bartlewski y
col., 1999a; 2011; Ginther y col., 1995; Rubianes y Menchaca, 2003). Alrededor de los dos dias
luego de la emergencia de la primera onda se produce un descenso en las concentraciones
plasmaticas de FSH, sin embargo, se mantienen elevados hasta cinco dias luego de la
emergencia de la segunda onda (Vifoles y col., 1999). Paralelamente a la disminucion de FSH
se incrementa la concentracion plasmatica de E» (Bartlewski y col.,, 2011; Rubianes y
Menchaca, 2003) originada del foliculo de mayor tamano (Bartlewski y col., 1999a). Durante
la fase luteal, la elevada concentracion de P4 provoca un feed-back negativo sobre la liberacion
de gonadotrofinas. Este efecto inhibitorio sobre la LH actia en detrimento del crecimiento y
tamafio folicular del foliculo de mayor tamafio, acelerando el recambio folicular (Rubianes y
col.,1996). Con el inicio de la lutedlisis ocurre un descenso abrupto de las concentraciones
plasmaticas de P4 que provoca, en conjunto con las elevadas concentraciones de E: sintetizado
por el foliculo de mayor tamafio, el incremento en la frecuencia pulsatil en la sintesis y
liberacion de GnRH y en consecuencia de LH hasta que se produce el pico preovulatorio de LH

y la ovulacion consecuente (Senger, 2006d).
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Figura 1.4. Desarrollo folicular y patrones hormonales durante el ciclo estral ovino (Adaptado de Simonetti,
2008).

Protocolos de Sincronizacion de Celos y Ovulacion

Existen métodos naturales que permiten controlar la reproduccién en los ovinos basados
en el manejo del ambiente, ya sea a través del control de la exposicion a las horas luz o de la
exposicion a un macho durante el periodo de transicion, maniobra conocida como efecto macho
(Abecia y col., 2011). Los métodos farmacolédgicos, por otro lado, se basan en la aplicacion de
hormonas exogenas que actian sobre el patron reproductivo anual (melatonina) o modificando
la fase luteal del CE (P4 o progestagenos, PGF; Abeciay col., 2011). El manejo de la fase luteal
es el principal método utilizado para controlar y sincronizar la ovulacion de las ovejas; ya sea

por el uso de PGF como de P4 o progestagenos.

Prostaglandina F2q
La PGF es un acido graso insaturado compuesto por 20 atomos de carbono, derivado
del acido araquidonico. Contiene un anillo ciclopentano y dos cadenas laterales con un grupo

oxhidrilo en la posicion 9 ((Senger, 2006a; Figura 1.5).
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Figura 1.5. Estructura quimica de la PGF (Fvasconcellos, 2008)

Protocolos de sincronizacion de celos con PGF

La PGF es utilizada en pequenios rumiantes a partir de la identificacion de PGF uterina
como agente luteolitico en la oveja (Diaz y col., 2002; Pate y Keyes, 2001). La aplicacion de
PGF o anélogos a partir del dia 3-5 del CE puede inducir la lutedlisis, seguido del estro y la
ovulacion (Acritopoulou y Haresign, 1980; Mellin y Busch, 1976). La aplicaciéon de PGF en
una majada ciclica con un estado reproductivo desconocido resulta en un elevado nimero de
hembras en celo (Acritopoulou y Haresign, 1980) aunque el inicio del estro, momento del pico
preovulatorio de LH y la ovulacion varian segun el status individual (Acritopoulou y Haresign,
1980), ya que dependerd del momento de la fase luteal en la que es aplicada, lo que se relaciona
con la liberacion de P4, LH y FSH asi como con el desarrollo folicular y la dosis utilizada
(Abecia y col., 2011; Acritopoulou y Haresign, 1980; Fierro y col., 2013; Rubianes y col.,
2003). La aplicacion IM de PGF o sus analogos sintéticos puede ser a dosis unica o dos dosis
separadas por 9-14 d (Abecia y col., 2011; Acritopoulou y Haresign, 1980; Cueto y Gibbons,
2011; Fierro y col., 2013; Fierro y Olivera-Muzante, 2018; Menchaca y Rubianes, 2004),
presentandose una alta proporcion (80-90%) de hembras con manifestacion de celos durante
los cuatros dias siguientes a la segunda aplicacion de PGF (Abecia y col., 2011; Cueto y
Gibbons, 2011; Menchaca y Rubianes, 2004), por lo cual se sugiere el empleo de machos retajos
para la deteccion de celos para la posterior IA (Olivera-Muzante y col., 2011). Sin embargo,

Cueto y Gibbons (2011) obtuvieron un 70 % de fertilidad (hembra prefiada/hembra IA) luego
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de sincronizar con una doble aplicacion de PGF (125 pg cloprostenol) separadas por 14 d y
realizar IATF a las 53-56 h con semen fresco por via cervical.

Por otra parte, ha sido descripto que la refractariedad del CL a la PGF comprende
solamente los dos primeros dias posteriores a la ovulacion (Rubianes y col., 2003). Menchaca
y Rubianes (2004) propusieron un protocolo de SC denominado Synchrovine® (Cdmara
Nacional de Registros, Montevideo Uruguay) consistente en la aplicacion de 2 dosis de PGF
con un intervalo de 7 d; basandose en la duracion de la onda folicular (5-7 d) y en el periodo de
refractariedad del CL (primeros 2 d post ovulacion). La disminucion del intervalo entre dosis
tiene como objetivo obtener una mayor sincronizacion de las ovulaciones luego de la segunda
dosis de PGF (Menchaca y Rubianes, 2004; Vilarifio y col., 2017). Sin embargo, el porcentaje
de prefiez varid entre el 30-65 %, dependiendo de la via y el momento de TA (Fierro y col.,
2013; Menchaca y Rubianes, 2004; Olivera-Muzante y col., 2011a; Vilarifio y col., 2017).
Modificaciones en el protocolo original tales como la disminucion de la dosis, la separacion en
8 d entre aplicaciones o la aplicacion de GnRH, no arrojaron mejoras en los valores de fertilidad
(Olivera-Muzante y col., 2011b). Sin embargo, aumentar el periodo entre aplicaciones a 12 -
14 d podria mejorar pardmetros reproductivos luego de IATF, ya que el desarrollo del foliculo
pre-ovulatorio ocurre bajo la influencia de elevadas concentraciones de P4 (Fierro y col., 2013).

En resumen, la PGF puede ser utilizada en una tnica aplicacién o en dos aplicaciones
separadas por 7 d o por 9-14 d. Aunque los protocolos de SC con PGF o andlogos poseen como
ventajas el bajo costo por dosis, la rapida y facil aplicacion y la concentracion de celos durante
un periodo corto tiempo, la PGF tiene el impedimento de ser utilizada en contra estacion
reproductiva, ya que solo es efectiva ante la presencia de un CL sensible a la accion de la PGF.
En majadas donde la CC es baja o hay un alto nlimero de ovejas en anestro, la eficiencia global
de las PGF se reduce sustancialmente; por lo tanto, su uso estd limitado a majadas con un alto

porcentaje de ovejas ciclando durante la época reproductiva. La utilizacion de IATF en estos
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protocolos aun no esta estandarizada debido a que los resultados han sido variables dependiendo

del nimero de dias que separan las aplicaciones, de la via y momento de la IA.

Progesterona y progestagenos
La P4 es wuna hormona esteroidea formada por wun nucleo de

ciclopentanoperhidrofenantreno, con grupos funcionales cetona y metilo (Figura 1.6).

O

O

Figura 1.6. Composicioén quimica de la molécula de progesterona (NEUROTicker, 2007b)

La P4 es secretada por las células luteales (Hansen y col., 2017) y la placenta (Senger,
2006a), y su secrecion es estimulada por la LH (Hafez, 2007; Senger, 2006d). Es transportada
en la sangre unida a una globulina hacia los tejidos blanco, actuando sobre el endometrio,
glandula mamaria y el hipotdlamo (Hafez, 2007; Senger, 2006b). Al llegar a las células blanco
difunde a través de la membrana celular y nuclear, gracias a su solubilidad lipidica (Senger,
2006b). Se une a su receptor nuclear especifico, iniciando la sintesis de mRNA especifico y la
sintesis de proteinas (Senger, 2006b). La P4 acta en el utero incrementando el nimero de
glandulas secretorias endometriales, inhibiendo la motilidad del miometrio y promoviendo el
mantenimiento de la gestacion; en las glandulas mamarias provoca el desarrollo del tejido
secretor (Senger, 2006a). Mediante un mecanismo de feed-back negativo sobre el hipotdlamo

y la hipoéfisis, la P4 inhibe la sintesis y liberacion de GnRH, LH y FSH (Hafez, 2007; Noakes y
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col., 2008), y la ovulacion (Hafez, 2007). Finalmente, es metabolizada en el higado y excretada
por orina y heces (Senger, 2006b).

Los progestagenos mas utilizados en los procesos de SC en pequeiios rumiantes son dos:
el acetato de medroxiprogesterona (MAP) y el acetato de fluorogestona (FGA), los cuales se
aplican a través de esponjas intravaginales (EIV), y en menor medida el norgestomet, el cual es

aplicado mediante implantes.

Vias de administracion

Dutt & Casida (1948) demostraron que la aplicacion de 10 mg/d de P4 por via IM
provocaba el bloqueo del celo y la ovulacion en ovejas ciclicas, iniciando de esta manera una
serie de investigaciones con el objetivo de controlar el ciclo estral de los ovinos mediante la
administracion de P4 o progestdgenos aplicados por via oral (Dziuk, 1965; Southcott y col.,
1962), IM (Bindon y Roberts, 1964; Robinson, 1956), vaginal (Robinson, 1964, 1967;
Robinson y col., 1970; Robinson y col., 1968) o como implantes subcutaneos (Ainsworth y
Wolynetz, 1982; Dziuk y col., 1968; Hunter, 1982; Luther y col., 2007; Oliveira y col., 2001;
Wildeus, 2000).

La aplicacion por via IM de 10 mg/d de P4, durante 12 a 15 d consecutivos, o de 20 mg/d
de P4 dia por medio, demostré una mejor SC que la inclusion de progestagenos en la racion
diaria, ya que el celo se reanudo tres dias mas tarde de finalizado el tratamiento (TRT), aunque
con una fertilidad muy baja (30-50 %; Hunter, 1982; Robinson, 1956). Tanto la administracién
oral como la administracion IM presentaron como inconvenientes el costo de la droga y el
encierre diario de los animales (Durdn del Campo, 1980) por lo que se iniciaron estudios sobre
la utilizacién de pesarios o EIV impregnados con P4 0 con progestdgenos (Robinson, 1964;

Robinson y col., 1968) y DIV siliconados impregnados con P4 (Rathbone y col., 1998).
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Protocolos de sincronizacion de celos con progestagenos o P4

Durante la década de los 60, se desarrollaron los primeros protocolos de SC mediante
el uso de EIV o implantes auriculares impregnados con P4 o progestagenos (Robinson, 1964;
Robinson y col., 1970, 1968).

Estos protocolos se basan en la duracion de la fase lutea, por lo que los EIV o DIV con
P4 o progestagenos permanecen por un lapso de 12-14 d y se aplica una dosis de 250-400 Ul de
eCG via IM 24-48 h previas al retiro o al momento del retiro del DIV (Wildeus, 2000). De esta
manera, la concentracion plasmatica de P4 se incrementa durante los primeros 6 d a
concentraciones superiores a 2 ng/ml (Ainsworth y Downey, 1986; Rubianes y col., 1996)
mientras que en los Ultimos 6 o 4 d del protocolo ocurre un descenso de las mismas a
concentraciones ~Ing/ml (Ainsworth y Downey, 1986), lo cual difiere de lo que ocurre
fisiologicamente, ya que durante la fase luteal las concentraciones de P4 séricas aumentan
lentamente y al momento de la lutedlisis disminuyen en forma abrupta (Goodman, 1994). Las
concentraciones plasmaticas subluteales de P4+ provocan un recambio folicular mas lento y
promueven un excesivo desarrollo y persistencia del foliculo dominante; lo cual se manifiesta
a través de un mayor tamafio folicular, un aumento en la vida media del foliculo (Vifnoles y col.,
2001, 1999) y en que la ovulacion ocurre a partir de ovocitos envejecidos (Flynn y col., 2000;
Vifoles y col., 2001). Estas alteraciones resultan en una menor fertilidad respecto a las
ovulaciones no inducidas artificialmente (Johnson y col., 1996; Ungerfeld y Rubianes, 1999;
Viioles y col., 2001).

A partir de la confirmacion de la presencia de ondas foliculares durante el CE ovino, se
realizaron experiencias de SC basandose en el tiempo transcurrido entre la emergencia de una
y otra onda folicular (Rubianes, 2000; Ungerfeld y Rubianes, 1999; Vinoles y col., 2001). Estos
protocolos de SC, denominados protocolos cortos, se diferencian de los tradicionales por

presentar principalmente un periodo de exposicion a la P4 exdgena o progestdgenos de 5-7 d,
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evitando concentraciones plasmaticas subluteales de P4 por periodos prolongados de tiempo.
Las concentraciones plasmaticas supraluteales de P4 disminuyen la tasa de crecimiento y el
tamafio del foliculo dominante y favorecen el recambio folicular, asegurando la presencia de
un foliculo “joven” al momento de la ovulacion (Rubianes y col., 1996). Ungerfeld y Rubianes
(1999, 2002) concluyeron que la utilizacién de protocolos de SC en ovejas en contra estacion
reproductiva, basados en el uso de EIV impregnadas con MAP o FGA, o DIV (CIDR-G®,
InterAg, Hamilton, New Zealand) durante 6 d, la aplicaciéon IM de 330-400 UI de eCG al
momento del retiro y servicio natural (SN), es efectiva en la induccion de celos (94 % MAP;
91 % FGA y 95 % DIV) con un aceptable porcentaje de prefiez (62 % MAP; 67 % FGA y 60%
DIV). Por otra parte, Vilarino y col. (2007a) compararon, durante la contra estacion
reproductiva, un TRT largo de 14 d y un TRT corto de 6 d en ovinos mediante el uso de CIDR-
G®, ambos con la aplicacion IM de 330 Ul de eCG al retiro del DIV e IATF laparoscopica a las
54 h de retirado el DIV. No hubo diferencias significativas en el porcentaje de prefiez (78 vs
78,4 %) ni en la prolificidad (1,3 vs 1,4) para el TRT largo vs TRT corto, respectivamente. Por
su parte, Vifoles y col. (2001) compararon un TRT de SC en ovejas durante la época
reproductiva utilizando un TRT largo con EIV-MAP durante 12 d y un TRT corto de 6 d con o
sin aplicacion de eCG al momento del retiro y SN y concluyeron que la obtenciéon de un
porcentaje de prefiez ~65 % luego de utilizar TRT largos se relaciond con un recambio folicular
mas lento que provoca la ovulacion de foliculos dominantes persistentes; asi como que el uso
de eCG no tuvo ventajas al ser asociada a TRT largos (67 % de prefiez), y fue en detrimento al
combinarse con TRT cortos (58 % de prefiez; p<0,03). La utilizacién de TRT cortos sin eCG
result6é en una mayor tasa de prefiez (87 %), posiblemente por la ovulacion de foliculos jovenes
0 por no provocar una ovulacion anticipada. Resultados similares se obtuvieron al utilizar EIV-
MAP o EIV-FGA durante 5-7 d, con la aplicacion IM de PGF y 250-300 UI de eCG al momento

del retiro del pesario y el uso de IATF con semen fresco por via cervical a las 50-55 h de
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retiradas las EIV (60 %; Goémez y col., 2010), o SN luego de la deteccion de celo (87 %; Karaca
y col., 2009).

La implementacion de protocolos cortos sin la aplicacion de PGF exogena durante la
época reproductiva induce dispersion de celos (36-144 h) debido a que la regresion luteal se
produce en diferentes momentos (Menchaca y col., 2004; Vinoles y col., 2001). La aplicacion
de PGF 24 h previas o al momento del retiro del DIV producen un elevado porcentaje de ovejas
en celo (~83 %), con un porcentaje de prefiez al primer servicio de ~67 % (Dixon y col., 2006).
En cabras, la aplicacion de una dosis de PGF al inicio de un TRT corto de SC indujo la regresion
del CL en el 91,3 % de los animales con un porcentaje de prefiez del 49,3 % y del 63,7 % luego
de una IATF a las 48 y a las 54 h, respectivamente (Menchaca, 2006). Vilarifio y col. (2007b)
evaluaron la respuesta de la aplicacion de PGF al inicio o al final de un TRT corto (6 d) en
ovejas en fase luteal temprana (1-5 d posteriores al estro) o tardia (6-12 d posteriores al estro)
y concluyeron que la administraciéon de PGF al momento de la colocacion del DIV en ovejas
en fase luteal temprana resulta en un menor porcentaje de hembras en celo en comparaciéon con
el grupo de fase luteal tardia (48,9 vs. 92,2 %;p<0,05); mientras que no existid diferencia

significativa entre grupos al aplicar la PGF al retiro del DIV (79,8 vs 79,2 %).

Gonadotrofina coridnica equina

La eCG es una hormona placentaria glicoproteica sintetizada por las copas
endometriales equinas en el primer tercio de gestacion, cuya funcion es inducir el desarrollo de
CL accesorios para el mantenimiento de la gestacion. Estd formada por dos subunidades (a y
B), la unidad B es codificada por el mismo gen que codifica a la LH equina, de la que se
diferencia por el grado de glicosilacion. Posee una vida media de 5 d (Dieleman y col., 1993) y
en tejidos de origen no equino tiene la capacidad de unirse a receptores de FSH y LH (Murphy,

2018).
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En los pequenos rumiantes, la utilizacion de P4 o progestagenos se complementa con
una aplicacion IM de eCG, independientemente del tipo de TRT de SC utilizado (largo o corto)
y de la época (reproductiva o contra estacion; Abeciay col.,2011; Driony col., 2001; Menchaca
y Rubianes, 2004; Wildeus, 2000). El uso reiterado de eCG en cabras y ovejas provoca una
disminucion de su eficacia, ya que la administracion repetida de esta gonadotrofina resulta en
una respuesta humoral inmune anti-eCG. Esta respuesta humoral responde incluso a una
aplicacion de eCG previa de un afio (Chemineau y col., 1999). Bodin y col. (1997), realizaron
un estudio a partir de la sincronizacion con EIV-FGA y una aplicacion IM de 500-550 UI de
eCG en ovejas con TRTs previos y sin ningin TRT previo de sincronizacion (control) y
determinaron que la tasa de union de anticuerpos anti-eCG (ACaeCG) en los animales control
fue del 1-2 %, mientras que en los animales tratados la media de la tasa de union fue del 14,7%.
Asi mismo, concluyeron que la presencia residual de ACaeCG aumenta con la edad de las
hembras e induce efectos negativos en la fertilidad de la siguiente IA.

Drion y col. (2001) analizaron los efectos producidos por la repeticion de protocolos de
SC mediante el uso de EIV-FGA y la aplicacion de 250 Ul de eCG en hembras nuliparas y 400
Ul en hembras primiparas/multiparas, durante 4 afos consecutivos en dos hatos caprinos
durante la estacion reproductiva. La repeticion de los tratamientos provoco un aumento en la
respuesta inmunologica a la eCG, lo que produciria un retraso en la presentacion de celo y del
pico de LH, conllevando un descenso de la fertilidad. Aunque en ambos hatos se observo el
incremento en la produccion de ACaeCG, los parametros reproductivos (estro y fertilidad)
difirieron entre los grupos de animales, sugiriendo una posible influencia de las hembras o
factor individual debido a que los hatos presentaron diferencias significativas en la tasa de union
previa al tratamiento (p=0,02). Esto fue corroborado por Maurel y col (2003), quienes
obtuvieron un menor porcentaje de paricion en las hembras con mayor tasa de ACaeCG residual

en comparaciéon con aquellas que presentaban bajas concentraciones de ACaeCG. Esta
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disminucion en el porcentaje de paricion pudo ocurrir por un retraso en el estro y en la
presentacion del pico preovulatorio de LH. Forcada y col. (2010) compararon los resultados de
un tratamiento superovulatorio en ovejas con concentraciones mayores o menores a 3 pug/ml de
ACaeCGy SN. La tasa de fecundacion (fecundados/recuperados), en las hembras con elevadas
concentraciones de ACaeCG previos, fue menor en comparacion con ovejas que poseian bajas
concentraciones de ACaeCG (1°TRT: 58 y 80 %, 2°TRT: 17 y 81 %, 3°TRT: 45 y 100 %;

respectivamente).

17 B estradiol y sales de estradiol

El 17B E2 es una hormona esteroidea que, al igual que la P4 presenta un ntcleo basico
comun, el nucleo ciclopentanoperhidrofenantreno (Figura 1.7). Es el principal estrogeno y es
producido principalmente por las células de la teca interna y la granulosa del foliculo ovarico
(Hafez, 2007). Es transportado por proteinas de unién en la circulacion sanguinea hasta el
organo blanco, donde actua y luego es metabolizado por via hepatica y excretado por orina o
heces (Hafez, 2007; Senger, 2006b). Actia sobre el SNC de manera de inducir la conducta
estral en la hembra; en el hipotalamo actia estimulando o inhibiendo la liberacion de LH y
FSH. En el utero estimula el crecimiento celular de endometrio y miometrio e incrementa la
amplitud y frecuencia de las contracciones al potenciar los efectos de la oxitocina y la PGF
(Hafez, 2007; Senger, 2006d, 2006b). Asi mismo, actiia sobre la glandula mamaria estimulando
el crecimiento glandular y en el tracto reproductivo produciendo el -caracteristico
comportamiento estral, estimulando la secrecion de todo el aparato reproductivo y la motilidad

uterina (Hafez, 2007; Senger, 2006c¢).
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Figura 1.7. Composicion quimica de la molécula de estradiol (NEUROTicker, 2007a)

A fines del siglo pasado y comienzos del actual, se realizaron experimentos en bovinos
con el objetivo determinar el efecto de 178 E2 o de sales de E2; como el BE, el valerato o el
cipionato de E> en la dinamica folicular (Ayres y col., 2008; Bo y col., 1993, 1994, 1995a,
1995b, 2000; Martinez y col., 2015; Rivera y col., 1998). La administracién de estrégenos en
la fase de altas concentraciones séricas de P4 induce la regresion folicular y la emergencia de
una nueva onda folicular; en cambio, la administracion durante la fase de bajas concentraciones
de P4 induce la liberacion de LH y la ovulacién (Bo y col., 2006). Si se administra E> en
presencia de un foliculo FSH dependiente, se produce la regresion folicular de éste al disminuir
las concentraciones de FSH por retroalimentacion negativa. Al momento en que el Ex retorna a
su concentracion basal emerge una nueva onda folicular junto con un nuevo pico de FSH
variando el momento de retorno de acuerdo con el éster de E» utilizado. Si se administra en
presencia de un foliculo LH dependiente, el E; previene la emergencia de una onda folicular
hasta que retorna a su concentracion basal (Bo y col., 1994; Bo y col., 1995a, b; Driancourt,
2001). En los bovinos, la combinacion de 17 E> y progestageno/P4 induce la emergencia de
una nueva onda folicular alrededor de cuatro dias mas tarde, independientemente del estado de
la onda folicular al momento de iniciar el TRT (Bo y col., 1994; 1995a, b; Driancourt, 2001).
Asi mismo, la aplicacion de 0,5 mg BE 24 h posteriores a la administracion de PGF al momento
de emergencia de la onda folicular reduce el intervalo desde la aplicacion de PGF hasta el celo

(p<0,01), el pico de LH (p< 0,001) y la ovulacién (p< 0,01), en comparacion con las vacas no
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tratados (Evans y col., 2003). Si el BE es aplicado 24 h posteriores a la administraciéon de PGF
al dia de inicio de la dominancia, se presenta una reduccion del intervalo PGF-pico de LH (p<
0,05) y tiende a disminuir el intervalo PGF-celo (p=0,11) y PGF-ovulacién (p=0,12). En ambas
situaciones no se ven alterados ni el tamafio del CL ni la duracion del CE siguiente (Evans y
col., 2003).

Como resultado de lo anteriormente mencionado, uno de los protocolos de SC y
ovulacién comunmente utilizados en los programas de IATF en bovinos combina la utilizacion
de P4, PGF y sales de E>. En dicho protocolo la utilizaciéon de BE luego de retirado el DIV
favorece la sincronizacion del pico de LH y la ovulacion; obteniéndose valores de prefiez 50-
60% (Bo y col., 2003).

Valenzuela-Jiménez y col (2004) realizaron dos experimentos para evaluar el efecto del
BE en la presentacion del pico de LH, el momento de la ovulacion y la fertilidad en cabras
sincronizadas con acetato de melengestrol (MGA). El trabajo concluy6 que la administracion
de BE al inicio del estro en cabras tratadas con MGA induce el pico de LH y la ovulacion,
aunque disminuye la fertilidad. Menchaca y col. (2007) y Menchaca y Rubianes (2007)
realizaron una serie de experimentos en cabras basados en el uso de un DIV durante 5 d, la
aplicacion IM de PGF al momento de la insercion (grupo control: CON) y de 250 Ul de eCG
al retirar el DIV (Grupo eCG) o de 200 pg de BE a las 24 h posteriores al retiro (Grupo BE). El
desarrollo folicular durante el tratamiento con P4 dependi6 de la presencia o no de un foliculo
de >5 mm de diametro y en la fase de desarrollo de este. En aquellas hembras que presentaron
un foliculo >5 mm en la fase de regresion, un nuevo foliculo continu6 desarrollando hasta el
retiro del DIV. Si el foliculo >5 mm se encontraba en la fase de crecimiento ocurrid la regresion
de este en el 75 % de los casos y emergid una nueva onda folicular, o bien el foliculo mantuvo
su crecimiento hasta la ovulacion. El diametro del foliculo ovulatorio no vari6é al momento del

retiro del DIV (7,8 mm + 1,1) pero si al momento de la ovulacién (Grupo BE: 8,6 mm; CON:
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10,7 mm; Grupo eCG: 9,9 mm; p<0,05). La proporcion de hembras que manifestaron celo y el
inicio del celo luego del retiro del DIV (~30 h) no difirieron significativamente entre los grupos.
En cambio, la duracién del celo fue menor en los Grupo BE y Grupo eCG comparado con el
CON (~30 h vs ~40 h; p<0,05). El intervalo entre el retiro de DIV y el pico de LH en los grupos
de eCG y BE fue menor con respecto al grupo CON (38,4 h 'y 41 h vs 46,3 h, respectivamente;
p<0,05). La concentracion sérica maxima de LH fue similar entre los grupos y el intervalo retiro
DIV-ovulacion (10) fue significativamente menor en los grupos de BE y de eCG que el CON
(63, 58,8 y 70,2 h, respectivamente; p<0,05). La IATF se realiz6 a las 54 h de retirados los DIV,
con semen fresco por via cervical, obteniéndose un porcentaje de prefiez significativamente
menor en el grupo de BE (40 % vs 61 %; p<0,05). Los autores concluyeron que una dosis de
200 pg de BE alas 24 h de retirado el DIV fue efectiva en inducir estro, pico de LH y ovulacion
en tiempos similares al grupo eCG, a pesar de que el porcentaje de prefiez con BE fue menor.

En ovejas ovariectomizadas, la administracion de 50 ug de BE produce un aumento en
la sensibilidad hipofisaria a la GnRH (Clarke y col., 1988); durante la fase folicular, el
incremento de E; circulante induce un pico en la sintesis y liberacion pulsatil de GnRH por
retroalimentacién positiva (Karsch y col., 1997) y un consecuente pico de LH, con
caracteristicas similares al pico preovulatorio (Meikle y col., 2001).

Asi mismo, el tratamiento en ovejas en contra estacion con EIV-MAP por 12 d y la
aplicacion IM de una dosis de 17 E2 6 d previos al retiro de la EIV, produjo la disminucién de
la concentracion sérica de FSH en un intervalo mayor de tiempo en comparaciéon con la
aplicacion IM tnica de 17B Ez, aunque indujo un pico de FSH de menor duracién y mayor
amplitud luego de la inicial disminucion (Barrett y col., 2008). La aplicacion tnica de E»
durante el anestro estacional no sincroniz6 la emergencia de la onda folicular, en cambio cuando

se utiliz6 junto con MAP la onda folicular fue sincronizada (Barrett y col., 2008).
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GnRH

La GnRH es un decapéptido de origen hipotaldmico que actia en la hipofisis regulando
la sintesis y liberacion de FSH y LH. Tanto la hormona natural como sus analogos sintéticos
inducen el desarrollo folicular y la funcionalidad del CL de manera indirecta, a través de la
liberacion de LH y FSH por parte de la hipofisis (Karaca y col., 2009).

En ovinos, la aplicacion de GnRH 36 h posteriores al retiro de la EIV mejor6 la
sincronizacion de la ovulacion durante la época reproductiva en comparacion con hembras que
no recibieron GnRH (p=0,04), aunque no mejoro el porcentaje de prefez luego de la IATF por
via laparoscépica a las 42 h (23 vs 21 %; Reyna y col., 2007). La aplicacién de acetato de
buserelina, un analogo sintético de la GnRH, al momento de la insercion de la EIV en un
protocolo de SC de 7 d causé un mayor porcentaje de gestaciones multiples en comparacion
con igual protocolo sin su aplicacion (71 vs 52 % p<0,05), aunque el porcentaje de prefiez fue
similar entre ambos grupos (89,6 % vs 87,3 %; Karaca y col., 2009).

La GnRH ya ha sido utilizada en protocolos de SC e IATF en ovinos (Abecia y col.,
2011; Cavalcanti y col., 2012; Karaca y col., 2009; Luther y col., 2007; Menchaca, 2006, Reyna
y col., 2007) por lo cual seria importante realizar un estudio comparativo sobre la eficacia entre
el BE y la GnRH para inducir la ovulacion con el fin de determinar si el BE es igualmente de
efectivo que la GnRH en la induccién de la ovulacion en protocolos de SC e IATF en ovinos.
Si el BE probara ser tan efectivo como la GnRH, justificaria su utilizacion en paises donde los
costos de produccion y la falta de subsidios gubernamentales a la produccion limitan la
utilizacion de protocolos de sincronizacion de celo e IATF que poseen altos costos por prefiez
lograda.

En resumen, la optimizacién de los protocolos de SC e IATF permitiria su mayor

utilizacion como herramienta técnica para la introduccién de material genético en las majadas
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en nuestro pais. Ademas, permitiria mejorar el bienestar animal, la eficiencia de la IA y del
tiempo laboral del personal de campo. Sin embargo, esto ocurre en menor medida debido a que
en nuestro pais esté arraigado el uso de protocolos largos de SC con dos dosis de PGF cada 11-
14 d. Estos protocolos tienen la desventaja de que solamente sincronizan la lisis del CL, pero
no sincronizan la dindmica folicular y la ovulacion. En bovinos, desde hace mas de una década,
que se utilizan protocolos de SC que combinan DIV nuevos o reutilizados, PGF y BE con
excelentes resultados. De hecho, la utilizacion de estos protocolos ha permitido la masificacion
de la IATF en rodeos de carne en vacas con cria al pie. En Uruguay también desde hace varios
afios se ha comenzado a utilizar protocolos cortos de SC para IATF con DIV, eCG, PGF, y
GnRH o BE en pequefios rumiantes. Sin embargo, en nuestro pais aun no se dispone de datos
sobre la efectividad de dichos protocolos.

Por lo expuesto a lo largo del capitulo puede inferirse que el uso repetido de eCG en los
procesos de SC o superovulacion en los pequeios rumiantes reduce la posibilidad de obtener
buenos resultados en los procesos de IA y en base a los avances ocurridos en el conocimiento
de la dindmica folicular y en el uso de protocolos de sincronizacion de ovulaciones seria
necesario realizar estudios en nuestro pais para evaluar la utilizacion conjunta de DIV de P4
nuevos o usados durante 5 d para inducir el recambio folicular, el uso de PGF para inducir la
lutedlisis, y la aplicacion de BE o GnRH para inducir la ovulacion dentro un protocolo de SC
que permitan realizar la IATF. Esto facilitaria la diseminacion de la IATF en el manejo
reproductivo de las majadas en nuestro pais.

De lo anteriormente expuesto se planteé como objetivo general evaluar la eficacia de
los tratamientos cortos de SC mediante el uso de DIV con P4 junto con la aplicacion IM de PGF
y de BE post retiro del DIV, para su uso en la IATF en ovinos durante la época reproductiva.
La hipotesis general consistio en que la aplicacion de BE, en un protocolo de SC basado en la

aplicacion de un DIV con P4 por cinco dias junto con una dosis de PGF al momento del retiro
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del DIV, permitiria obtener porcentajes de prefiez similares a los protocolos de SC basados en
la aplicacion de un DIV con P4 y una dosis de PGF y eCG al momento del retiro del DIV.

Asi mismo se definieron tres objetivos especificos: 1) evaluar la utilizacion y
reutilizacién de DIV con una concentracion inicial de 160 mg de P4 (Capitulo I, Experimento
I); 2) determinar la mejor dosis y momento de aplicacion de BE dentro de un protocolo de SC
para inducir la ovulacion, en base al estudio del crecimiento folicular y momento de ovulacion
(Capitulo II, Experimentos Il y III) y 3) evaluar la fertilidad obtenida luego de la IATF con
semen fresco por via cervical en ovejas sincronizadas con un protocolo corto de SC que al
momento del retiro del DIV utiliza una dosis luteolitica de PGF y una dosis de 100 ug de BE
para inducir la ovulacion, como una alternativa valida a los protocolos de EIV, PGF y eCG

(Capitulo III, Experimento 1V).
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CAPITULO 1

EVALUACION DEL PERFIL SERICO DE PROGESTERONA EN OVEJAS LUEGO
DE LA COLOCACION DE UN DISPOSITIVO INTRAVAGINAL DE SILICONA

LIBERADOR DE PROGESTERONA NUEVO O USADO

INTRODUCCION

La utilizacion de DIV de liberacion de P4 para la SC en ovinos comenzé a mediados de
la década de 1980 como una alternativa al sistema de liberacion de progestagenos mediante
EIV (Rathbone y col., 1997). El primer DIV desarrollado para ser utilizado en ovejas fue el
CIDR-S® con 370 mg de P4 (InterAg, Hamilton, New Zealand; Carlson y col., 1989; Rathbone
y col., 1998; Wheaton y col., 1993; Wildeus, 2000). E1 CIDR-G® (InterAg, Hamilton, New
Zealand) fue desarrollado unos afios mas tarde para ser utilizado en cabras (Rathbone y col.,
1997). E1 CIDR-G"™ (InterAg, Hamilton, New Zealand) tiene 300 mg de P4 y mayor facilidad
de insercion que el CIDR-S® (InterAg, Hamilton, New Zealand) debido a su forma mas delgada
(Rathbone y col., 1997), lo que permite su uso en borregas, cabras y ovejas con una vagina mas
estrecha (Rathbone y col., 1997, 1998; Wheaton y col., 1993). La tasa de retencion del CIDR-
G® (InterAg, Hamilton, New Zealand) en hembras ovinas multiparas ha demostrado ser eficaz
como la del CIDR-S® ( InterAg, Hamilton, New Zealand; Wheaton y col., 1993).

Estudios recientes realizados en Brasil y Uruguay dan cuenta de la utilizacion de DIV
de primer, segundo y tercer uso para pequefios rumiantes (CIDR-G®, InterAg, Hamilton, New
Zealand / DICO-CO®, Syntex, Argentina; 300 mg de P4). Los DIV fueron utilizados en la

estacion reproductiva (Uribe-Veldsquez y col., 2011; Vilarifio y col., 2010, 2013) y en la
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estacion no reproductiva (Pinna y col., 2012; Vilarifio y col., 2011, 2013). Los porcentajes de
celos y ovulacion correspondieron a valores entre 80 % y 100 %, mientras que el % de prefiez
present6 un rango entre 20 % y 80 % segun el nimero de veces que fue utilizado el DIV y la
realizacion de IATF o SN (Tabla 2.1).

Tabla 2.1. Parametros reproductivos obtenidos con DIV del®, 2°y 3° uso

Uso DIV % celo % ovulacion % prefiez  Autor

1° uso s/t 80 80 Vilarifio y col., 2013

2°uso s/t 90 s/t Semen fresco IATF laparoscépica
3° uso s/t 100 71

1° uso 93 78 79 Pinna y col., 2012

2° uso 93 90 43 SN

3°uso 100 100 61

1° uso 93 78 23 Pinna y col., 2012

2° uso 93 90 20 Semen fresco IATF laparoscopia
3°uso 100 100 33

1°uso 100 100 75 Vilarifio y col., 2011

2° uso 100 100 67 Semen fresco IATF cervical
3°uso 100 100 62

2°uso 6d 100 s/t 67 Uribe Velazquez y col., 2011 (cabras)
2°uso 9d 100 s/t 44 SN

3°uso 13d 100 s/t 44

s/r: sin registro SN: servicio natural

Asimismo, las concentraciones séricas de P4 se mantuvieron por arriba de 2 ng/ml para
el primero y segundo uso del DIV (Vilarifio y col., 2011, 2013); pero las concentraciones séricas
fueron inferiores a 2 ng/ml para el tercer uso (Vilarino y col., 2013). En ovejas, las
concentraciones de P4 <2 ng/ml (niveles subluteales) promueven el crecimiento excesivo y la
persistencia del foliculo de mayor tamafio (Vifioles y col., 1999), aumentando la edad del
foliculo ovulatorio (Johnson y col., 1996). En nuestro pais, un DIV que contenia 160 mg de P4
estuvo disponible en el mercado bajo el nombre de Cronipres CO® (Biogénesis-Bago,
Argentina). Sin embargo, no existe informacion sobre las concentraciones de P4 alcanzadas con
el 1%, 29° 0 3T uso en ovejas.

Tampoco existen resultados de estudios farmacocinéticos mediante andlisis no
compartimental de las concentraciones séricas de P4 luego de la colocacion de DIV nuevos o

usados en ovejas. La farmacocinética es el estudio de la evolucion temporal de las
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concentraciones de los medicamentos y sus metabolitos en los diferentes fluidos, tejidos y
emuntorios del organismo y de las relaciones matematicas necesarias para desarrollar modelos
adecuados que permitan interpretar tales datos (Gibaldi y Perrier, 1982). Esta disciplina debe
tenerse en cuenta para el mejoramiento y la optimizacion de los tratamientos terapéuticos
(Gibaldi y Perrier, 1982). Sin embargo, frente a un mismo farmaco y un mismo esquema
terapéutico, existen diferencias en las respuestas que son atribuibles a la variabilidad PK. Dicha
variabilidad incluye las diferencias de especie, la variabilidad individual y la influencia que
ejercen los estados patologicos sobre los procesos que atraviesan los farmacos en el organismo
(Baggot, 2002).

Por lo descripto anteriormente, se planted6 como el objetivo evaluar la utilizacion y
reutilizacion de DIV con una concentracion inicial de 160 mg de Ps.

La hipétesis de trabajo fue que ambos DIV, tanto nuevos como usados, eran capaces de

liberar >2 ng/ml de P4 durante el 1"y 29° uso en un periodo de 7 d desde su colocacion.

MATERIALES Y METODOS

Experimento I
Diseiio Experimental

El estudio se realizd durante la estacion reproductiva en el predio de la FCV-UNLP
(latitud 34° 54’S, longitud 57°55°0), y el experimento se realizd de acuerdo con las
recomendaciones internacionales especificadas en la guia para el cuidado y uso de los animales
de laboratorio (NRC, 1986) y el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de
La Plata (FCV-UNLP). Se utilizaron hembras ovinas cruza (n=20) con CC 2,5-3,0 (1 emaciada
a 5 gorda;), las cuales fueron alimentadas con heno de alfalfa y balanceado comercial, y con

acceso ad-libitum al agua de bebida. Se utilizaron DIV nuevos y usados con 300 mg de P4
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(CIDR GP®, InterAg, Hamilton, New Zealand) o 160 mg P4 (Cronipres CO®, Biogénesis-Bago,
Argentina). Todos los DIV usados fueron colocados, previo al inicio del experimento, en ovejas
durante 7 d para que se consuma el contenido de P4 equivalente a un solo uso. Luego del retiro
de los DIV, éstos fueron lavados y sanitarizados de acuerdo con la técnica descripta por Vilariiio
y col., (2011) y luego mantenidos en un lugar seco y oscuro hasta su posterior reutilizacion.
Siete dias previos al inicio del experimento (-7 d), todas las hembras recibieron una
dosis IM de PGF (75ug de D+ cloprostenol, IM; Enzaprost D-C, Biogénesis-Bago), la cual se
repitié al -1 d con la finalidad de provocar la lutedlisis y asegurar la ausencia de P4 enddgena
durante el experimento. La colocacion del DIV se realizd 24 h posteriores a la segunda
aplicacion de PGF (d O; réplica [REP] 1, Figura 2.1). Las ovejas fueron asignadas en forma
aleatoria a 5 grupos experimentales:
1) Grupo Control (CON; n=4) animales sin DIV;
2) Grupo CRONIPRES 1°uso (CRON n=4) animales con DIV nuevo (CRONIPRES CO®,
Biogénesis-Bagd, Argentina) con 160 mg de P4;
3) Grupo CRONIPRES 2°uso: (CROU; n=4) animales con DIV (CRONIPRES CO®,
Biogénesis-Bago, Argentina) usado;
4) Grupo CIDR 1° uso: (CIDN; n=4) animales con DIV nuevo (CIDR-G®, InterAg,
Hamilton, New Zealand) con 300 mg de P4;
5) Grupo CIDR 2° uso: (CIDU; n=4) animales con DIV (CIDR-G®, InterAg, Hamilton,
New Zealand) usado.
A todas las ovejas se les retiraron los DIV luego de 7 d. Al dia 18 se aplico una dosis de
PGF via IM para inducir la lutedlisis y asegurar la ausencia de P4 enddgena. En el d 19 se

repitio el experimento (d 0; REP 2; Figura 2.1).
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Determinacion de progesterona

En ambas REP, se recolectaron muestras de sangre por venopuncion yugular a la hora
0 (antes de la colocacion del DIV) y a las 12, 24, 36, 48, 72, 84, 96, 108, 120, 136, 144, 156,y
168 h luego del inicio de los tratamientos. Ademas, se realizaron dos ventanas de sangrado, una
primera ventana a las 2, 4, 6, 8 y 10 h; y otra a las 170, 172, 174, 176, y 178 h del inicio de la
REP (Figura 2.1).

Las muestras sanguineas se centrifugaron durante 10 min a 2000 rpm y los sueros
obtenidos se almacenaron en tubos tipo Eppendorf de 1,5 ml a -20°C hasta su andlisis. Las
determinaciones de P4 se realizaron por medio de la técnica de radioinmunoensayo a través de
un kit comercial Coat a Count DPC® (Los Angeles, CA USA). Los valores de control bajo
fueron 0,5, 0,7 y 0,8 ng/ml y los valores de control alto fueron 5,0, 4,5 y 7,7 ng/ml. El
coeficiente de variacion (CV) intra-ensayo fue del 9,4 % y el CV inter-ensayo fue del 11,6 %

para el pool bajo y para el pool alto fue del 4,2 % y del 6,3 %, respectivamente.

PGF PGF PGF
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Figura 2.1. Disefio del Experimento I. Las ovejas recibieron dos dosis de PGF los d -7 y -1. E1 dO

comenzo6 REP1. En el d 0, las ovejas (n=20) fueron asignadas al azar a uno de cinco TRT en el que
tuvieron un DIV de P4 durante 7 d (control [CON], sin DIV, n=4; CRONIPRES CO® nuevo [CRON;
160 mg P4], n=4; CIDR-G® nuevo [CIDN, 300 mg P4], n=4; CRONIPRES CO® usado [CROU]
n=4, CIDR-G® usado [CIDU], n=4). Todas las ovejas recibieron una dosis PGF el d18, y en el d19
se inicid6 REP2. En ambas REP, se recolectaron muestras de sangre cada 12h desde las 0 hasta las
168h. Se realiz6 una ventana de sangrado a las 2,4, 6, 8 y 10h y a las 170, 172, 174, 176 y 178 h.
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Analisis estadistico

Los datos se presentan como cuadrados medios minimos + error estandar. La
significancia estadistica fue fijada en P <0,05. La oveja fue considerada la unidad experimental.
Las concentraciones séricas de P4 (ng/ml) fueron analizados mediante analisis de varianza
utilizando el procedimiento MIXED de SAS® como mediciones repetidas en el tiempo (SAS
Institute, 2015). El modelo incluy¢ el efecto aleatorio de la oveja y el efecto fijo del tiempo (dia
del tratamiento), tratamiento (CON, CRON, CIDN, CROU, CIDU) y la interaccion de tiempo
por tratamiento.

El analisis farmacocinético de los datos de concentracion de P4 en funcion del tiempo
obtenidos, se realizd mediante el programa Phoenix® 6.3© (2005-2012, Pharsight Certara
Company). Entre los parametros farmacocinéticos utilizados para el presente experimento, se
encuentran:

1. Concentracion maxima observada (Cmax)

2. Tiempo de ocurrencia de la concentracion maxima (Tmax)

3. Area bajo la curva concentracion en funcién del tiempo desde el d 0 hasta el d 7 (ABC.
7d). E1 ABC fue calculada por el método de los trapezoides.

4. Area bajo la curva concentracion en funcién del tiempo extrapolada al infinito (ABCo.

»). E1 ABCo.» es calculada por el programa a partir del ABC versus tiempo desde el

tiempo 0 hasta la ultima concentracion medida y se extrapola al infinito sumando el

triangulo final obtenido de dividir la tltima concentracion medida por la constante de la

tasa de eliminacion (Ecuacion 1).

Ecuacion 1. Area bajo la curva extrapolada al infinito

Ctx
ABCo.o= ABCo.tx +
A
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Donde tx es el tiempo al cual se determiné la ultima concentracion mesurable (Ci) y A
es la tasa de eliminacion estimada.

5. El tiempo medio de residencia (TMR), o promedio del tiempo que permanece una
particula en el sistema (Ecuacion 2).
Ecuacion 2. Tiempo medio de residencia

ABMC
T™R ——
ABC

Donde ABMC es el area bajo el momento de la curva.
El analisis estadistico de los resultados del analisis farmacocinético se realizé mediante
andlisis de varianza utilizando el procedimiento GLM de SAS® (SAS Institute, 2015). El

modelo incluy6 el efecto fijo de tratamiento (CON, CRON, CIDN, CROU, CIDU).

RESULTADOS

Al inicio de las REP (0 h) las concentraciones séricas de P4 en todos los grupos
experimentales fueron menores a 1 ng/ml, confirmando la ausencia de CL durante el
experimento (Figura 2.2.A y 2.2.B). Luego de la insercion de los DIV, el Tmax fue alcanzado
entre las 4,5 y 15,7 h, sin presentar diferencias significativas entre los grupos
experimentales(p>0,05). La Cnax alcanzada fue similar entre CIDN y CRON (p>0,05). En
cambio, el grupo CIDU obtuvo mayor concentracioén que el grupo CROU (p<0,05). El andlisis
farmacocinético no compartimental determin6 que el ABCo.74 fue similar entre grupos CIDN y
CRON (p> 0,05; Tabla 2.1; Figura 2.2.A.). En cambio, los grupos CIDU y CROU presentaron
diferencias significativas entre si (p<0,05) y con los grupos con DIV nuevos (p<0,05; Tabla 2.1
Figura 2.2.B.). De esta manera, el CIDU tuvo una disminucion del 40 % en la concentracion

sérica de P4 en comparacion con el CIDN y del 29 % en relacion con el CRON, manteniendo
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las concentraciones séricas hormonales por encima de 2 ng/ml durante los 7 d. E1 CROU tuvo
un descenso del 77 % en comparacioén con el CIDN, disminuyd un 73 % en relacion con el
CRON y un 61,5 % en relacion con el CIDU; con valores medios de P4 <2 ng/ml a partir de las
48 h de insertado el DIV. Al analizarse el ABCo.», se obtuvieron resultados similares. TMR fue
similar entre DIV nuevos y entre DIV nuevos vs. usados (p>0,05). En cambio, al comparar
entre los DIV usados, el TMR fue mayor en CIDU que en CROU (p<0,05). Los valores
promedio de cada parametro evaluado en el estudio farmacocinético se presentan en el Tabla
2.2.

Tabla 2.2. Parametros farmacocinéticos de las concentraciones P4 tras la aplicacion de DIV
nuevo y usado (cuadrado medio minimo =+ error estandar) en ovejas

Grupo ABCo.7(ngh/ml) ABCo» (ngh/ml) Cuax(ng/ml)  Tmax (h) TMR (h)

CIDN  980,73+88,19% 982,37+88,534 10,80+1,03*  7,00+£1,06  75,64+2.,49
CRON 822,93+103,54*  830,56+103,12*  10,18+14 4,50+0,82  68,85+2,24
CIDU 586,48+66,39%C  589.42+65,63%C  551+0,86% ¢ 15,75+8,16 81,22+1,55¢
CROU 226,15433,16®P  231,00+36,12%P  3.48+040% P 625+571  71,04+1,74P

CIDN: CIDR nuevo (n=8); CRON: CRONIPRES nuevo (n=8); CIDU: CIDR usado (n=8); CROU: CRONIPRES
usado (n=8)

ABC,.7: area bajo la curva concentracion hasta los 7 d

ABCy..: area bajo la curva concentracion extrapolada al infinito

Cmax: concentracion sérica maxima

Tmax: tiempo a la concentracién maxima

TMR: tiempo medio de residencia

Contraste 1: DIV nuevo [CIDN, CRON] vs. DIV usado [CIDU, CROU]; Contraste 2: CIDN vs. CRON;
Contraste 3: CIDU vs. CROU; Valores en una columna con diferentes superindices, difieren al (p<0.05).

En términos absolutos, el CIDU liber6 un 41,20 % menos de P4 que el CIDN (ABC;
980,73 vs. 586,48 ng h/ml, P<0,05; Figura 2.3), y el CROU liberé un 72,5 % menos de P4 que
CRON (ABC; 822,93 vs. 226,15, ng h/ml, P<0,05; Figura 2.3). A pesar de que no hubo
diferencias significativas en la liberacion de P4 entre los CIDN y CRON (>0,05; Figura 2.3), el
CROU liber6 un 68,5 % menos de P4 que el CIDU (ABC; 586,48 vs. 226,15, ng h/ml, P<0,05;

Figura 2.3).
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Figura 2.2.A. Concentraciones séricas de P4 (ng/ml) en ovejas (n=40) luego de la insercion de un DIV nuevo
(cuadrados medios minimos * error estandar CIDR, 300 mg Ps, CRONIPRES, 160 mg P4). Para

mayores detalles del disefio experimental ver Figura 2.1.
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Figura 2.2.B. Concentraciones séricas de P4 (ng/ml) en ovejas (n=40) luego de la insercion de un DIV usado
(cuadrados medios minimos + error estandar CIDR, 300 mg P4, CRONIPRES, 160 mg P,). Para
mayores detalles del disefio experimental ver Figura 2.1.
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Figura 2.3. Area bajo la curva de las concentraciones de P4 (ng hora/ml) en ovejas (n=40) asignadas al azar a uno
de cinco tratamientos (control [CON], sin DIV, n=8; CRON CO® nuevo [CRON, 160 mg P4], n=8;
CIDR-G® nuevo [CIDN, 300 mg P4] n=8; CRON CO® usado [CROU], n=8, CIDR-G® usado [CIDU],
n=8). Para mayores detalles del disefio experimental ver Figura 2.1. Barras con diferentes letras
difieren al p<0.05.

DISCUSION

En mi conocimiento, este es el primer trabajo que realiza un estudio sobre la
farmacocinética mediante analisis no compartimental de las concentraciones séricas de P4 en
DIV nuevos o usados. En rechazo con la hipotesis planteada, de los DIV con menor
concentracién hormonal (CRONIPRES CO®), sélo los DIV nuevos (CRON) pudieron liberar
concentraciones de P4 >2 ng/ml durante el periodo de 7 dias estudiado. Por el contrario, los DIV
usados que contenian 160 mg P4 (CROU) no pudieron liberar concentraciones de P4 >2 ng/ml
durante el periodo de 7 estudiado. Ademas, a las 12-24 h de colocado, el CROU comenzo6 de
liberar concentraciones subluteales de P4 (<2 ng/ml) que muy probablemente hubieran

promovido el crecimiento excesivo y la persistencia del foliculo de mayor tamafio (Vifioles y
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col., 1999), y hubieran producido el envejecimiento del foliculo ovulatorio (Johnson y col.,
1996). Si bien algunos trabajos previos estudiaron los perfiles séricos de P4 con DIVs CIDR-
G® y DICO-CO® nuevos y usados (Pinna y col., 2012; Uribe-Velasquez y col., 2011; Vilarifio
y col., 2011, 2013), estos estudios no incluyeron los estudios farmacocinéticos mediante
analisis no compartimental del ABCy.7, el ABCo-», Cmax alcanzada, y el TMP de P4. Los CRON
con concentracion original de 160 mg totales de P4 presentaron valores similares al CIDN en
todos los pardmetros evaluados. Sin embargo, el CROU, presentd menor Ciax, ABCo.7, ABCo.
», Y TMP que el CIDU, y su concentracion sérica descendio por debajo de 2 ng/ml a partir de
las 48 h. Ademas, mientras que el ABC del CIDU fue un 60% del CIDN, el ABC del CROU
fue del 30% del CRON.

Los resultados obtenidos a partir de las concentraciones séricas de P4 de los CIDN y del
CIDU (300 mg de P4) son coincidentes con trabajos previos (Ainsworth y Downey, 1986; Pinna
y col., 2012; Vilarifio y col., 2013). Mientras que en éste y otros estudios previos las
concentraciones de P4 alcanzadas con CIDN en ovejas fueron similares (8-10 ng/ml; Vifioles y
col., 1999), en nuestro estudio, las concentraciones alcanzadas por CIDU fueron mas bajas (5-
6 ng/ml; Vifoles y col.,, 1999). Desafortunadamente, los estudios de farmacocinética no
compartimental realizados en este trabajo no estan disponibles para los trabajos previos y por
lo tanto no se puede realizar una comparacion razonable y valida. La utilizacion de DIV nuevos
y usados (CIDR-G®/DICO-CO®) en protocolos de sincronizaciéon de celo cortos en ovejas
(Pinna y col., 2012; Vilarifio y col., 2013) y en cabras (Oliveira y col., 2001; Uribe-Veldsquez
y col., 2011; Vilarifio y col., 2011) fue estudiada previamente. En todos los estudios realizados
se utilizaron DIV que contenian 300 mg de P4 que permitian la reutilizacion del DIV sin ir en
detrimento de una reduccién en la eficiencia reproductiva (Pinna y col., 2012; Uribe-Velasquez
y col., 2011; Vilarifio y col., 2011, 2013). Actualmente no habia informacion disponible sobre

la farmacocinética de las concentraciones de P4 con concentraciones de P4 mas bajas (160 mg).
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Basados en los resultados de este trabajo, la reutilizacion de DIV con casi la mitad de la dosis
total de P4 (160 vs 300 mg) no seria efectiva debido a que los DIV usados van a poseer un
tercio de la P4 de un DIV nuevo y por lo tanto las concentraciones de P4 seran <2 ng/ml durante

un periodo de tratamiento de 7 d.

CONCLUSIONES

El Cronipres CO® nuevo, con una concentracion inicial de 160mg Pa, utilizado en el
presente estudio posee casi un 53% menos de concentracion hormonal que el CIDR-G® nuevo.
Sin embargo, las concentraciones séricas de P4 durante los 7 d de experimentacion no fueron
significativamente diferentes entre los DIV nuevos. En cambio, la utilizacion por segunda vez
del Cronipres CO® provoco concentraciones séricas subluteales de P4 (<2 ng/ml) a partir de las
48 h de colocado el DIV, las cuales podrian afectar la dinamica y el crecimiento folicular,
causando un excesivo desarrollo y persistencia en el tiempo de los foliculos y posiblemente

disminuyendo la fertilidad.
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CAPITULO 11

ESTUDIO DEL CRECIMIENTO FOLICULAR Y EL MOMENTO DE OVULACION
EN UN TRATAMIENTO CORTO DE SINCRONIZACION DE CELO CON D1V, PGF

Y BE

INTRODUCCION

Estudios realizados en bovinos determinaron que la administracion de estrogenos
durante la fase del ciclo estral con altas concentraciones séricas de P4, induce la regresion
folicular y la emergencia de una nueva onda folicular (Bo y col., 2006; Castilho y col., 2000).
En cambio, si los estrogenos se administran durante la fase del CE con bajas concentraciones
séricas de P4, inducen la liberacion de LH y la ovulacion (Bo y col., 2006; Castilho y col., 2000).
La combinacion de E» y progestageno/P4 induce la emergencia de una nueva onda alrededor de
4 d maés tarde, sin importar el estado de la onda folicular al momento de iniciar el tratamiento
en bovinos (Bo y col., 1994; Bo y col., 1995a, 1995b; Driancourt, 2001).

A partir de estudios relacionados con la accion del Ez o sus sales sobre las hormonas
reproductivas (Baird, 1978; Barcikowski y col., 1974; Barrett y col., 2008; Clarke y col., 1988;
Debeljuk y col., 1972; Hauger y col., 1977; Karsch y col., 1997; Meikle y col., 2001; Quirke y
col., 1987; Reeves y col., 1971), sobre el utero (Croker y Shelton, 1973; Rosenfeld y col., 1973),
el transporte espermatico, la dinamica folicular y los parametros reproductivos (Inskeep y col.,
1979); se iniciaron investigaciones sobre el uso de diferentes dosis de E> en protocolos de SC
en ovinos basados en la aplicacién de implantes auriculares o de EIV con progestagenos
(Langford y col., 1980; Quispe y col., 1995; Spitzer y Carpenter, 1981).

La aplicacion tnica de E> o combinada con progestagenos/P4 o GnRH, tanto en ovejas

ciclicas como en anestro estacional induce el pico de FSH con una mayor sincronizacion y
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amplitud del mismo en comparacion con protocolos de sincronizacion sin Ez (Barrett y col.,
2008; Gongalves Souza-Fabjan y col., 2017). Por otra parte, la aplicacion de una o dos dosis de
E», en ovejas en anestro, produce la regresion del FM y sincroniza una nueva onda folicular
(Meikle y col., 2001). Menchaca y col., (2007), demostraron que la aplicacion de BE en cabras
sincronizadas con un DIV con P4 durante 7 d produce una sincronizacion del estro y la
ovulacién similar a las cabras sincronizadas de igual manera, pero con una dosis de eCG al
momento del retiro del DIV. Los porcentajes de prefiez y de paricion en los pequefios rumiantes
fueron muy variables luego de utilizar un protocolo de SC con P4y E: o sus sales, con valores
entre 11 % y 80 % (Castilho y col., 2015; Inskeep y col., 1979; Langford y col., 1980; Menchaca
y Rubianes, 2007; Quispe y col., 1995; Ungerfeld, 2008) y entre 0 % y 43 % (Inskeep y col.,
1979; Langford y col., 1980), respectivamente. Estos resultados tan amplios posiblemente se
deban a factores relacionados con el tipo de sal, la dosis utilizada, el protocolo base en donde
se aplicaron los estrogenos, el uso de SN o IATF y la época del afio (Castilho y col., 2015;
Inskeep y col., 1979; Langford y col., 1980; Menchaca y Rubianes, 2007; Quispe y col., 1995;
Ungerfeld, 2008, 2009).

En base a lo expuesto, y con el objetivo de lograr una mayor sincronizacion en la
induccion de las ovulaciones seria necesario efectuar nuevos estudios sobre la dosis y momento
de aplicacion de los estrogenos en los protocolos de SC en ovinos. Para ello, se realizaron dos
experimentos relacionados entre si, con el objetivo de determinar la mejor dosis y momento de
aplicacion de BE dentro de un protocolo de SC para inducir la ovulacion, en base al estudio del
crecimiento folicular y momento de ovulacion. La hipdtesis de trabajo fue que la utilizacion de
un protocolo de SC basado en la aplicacion de un DIV durante 5 d, la aplicacion de una dosis
de PGF al retiro del DIV, y la aplicacion BE en la dosis y momento adecuado permitiria

sincronizar y ovular un foliculo de un didmetro preovulatorio similar al obtenido con un
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protocolo de SC basado en la aplicacion de un DIV durante 5 d y la aplicacion de eCG y PGF

al retiro del DIV.

MATERIALES Y METODOS
Experimento 11
Disefio experimental

Se utilizaron ovejas ¥ Texel (n=24) con >2,5 de CC (1 emaciada a 5 gorda). Las ovejas
fueron alojadas en corrales dependiente de FCV-UNLP (34°55° S; 57°57° O), alimentadas con
heno de alfalfa y balanceado comercial, y con acceso ad-libitum al agua de bebida. El
experimento se desarrolld durante la época reproductiva con las recomendaciones
internacionales especificadas en la guia para el cuidado y uso de los animales de laboratorio
(NRC, 1986) y el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
(CICUAL) de la FCV-UNLP.

Se conformaron al azar 3 grupos experimentales (n=8/grupo) en un disefio de cuadrados
latinos con tres REP, de forma tal que cada animal tuvo la posibilidad de recibir los tres TRT,
un TRT diferente en cada REP del cuadrado latino (Figura 3.1). El dia de inicio del tratamiento
(d 0) se aplico a todas las hembras un DIV sin uso (DICO®; Syntex) con 300 mg de P4. E1d 5
se retird el DIV y se les aplico por via IM una dosis de 125 ug cloprostenol sédico (Ciclase
DL®, Lab Syntex, Argentina). El grupo CON también recibié una dosis de 300 UI de eCG
(NOVORMON®, Lab Syntex, Argentina). Los grupos BE100 y BE200 recibieron el d 6 (24 h
del retiro del DIV) una dosis de 100 o de 200 pug de BE (Gonadiol®; Lab Syntex, Argentina)
via IM, respectivamente. Las tres REP se realizaron entre los dias 0-16, 23-39 y 46-62,
respectivamente de iniciado el experimento con siete dias de descanso entre REP con la

finalidad de que la eCG aplicada al grupo CON haya sido metabolizada por el organismo.
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Figura 3.1. Disefio experimental utilizado en el Experimento II. En el d 0, las ovejas (n=24) fueron asignadas al
azar a uno de tres tratamientos en los que tuvieron un DIV de P4 inserto durante 5 d y al retiro del
DIV se les administré una dosis de PGF. Al grupo CON (n=8) se le administrd una dosis de 300 UI
de eCG junto con PGF. A los grupos BE100 (n=8) y BE200 (n=8) se les administré una dosis de
100 pgy de 200 pg de BE al d 6, respectivamente. Al d 23 y al d 46 se iniciaron la segunda y tercera
REP respectivamente A todas las ovejas se les realizo una ecografia ovarica diaria entre los d 0 y d5
y cada 12h a partir del d 6 hasta el colapso del foliculo mayor (FM). Se recolectaron muestras de
sangre los d 0, 5, 6, 8, 10 y 17, dias de cada REP.

Estudio del crecimiento folicular

El estudio del crecimiento folicular se llevo a cabo mediante un ecdgrafo Mindray DP-
6600 Vet, con transductor lineal (7SL50EAV) de 5.0/7.5/10 MHz, por via transrectal. Quince
dias previos al inicio del experimento se realizaron ecografias ovaricas para acostumbrar a los
animales a las diferentes maniobras. Previamente a la realizacion de la ultrasonografia, se
realizo el vaciamiento manual del recto de las ovejas y se colocaron 50 ml de gel para
ultrasonografia con el objetivo de lograr un mejor contacto con la superficie rectal. Desde el
inicio del cada TRT (d 0) hasta el momento del retiro del DIV se realiz6 una ecografia ovarica
diaria y se registré en un mapa ovarico el namero, la ubicacion de los foliculos > 2 mm, asi
como se midio y registro el didametro de los mismos. A partir del d 6 y hasta el momento de la
ovulacion se realizaron las ecografias cada 12 h. La ovulacion se determino por la desaparicion
o colapso del FM, el cual correspondi6 a un foliculo con un didmetro >5 mm. El d 17 de cada

REP se realiz6 una ecografia para determinar la presencia de CL. El dia de emergencia del FM
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correspondid al dia que se observo por primera vez el FM. El didmetro del foliculo mayor
(DFM) corresponde al valor obtenido de la media del didmetro del FM. El intervalo ovulacion
(I0) corresponde a las horas transcurridas desde el retiro del DIV hasta el colapso del FM
sumado 6 horas de la tltima visualizacion del FM. El nimero de horas corresponde a la mitad

del tiempo entre la Gltima visualizacion del FM y su colapso.

Determinacion de progesterona

Las muestras sanguineas para la determinacion de P4 se extrajeron por venopuncion
yugular y se obtuvieron al momento de la colocacion y del retiro del DIV, luego cada 24 h hasta
el colapso del FM, a partir de este momento cada 48 h hastael d 12y el d 17.

Las muestras sanguineas se centrifugaron a 2000rpm durante 10 min para la obtencion
de suero, el cual se mantuvo a -20°C hasta su posterior analisis. Las muestras fueron analizadas
por medio de la técnica de RIA con el kit comercial Coat a Count DPC® (Los Angeles, CA,
USA). Los valores de los controles se obtuvieron de hembras en estro y prefiadas y fueron de

0,77ng/ml y de 7,9 ng/ml para los controles bajo y alto, respectivamente.

Analisis estadistico

Los valores de los diametros foliculares del FM se analizaron desde el dia de colocacion
del DIV hasta el colapso del FM, y de manera retrospectiva desde su desaparicion hasta la
primera vez que se visualizo. Estos datos fueron analizados utilizando el procedimiento MIXED
de SAS® para mediciones repetidas en tiempo (SAS Institute, 2015). El modelo matemético
incluyo los efectos de TRT, dia del protocolo (0-17) y la interaccion entre TRT y dia del
protocolo. Los resultados se expresaron como el cuadrado medio minimo + ES. El 10 fue
analizado utilizando el procedimiento MIXED de SAS® (SAS Institute, 2015) y el modelo

matematico incluyé los efectos de TRT. El nivel de significancia fue de p<0,05.
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RESULTADOS

Se incluyeron los registros de 53 foliculos colapsados. Una oveja del grupo CON se
descarto inicialmente ya que present6 una imagen compatible con una hidrosalpingitis. Durante
la REP 1, una oveja del grupo BE200 fallecid, por lo que se descartaron los datos parciales. Los
datos de cinco ovejas (CON REP 1= 1; BE100 REP 1= 1; BE100 REP 2= 1; BE200 REP 1= 1;
BE200 REP 2= 1) fueron descartados debido a estar incompleto el mapa ovarico. Cinco ovejas
no respondieron a los TRT (BE100 REP 2= 1; BE100 REP 3= 1; BE200 REP 2= 2; BE200
REP 3= 1). Tres ovejas del grupo BE200 de las REP 1, 2 y 3 desarrollaron quiste folicular a
partir del FM, por lo que los datos relacionados con el crecimiento folicular no fueron
analizados. Se definié como quiste folicular aquella estructura folicular anecogénica con un
diametro mayor a 10mm. Del total de foliculos colapsados, 17 correspondieron al grupo CON,

20 al grupo BE100 y 16 al grupo BE200.

Crecimiento folicular y ovulacion

Los valores medios del didmetro folicular medido desde el momento de insercion del
DIV hasta la desaparicion del FM (foliculo >5 mm) y normalizados por dia de tratamiento,
fueron similares y no presentaron diferencias significativas entre tratamientos (p=0,96; Figura

3.2).
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Figura 3.2. Experimento II. Crecimiento del FM (n=53) desde colocacion de DIV hasta el momento de la
ovulacion (cuadrados medios minimos + error estandar) normalizados por dia de tratamiento. Grupo
control (CON, n=17); Grupo BE100 (BE100, n=20); Grupo BE200 (BE200, n=16). Dia 0: dia de
colocacion del DIV

De los foliculos >2,5 mm observados al d 0 (n=53), el 72% (n=38) correspondi6 a
foliculos que presentaron un didmetro entre 3-4 mm, los cuales continuaron su crecimiento a
FM y colapsaron, mientras que el 28 % (n=15) restante presenté un tamafo inicial >4mm, de
los cuales el 73 % (n=11) continud creciendo hasta su colapso y el 27 % (n=4) se atresio,
originandose un nuevo FM que colapso.

El DFM al dia de emergencia fue de 3,91 mm + 0,22; 3,64 mm += 0,19y 4,01 mm + 0,18
para los grupos CON, BE100 y BE200, respectivamente. El crecimiento folicular diario
normalizado por dia de onda fue de 0,58, 0,54, y 0,53mm para los grupos CON, BE100 y BE200
respectivamente y no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (p>0,05;

Figura 3.3).
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Figura 3.3. Experimento II. Crecimiento del FM (n=53) desde la emergencia del FM hasta el momento de la
ovulacion (cuadrados medios minimos =+ error estandar) normalizado por dia de onda. CON: Grupo
CON (n=17); BE100: Grupo BE100 (n=20); BE200: Grupo BE200 (n=16). Dia 0: dia de emergencia
del FM.

No se encontraron diferencias significativas (p>0,05) entre los TRT para el DFM al
retiro de DIV, el DFM preovulatorio medio y el 10 (Tabla 3.1). Los grupos CON y BE200
presentaron un rango 1O entre la primera y la tltima ovulacion de 60 y 84 h, respectivamente.
En cambio, el Grupo BE100 present6 un rango 10 de 48 h (Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Didmetro del foliculo mayor (DFM) al retiro del DIV, DFM preovulatorio y valores
minimo, maximo y promedio del intervalo retiro DIV ovulacion (10)

TRT DFM retiro DIV DFM preovulatorio Promedio [0 minimoy  FM
(ES, mm) (ES, mm) 10 (h) maximo (h) (n)

CON 5,04 £0,17 5,93 £0,18 46,9 6 66 17
BE100 5,21 +0,15 6,03+0,13 45,9 18 66 20
BE200 5,01 £0,24 6,18+0,19 45,75 6 90 16

Ovulacion: 6h luego de la ultima observacion del FM.

El 80 % (n=42) de los FM ovularon entre las 12 h y las 54 h de retirado el DIV y el 67%
(n=28) de los mismos lo hicieron entre las 30 h y las 42 h inclusive, no encontrandose

diferencias significativas entre tratamientos (p>0,05; Figura 3.4.). Tres ovejas, una por
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tratamiento, presentaron ovulaciones dobles. Del total de visualizaciones del FM del Grupo

BE200 (n=19) el 15,78 % (n=3) desarroll6 a quiste folicular.
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Figura 3.4. Experimento II. Momento de ovulacion luego del retiro de DIV en el grupo control (CON, n=17);

Grupo BE100 (BE100, n=20); Grupo BE200 (BE200, n=16) Mediana= 42h (p>0,05).

Progesterona

Las concentraciones séricas de P4, al d 0 fueron > 1ng/ml excepto en tres hembras (2 del
grupo BE100 y 1 del grupo CON). Al momento del retiro del DIV las concentraciones séricas
fueron superiores a los 2 ng/ml, decayendo a las 24 h a concentraciones séricas inferiores a 1
ng/ml. Los grupos CON y BE100 presentaron concentraciones séricas superiores a 1ng/ml a
partir del d 10. Las concentraciones hormonales superaron los 2 ng/ml a partir del d 12 en los
tres TRT. Las concentraciones séricas de P4 desde el d 5 al d 17 no presentaron diferencias

significativas entre tratamientos (p>0,05; Figura 3.5).
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Figura 3.5. Experimento II Concentraciones séricas de P4 desde el d5 al d17 en el Experimento II.
Grupo control (CON, n=17); Grupo BE100 (BE100, n=20); Grupo BE200 (BE200, n=16).
*: dia de retiro de DIV

Las ovejas que desarrollaron quistes foliculares luego del tratamiento con BE200,

presentaron valores <Ing/ml desde el retiro del DIV hasta el d 17 inclusive.

MATERIALES Y METODOS
Experimento 111
Diseiio Experimental
Se utilizaron ovejas % Texel (n=9) con >2,5 de CC (1 emaciada a 5 gorda). Las ovejas
fueron alojadas en corrales dependiente de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional de La Plata (34°55” S; 57°57° O), alimentadas con heno de alfalfa y
balanceado comercial, y con acceso ad-libitum al agua de bebida. El experimento se desarrolld

durante la época reproductiva con las recomendaciones internacionales especificadas en la guia
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para el cuidado y uso de los animales de laboratorio (NRC, 1986) y el Comité Institucional de
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la FCV-UNLP.

Se conformaron al azar, 3 grupos experimentales en un disefio de cuadrados latinos con
tres REP de tal forma que cada animal tuvo la posibilidad de recibir los tres TRT; un TRT
diferente en cada REP del cuadrado latino (Figura 3.6). El d 0, se colocé a la totalidad de los
animales un DIV sin uso (DICO®; Lab Syntex, Argentina) con 300 mg de P4. E1d 5 se retiro el
DIV y se aplico por via IM una dosis de 125 pg cloprostenol sédico (Ciclase DL®, Lab Syntex,
Argentina). Los grupos BEO, BE24 y BE36 recibieron una dosis de BE (Gonadiol ®; Lab
Syntex, Argentina) via IM respectivamente a las 0 h, 24 h y 36 h posteriores al retiro del DIV.
La eleccion de la dosis de 100 pg de se baso por un lado en que, aunque las ovulaciones de los
tres TRT del experimento II presentaron un promedio de 1O de 46h, el total de las ovulaciones
ocurrid en un periodo mas uniforme (48 h) para el grupo BE100, mientras que los grupos CON
y BE200 presentaron rangos mayores (60 y 84 h, respectivamente). Ademas, el uso de una dosis
de 200ng de BE produjo un % de quistes foliculares de alrededor del 15%, por lo que se
desestimo su aplicacion.

Las tres REP se realizaron entre los dias 0-16; 23-39 y 46-62, respectivamente, con siete

dias de descanso entre REP con la intencion de otorgar un periodo de bienestar a los animales.
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Figura 3.6. Disefio del Experimento III. En el d 0, las ovejas (n=9) fueron asignadas al azar a uno de tres
tratamientos en los que tuvieron un DIV de P4 inserto durante 5 d y al retiro del DIV se les
administr6é una dosis de PGF. Al grupo BEO (n=3) se le administr6 una dosis de 100 ng de BE al
retiro del DIV. Al grupo BE24 (n=3) se le administré una dosis de 100 pg de BE 24h posteriores al
retiro del DIV y al grupo BE36 (n=3) se le administr6é una dosis de 100 pug de BE a las 36h de
retirado el DIV. Al d 23 y al d 46 se iniciaron la segunda y tercera REP respectivamente A todas las
ovejas se les realizé una ecografia ovarica diaria entre los d 0 y d 5 y cada 12 h a partir del d 6 hasta
el colapso del FM. Se recolectaron muestras de sangre los d 0, 5%, 6, 8, 10 y 17 de cada repeticion.

Estudio del crecimiento folicular

El estudio del crecimiento folicular se realizo igual al experimento II.

Determinacion de progesterona
Se extrajeron las muestras sanguineas a las 12 h de retirado el DIV y a partir del d 7
cada 48 h hasta el d 15 y el d 19. Las muestras fueron analizadas por medio de la técnica de

quimioluminiscencia.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizo igual al experimento I1.
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RESULTADOS

Crecimiento folicular y ovulacion

Se incluyeron los registros de 27 foliculos colapsados. El didmetro folicular medido
desde el momento de insercion del DIV hasta la desaparicion del FM fue similar entre los
tratamientos (normalizado por dia de tratamiento; p=0,98; Figura 3.7.).

De los foliculos >2,5 mm observados al d 0 (n=27), el 63 % (n=17) correspondi6 a
foliculos que presentaron un didmetro entre 3-4 mm, continuaron su crecimiento a FM y
colapsaron, mientras que el 37 % restante (n=10) presentd un diametro folicular inicial >4 mm

y continuo creciendo hasta la ovulacion.
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Figura3.7. Experimento III. Crecimiento del foliculo mayor (FM, n=27) desde colocacion de DIV hasta el
momento de la ovulaciéon (cuadrados medios minimos + error estandar) normalizado por dia de
tratamiento. Grupo BEO (BEO, n=7); B24: Grupo BE24 (BE24, n=10); Grupo BE36 (BE36, n=10).
Dia 0: dia de colocacion del DIV.
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El DFM al dia de emergencia fue de 4,04 mm +0,23; 3,17 mm 0,16 y 4,17 mm
+0,35 para los grupos BEO, BE24 y BE36 y la tasa de crecimiento diaria promedio fue de

0,5mm (normalizado por dia de onda; Figura 3.8.).
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Figura 3.8.  Experimento IIl. Crecimiento del foliculo mayor FM (FM, n=27) desde la emergencia hasta la
ovulacion (cuadrados medios minimos + error estindar) normalizado por dia de onda. Grupo BEO
(BE=, n=7); B24: Grupo BE24 (BE24, n=10); BE36: Grupo BE36 (BE36, n=10). Dia 0: dia

de emergencia del FM.
El DFM al retiro de DIV, el DFM preovulatorio medio y el IO no presentaron diferencias
significativas entre tratamientos (p>0,05), presentando el Grupo BEO el promedio y rango 1O

mas corto (43,71 hy 48 h, respectivamente); mientras que los Grupos BE24 y BE36 presentaron

un promedio IO ~50 h con un rango entre la primera y Gltima ovulacion de 60 h (Tabla 3.2).
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Tabla 3.2. Diametro del foliculo mayor (DFM) al retiro del DIV y DFM preovulatorio y valores minimos,
maximos y promedio del intervalo retiro DIV-ovulacién (10)

TRT DFM retiro DIV DFM preovulatorio  Promedio 1O minimay FM
(mm) (mm) 10 (h) maxima (h) (n)
BEO 4,57+0,36 5,71+£0,20 43,71 30 78 7
BE24 4,10+0,73 5,69 £0,34 50,40 30 90 10
BE36 4,90+0,34 5,71+£0,20 52,80 6 66 10

Ovulacion: 6h luego de la ultima observacion del FM.
Del total de FM que colapsaron (n=27), el 70 % (n=19) lo hizo en entre las 6 h y las 54
h de retirado el DIV y el 68% (n=13) de los mismos lo hizo entre las 30 h y las 42 h inclusive,
no encontrandose diferencias significativas entre TRT (p>0,05; Figura 3.9). E1 71 % de los FM
del TRT BEO (n=5) colapsaron a las 30 y 42 h de la aplicacion del BE o retiro del DIV, el 70
% de los FM del TRT BE24 (n=7) y el 70 % los FM del TRT BE36 (n=7) lo hicieron entre las
18 y 30 h de la aplicacion de BE, lo que es igual a 42 h y 54 h del retiro del DIV (Figura 3.9).

No se presentaron diferencias significativas entre los tratamientos (p>0,05).

B 4

G0 4

40 4

hora post-retire DN

20 4

BED BE24 BE35

Figura 3.9. Experimento III. Momento de ovulacion luego del retiro de DIV. Grupo BEO (BEO, n= 7); Grupo

(BE24, n= 10); Grupo BE36 (BE36, n= 10). Mediana BEO y BE24= 42 h; Mediana BE36= 60 h
(p>0,05).

Progesterona

Las concentraciones séricas de P4, desde las 12 h de retirado el DIV hasta el d 9 fueron

<1 ng/ml. El grupo BE36 present6 concentraciones hormonales >1 ng/ml a partir del d 11. El
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d13 correspondid a valores entre 1 y 2 ng/ml en los grupos BEO y BE24 y >2ng/ml en el grupo
BE36. Todos los tratamientos presentaron concentraciones séricas el d 15y el d 19 >2 ng/ml

No presentaron diferencias significativas entre tratamientos (p>0,05; Figura 3.10)
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Experimento III. Concentraciones séricas de P4 desde el d5 al d19. Grupo BEO (BEO, n=7); Grupo

Figura 3.10.
BE24 (BE24, n=10); Grupo BE36 (BE36, n=10).
*: retiro DIV

DISCUSION

En la actualidad es escasa la informacion relacionada con la dosis de BE y el momento
de ovulacion en los protocolos de SC en ovinos. Las investigaciones realizadas han utilizado

dosis de 1 mg de BE solo o en diferentes momentos dentro de un protocolo de SC en ovinos

(Barrett y col., 2008; Biscarde, 2010; Castilho y col., 2015; Quispe y col., 1995).

En el experimento II, los foliculos preovulatorios de los tres TRT presentaron un

diametro mayor a los 5,5 mm valores similares a los foliculos preovulatorios durante el CE
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(Uribe-Velasquez y col., 2009; Evans ycol., 2000; Ravindra y col., 200). Por otro lado, aunque
el momento de ovulacion fue similar entre los tratamientos (~46 h luego del retiro del DIV), los
grupos CON y BE200 presentaron un rango de intervalo mayor que el grupo BE100. Sin
embargo, el momento de ovulacion fue menor (15 h) a lo descripto en cabras sincronizadas con
un protocolo corto y una dosis de eCG o de 200ug BE aplicada a las 24 h de retirado el DIV
(Menchaca y col., 2007).

El uso de una dosis de 200 pg de BE produjo un 15,78 % de quistes foliculares por lo
cual esta dosis no seria recomendable ya que la presencia de quistes foliculares repercute en la
fertilidad de la hembra (Palmieri y col., 2011).

En el experimento III, los didmetros de los foliculos preovulatorios presentaron valores
similares a los diametros del experimento II y aunque no existieron diferencias significativas
entre TRT en relacion al promedio 10, la aplicacion de 100 ug de BE al momento del retiro del
DIV present6 el promedio mas bajo (43 h) y el rango de intervalo a la ovulacion mas corto (48
h) a diferencia de los TRT BE24 y BE36, que presentaron un rango 1O de 60 h.

Las concentraciones séricas de P4 presentaron valores similares entre experimentos ya
que, a las 12-24 h de retirado el DIV disminuyeron a valores <1 ng/ml en concordancia con los
resultados obtenidos con DIV nuevos en el experimento 1. Asi mismo el Grupo B100 y el Grupo
BE24 presentaron concentraciones hormonales con caracteristicas temporales y de
concentracion similares entre si. Por otra parte, las concentraciones séricas fueron >2 ng/ml en
ambos experimentos 6 d posteriores al promedio del momento de ovulacion, en concordancia
con estudios previos (Allison y Mc Natty, 1972; Driancourt y col., 1985; Ravindra y col., 2004),
lo que indicaria la presencia de un CL funcional.

De lo anteriormente expuesto se puede inferir que la eleccion de aplicar 100 pg BE al
momento del retiro junto con la PGF evitaria un encierre, beneficiando el manejo de los

animales al disminuir el estrés que conlleva esa maniobra. Asi mismo, al tener un rango de 48h
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entre la primera y la ultima ovulacion podrian obtenerse mejores resultados en la
implementacion de la técnica de IATF ya que cuanto menor sea la dispersion de las ovulaciones,

el proceso de IATF deberia ser mas eficaz.

CONCLUSIONES

La combinacién de un DIV con 300 mg de P4 colocado durante cinco dias y la
aplicacion de PGF y 100 pg BE al retiro del DIV resulta en la mejor combinacion para obtener
un foliculo ovulatorio con ausencia de quistes foliculares anovulatorios; con un IO promedio
de 43 h, y un rango entre la primera y tltima ovulacion de no mas de 48h. La aplicacion de BE,
en el momento y dosis descriptos, permitiria la suplantacion de la eCG tradicional y la

implementacion de IATF.
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CAPITULO 111

EFICIENCIA REPRODUCTIVA DE UN TRATAMIENTO CORTO DE

SINCRONIZACION DE CELOS CON APLICACION DE BE E IATF

INTRODUCCION

Los protocolos cortos de SC en pequefios rumiantes se caracterizan por la colocacion
de un DIV impregnado de P4 durante 5-7 d (Rubianes, 2000; Ungerfeld y Rubianes, 1999;
Viidoles y col., 2001) permitiendo que el periodo de exposicion a la P4 exdgena disminuya de
12-14 d a 5-7 d. Esto evita la presencia de concentraciones subluteales de P4 a partir del d 6 de
un protocolo de SC de 12- 14 d (<2 ng/ml; Menchaca y Rubianes, 2004) que provoca un
recambio folicular mas lento y la ovulacion de foliculos dominantes persistentes. De hecho, las
concentraciones plasmaticas supra luteales de P4, si bien disminuyen la tasa de crecimiento y el
tamafio del foliculo dominante, favorecen el recambio folicular y aseguran la presencia de un
foliculo joven y de mayor fertilidad al momento de la ovulacion (Rubianes y col., 1996).

En ovejas y cabras, el uso de protocolos cortos de SC con P4 y GnRH aplicada al
momento de colocar el DIV (Karaca y col., 2009, 2010), a las 24 h (Cavalcanti y col., 2012) o
a las 36 h (Luther y col., 2007) posteriores al del retiro del DIV no mejora la ovulacion ni el
porcentaje de prefiez en comparacion con un protocolo corto de sincronizacion con P4y eCG
(Cavalcanti y col., 2012; Karaca y col., 2009, 2010). La aplicacion de GnRH a las 36 h
posteriores al retiro del DIV en un protocolo corto caus6 la disminucién del porcentaje de
hembras en celo durante la época reproductiva en comparaciéon con un protocolo corto de

sincronizacion con P4 y eCG (Luther y col., 2007). Sin embargo, la aplicacion de GnRH al
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momento de colocar el DIV a corderas pre puberes resultdé en un alto porcentaje de celo y
fertilidad en comparacién con los protocolos tradicionales de SC basado en DIV con P4por 12
d y una dosis de eCG al retiro (Martinez y col., 2015).

Las altas temperaturas y la humedad relativa ambiente a fines del verano e inicio del
otono pueden afectar los procesos reproductivos debido al estrés térmico que padecen los
animales (Al-Haidary, 2004; Saravia y Cruz, 2003; Tilbrook y col., 2002). El indice de
temperatura y humedad relativa ambiente (ITH) es un valor que permite determinar el grado de
confort térmico que presenta el ambiente para el animal. En ovinos, la temperatura de la zona
de confort varia entre 4,4°C y 15,5°C. Cuando los animales se encuentran con temperaturas
>32°C se presenta una disminucion en la duracion del celo y de la tasa de concepcion debido a
un mayor porcentaje de muerte embrionaria temprana (Al-Haidary, 2004; Saravia y Cruz,
2003).

La combinaciéon de un DIV que pueda ser reutilizado con PGF y BE permitiria una
reduccién del costo de los protocolos de SC en ovinos, y consecuentemente una mayor
utilizaciéon de la TATF con semen fresco o semen congelado-descongelado de animales
mejoradores de caracteres de interés productivo. En base a los resultados del Capitulo II, se
seleccion6 una dosis de 100 pg de BE para ser aplicada al momento del retiro del DIV (0 h)
junto con la administracion de una dosis luteolitica de PGF.

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar la fertilidad obtenida luego de la
IATF con semen fresco por via cervical en ovejas sincronizadas con un protocolo corto de SC
que al momento del retiro del DIV utiliza una dosis luteolitica de PGF y una dosis de 100 pg
de BE para inducir la ovulacion. La hipdtesis de trabajo fue que con este protocolo corto que
combina un DIV, PGF y BE se lograria un porcentaje de prefiez similar al obtenido con un

protocolo corto que combina eCG y PGF.
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MATERIALES Y METODOS

Experimento IV
Disefio experimental
Se realizaron dos REP en un establecimiento comercial situado en el partido de
Tordillo, provincia de Buenos Aires, Argentina (36°20'03.4"S - 57°22'23.9"W). La primera
REP del experimento se realizé durante los meses de enero-febrero (REP 1) y la segunda REP
del experimento se realizé durante el mes de marzo (REP 2).
Se utilizaron ovejas cruza Corriedale (REP 1, n=570; REP 2, n=228), con una CC 2,5-
3 y aptas reproductivas. La evaluacion de la CC se realizé mediante la técnica descripta por
Russel (1969) con escala de 1 a 5. La aptitud reproductiva de las hembras ovinas fue evaluada
mediante un examen clinico fisico general y otro particular del aparato reproductor,
comprendiendo la inspecciéon y palpacion de la regién urogenital, y la inspeccion
ultrasonografica por via transrectal del ttero y los ovarios mediante un ecografo (Mindray DP-
6600 Vet) con transductor lineal (modelo 75L50EAV) de 5.0/7.5/10MHz, con el objetivo de
determinar presencia/ausencia de patologias reproductivas (quistes ovaricos, hidrometra,
piometra, etc.) o gestacion. La totalidad de los animales tuvieron una doble identificacion, una
identificacion tipo caravana tarjeta o boton numerado y una temporaria, por medio de un collar
con tarjeta numerada. Ademas, para cada maniobra se realiz6 una marca temporaria con tiza, la
cual variaba de color o ubicacion en el cuerpo del animal acorde a un codigo preestablecido.
Las hembras ovinas fueron clasificadas en tres categorias (CAT), de acuerdo a los
parametros cronometria dentaria y parto:
a) CAT 1: borregas (hembras de dos dientes permanentes y primer servicio)
b) CAT 2: ovejas jovenes (hembras de cuatro o seis dientes permanentes y al menos

1 parto)
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c) CAT 3: ovejas mayores (hembras de ocho dientes permanentes con grado
variable de desgaste dentario y al menos 1 parto)

Los carneros fueron predominantemente de raza Corriedale (REP 1, n= 30; REP 2,
n=15), con una CC= 3 y aptos reproductivos. La evaluacion de la CC se realiz6 mediante la
técnica descripta por Russel (1969). La aptitud reproductiva de los carneros fue evaluada de
acuerdo con la metodologia descripta por Robles (2004) un mes antes del inicio del
experimento.

Los animales fueron mantenidos en una pastura natural con acceso a agua ad-libitum,
de acuerdo con las recomendaciones internacionales especificadas en la guia para el cuidado y
uso de los animales de laboratorio (NRC, 1986) y el Comité Institucional de Cuidado y Uso de

Animales de Laboratorio (CICUAL) de la FCV-UNLP.

Protocolos de sincronizacion de celos

En ambas REP del experimento, la totalidad de las ovejas fueron sincronizadas
mediante la colocacion de un DIV (DICO®; Lab Syntex, Argentina) con 300mg de P4 al d 0. El
d 5 se retir6 el DIV y se aplicéd por via IM una dosis de 125 pg cloprostenol sodico (Ciclase
DL®, Lab Syntex, Argentina). Al azar, las ovejas fueron asignadas a tres grupos experimentales
y se les administro por via IM las diferentes hormonas de acuerdo al TRT al momento del retiro
del DIV: 1) Grupo CON: 250UI de eCG (Novormon®, Lab Syntex, Argentina) como grupo
testigo; 2) Grupo BE: 100 pg de BE (Benzoato de Estradiol®, Lab Syntex, Argentina); y 3)
Grupo GnRH: 100 pg de acetato de gonadorelina (Gonasyn Gdr®, Lab Syntex, Argentina;

Figura 4.1).
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Figura. 4.1. Disefio Experimento IV. En el d 0, las ovejas (REP 1: n=570; REP 2: n=228) recibieron un DIV por
5d. Eld5 les se aplico una dosis de PGF y al azar fueron asignadas a uno de los tres tratamientos:
CON: Grupo control, se les aplico 250 Ul eCG (REP 1: n=165; REP 2: n=74); BE: grupo BE, se les
aplicé 100 pg BE (REP 1: n=204; REP 2: n=78) y GnRH: grupo GnRH, se les aplicé 100ng GnRH
(REP 1: n=201; REP 2: n=76). Todos los grupos recibieron la dosis correspondiente junto con PGF
al retiro del DIV. A las 50-55 h posteriores se realizo la IATF con semen fresco diluido; dosis
inseminante: 100 x10%espermatozoides/0,1ml. Al d 35 se realizo6 el diagndstico de gestacion (DG)
por ultrasonografia.

Extraccion y evaluacion de semen

Los eyaculados para el examen de aptitud reproductiva y su utilizacion en [A se
obtuvieron por medio de un electroeyaculador Siremaster Eyaculator (Ice Corporation, KS
USA). Para la extraccion de semen, cada macho fue colocado en posicion dectubito lateral, se
vacio el recto y se lubrico el vastago con gel de hidroxietilcelulosa previo a su introduccion.
Asi mismo, el pene, previa exteriorizacion manual y sujeto con una gasa fue introducido dentro
de un colector de vidrio graduado, limpio, templado y protegido con un protector de goma
espuma para evitar los rayos solares y prevenir el shock térmico de los espermatozoides. Para
estimular la ereccion se aplicaron 3-5 estimulos cortos de 1-2 segundos de duracion, separados
entre si por descansos de 5 segundos. Luego se disminuy6 el nimero de estimulos y se aumento
el tiempo de duracion de éstos (1-3 estimulos de 5-10 segundos cada uno) para provocar la

eyaculacion. El semen obtenido se evalué macroscopica y microscopicamente, antes de realizar



67

la dilucion final para utilizarlo en la IA. La evaluacidén macroscopica consistio en la
determinacion del volumen, aspecto (densidad y color), pH y cuerpos extrafios; y la evaluacion
microscopica consistid en la determinacion de la motilidad en masa microscopica (MMM),
motilidad individual (MI), vigor (VIG) y concentracion espermatica (CON). Los valores
minimos aceptables para la utilizacion de cada eyaculado en la IA fueron: MMM= 3 (escala: 0-

5), MI= 70 %, VIG= 3 (escala: 0-5) y CON= 3x10° espermatozoides/mm?.

Inseminacion artificial

La IA fue realizada en ambas REP por dos operadores a las 50-55 h por via cervical
(Aisen, 2004). Se registrod la identidad de cada dosis inseminante con el objetivo de determinar
la paternidad de las crias, acorde a lo solicitado por los propietarios. Se utiliz6 semen fresco
diluido (1:1) con leche fresca descremada tratada a alta temperatura, y la dosis inseminante fue
de 100 x10%spermatozoides totales en un volumen de 0,1ml (Aisen, 2004; Salomén y col.,
1990). El semen diluido fue conservado a bafio maria en un termo a 32°C £2 durante el proceso
de IA. Para realizar la IA cervical se utiliz6 una pistola monodosis conformada por una vaina
roja para lavajes uterinos de bovinos a la cual se le ados6 en un extremo un tip amarillo con
corona de 200 pl para pipetas Eppendorf, y en el otro extremo una jeringa de insulina de 1ml

(Figura 4.2).

Figura 4.2. Pistola monodosis utilizada para realizar la IA cervical.
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Debido al estrés térmico (ITH=74) en el dia de la IA en la REP1, se retras6 el proceso
de IA, y debio6 suspenderse cuando se habia cumplido el tiempo maximo para realizar la IA.
Como consecuencia de esta situacion, quedo6 un grupo de 72 ovejas sin IA al cual se les realizo
SN mediante la introduccion de 5 carneros por un periodo de 12 h (20:00-8:00 h). Debido a que
los grupos se habian asignado al azar previamente, y solamente no fueron IA, el remanente de

ovejas conformé los grupos eCG (n= 21), BE (n=20) y GnRH (n=31).

Diagnéstico de gestacion
El diagnostico de gestacion (DG) se realizé al dia 35 post inseminacion, por via
transrectal, por medio de un ecografo (Mindray DP-6600 Vet) con transductor lineal modelo

(75L50EAV) de 5.0/7.5/10MHz.

Temperatura y humedad ambiental

Durante los diez dias previos al inicio de cada REP (PER 1), durante cada REP (PER
2), y durante los 10 dias posteriores a la finalizacion de cada REP del experimento (PER 3), se
registraron los valores diarios de temperatura minima (TMin), temperatura maxima (TMax) y
de la humedad relativa ambiente (HRA) a partir de los datos recolectados por el Servicio
Meteorologico Nacional. La TMedia se determind a partir del promedio de la TMax y TMin
por dia. Utilizando la TMax, TMedia y Tmin se calculé en forma diaria el Indice de
Temperatura y Humedad Maximo, Medio y Minimo (ITH; (1,8*TA+32) - (0,55-0,55*HR/100)
* (1,8*TA-26); Valtorta y Gallardo, 1996).

Se consideraron cuatro categorias de ITH, basadas en los umbrales descriptos por Lopez
y col. (2016): <72, Normal [N]; 73-78, Alerta [A]; 79-82, Peligro [P]; y >83, Emergencia [E].
Se calcularon los dias acumulados de ITH>73 (DAITH>73) y de ITH>79 (DAITH>79) por

REP.
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Costo de la sincronizacion de celos

El costo de la sincronizacion de celos (CSC), se realiz6 utilizando la ecuacion 3

Ecuacion 3

CSC= ) (insumos) * [1+(1-DG)]

Donde DG es el cociente obtenido del nimero de hembras prefiadas diagnosticadas por
ultrasonografia al d 30 post inseminacion sobre el total de hembras inseminadas.

Los insumos estuvieron conformados por el costo individual del DIV, la dosis de PGF
y de BE, GnRH 0 eCG seglin el TRT. Los precios se fueron presupuestados por la Distribuidora

Villa y Moreno, CABA, Argentina, en el mes de noviembre de 2020.

Analisis estadistico

Los porcentajes de ovejas A y de prefiez fueron analizados con el procedimiento PROC
GLIMMIX, y el ITH con el procedimiento PROC MIXED, correspondientes al paquete
estadistico SAS® University Edition (SAS Institute, 2015). El modelo matematico utilizado
para analizar el ITH incluy6 los efectos principales de PER, REP y la interaccion de PER*REP.
El modelo matematico utilizado para analizar el porcentaje de ovejas inseminadas, y el
porcentaje de prefiez a la inseminacion incluy6 los efectos principales de TRT, REP, CAT y
sus interacciones de primero y segundo orden. Para analizar el porcentaje de prefiez al SN se

utiliz6 un modelo reducido similar al de IA, pero sin efecto principal de REP.

RESULTADOS

En la REP 1, del total de hembras sincronizadas (n=570) el 85,78 % fue inseminado

(n=489), el 12,63 % (n=72) debido a la excesiva temperatura ambiente durante el dia no fueron
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IA y pasaron a SN, y el 1,59 % restante (n=9) no se present6 a la IA. El DG se realiz6 al 78,77
% (n=449) de las hembras inseminadas y al total de las hembras del SN. Las hembras faltantes
de IA al diagnoéstico de gestacion no pasaron al momento del diagndstico. En la REP 2, de las
228 hembras sincronizadas, el 92,54 % fue inseminado y se realizé el DG al 91,22 % (n=208).
La falta de animales entre maniobras tuvo la misma causal que en la REP 1.

A pesar de que 72 hembras recibieron SN en la REP 1, el porcentaje de inseminacion
fue similar en ambas REP (96.41 %, P>0.90; Tabla 4.1). En el grupo de ovejas sometidas a [A,
la tasa de prefiez fue diferente de acuerdo con el TRT y con la REP (interaccion REP*TRT,
P<0.02; Tabla 4.1). Mientras que, en la REP 2 el porcentaje de prefiez fue similar entre los TRT,
en la REP 1, el porcentaje de prefiez del TRT con eCG fue superior al de BE y GnRH (Tabla
4.1). No se detecto un efecto de CAT (P>0.09).

Tabla4.1. Numero y porcentaje de ovejas sincronizadas, inseminadas y con diagnoéstico de gestacion
(DG)delasREP 1y 2

REP TRT Sincronizadas (n) Inseminadas (%) DG IA (%)

eCG 165 99,30 (143/144) 19,11 (26/136)?

1 BE 204 98,91 (182/184) 5,98 (10/167)°
GnRH 201 96,47 (164/170) 6,16 (9/146)°

Subtotal 570 98,19 (489/498) 10,02 (45/449)
eCG 74 98,64 (73/74) 52,11 (37/71)¢

2 BE 78 82,05 (64/78) 45,31 (29/64)°
GnRH 76 98,44 (74/76) 53,42 (39/73)¢
Subtotal 228 92,54 (211/228) 50,48 (105/208)
TOTAL 798 96,41 (700/726) 22,83 (150/657)

Letra con diferente superindice en columna: P<0,001

La razon de probabilidad de prenez para IA por REP, por CAT y por TRT se presentan
en la Tabla 4.2. La CAT no modifico las probabilidades de prenez (P>0,09; Tabla 4.2). Por el
contrario, en la REP 2 del experimento, las ovejas tuvieron mdas probabilidades de quedar

prefiadas que en la REP 1 (P<0,001; Tabla 4.2.).
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Tabla4.2. Razon de probabilidad de prefiez respecto de las variables explicativas usadas
en el modelo de regresion logistica para inseminacion artificial

RP 95%IC P
REP 1 1 <0,0001
2 0,097 0,059-0,158
CAT 1 1 0,0966
2 1,346 0,708-2,559
3 0,717 0,402-1,278
TRT eCG 1 0,0057

BE 2,248 1,314-3,847
GnRH 1,983 1,085-3,623
RP: razdn de probabilidad; 95%]IC: intervalo de confianza del 95%; P: probabilidad

En la REP 1 cuando se compara el SN con la IATF, el porcentaje de prefiez de SN fue
superior al de 1A (25,00% [18/72] vs. 10,02% [45/449]; P<0,001; Tabla 4.3). Sin embargo, el

porcentaje de prefiez en SN no se present6 diferencias entre TRT (P>0,05; Tabla 4.3).

Tabla4.3. Nuamero y porcentaje de ovejas sincronizadas, inseminadas o con SN, y con
diagnéstico de gestacion (DG) en la REP 1

Sincronizadas SN DG SN Inseminadas DG IA
() (%) (%) (%) (%)
eCG 165 12,72 33,00 99,30 19,11
(21/165) (7/21) (143/144) (26/136)
BE 204 9,80 15,00 98,91 5,98
(20/204) (3/20) (182/184) (10/167)
GnRH 201 15,42 25,00 96,47 6,16
(31/201) (8/31) (164/170) (9/146)
Subtotal 570 12,16 25,00 98,19 10,02
(72/570) (18/72)* (489/498) (45/449)8

Letra con diferente superindice en fila: P<0.001

De hecho, las probabilidades de una oveja de quedar prefiada en SN con el TRT de BE
o GnRH fueron similares a la probabilidad de quedar prefiada con eCG (P>0.41; Tabla 4.4). La
razon de probabilidad con SN fue menor que con IA (P<0.01), y la razén de probabilidad fue

menor con los TRT de BE y GnRH que con eCG (P<0.01; Tabla 4.5).
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Tabla4.4. Razoén de probabilidad (RP) de prefiez respecto de las variables explicativas usadas en el
modelo de regresion logistica para SN de REP 1

TRT RP 95%IC P
eCG 1 0,41
BE 2,833 0,599-13,397

GnRH 1,438 0,418-4,939

95%IC: intervalo de confianza del 95%; P: probabilidad

Tabla4.5. Razodn de probabilidad (RP) de prefiez respecto de las variables explicativas usadas en el
modelo de regresion logistica para SN e IA

RP 95%IC P
Servicio Natural 1 0,0002
IA 0,285 0,146-0,556
eCG 1 0,0098
TRT BE 3,296 1,401-7,75

GnRH 2,380 1,151-4,92
95%IC: intervalo de confianza del 95%; P: probabilidad

En relacion con los valores de temperatura y humedad ambiental, no hubo diferencias
en el ITH-Max, ITH-Med, y el ITH-Min entre los PER de igual REP (P>0.16; P>0.81) aunque
los valores fueron mayores en REP1 que en la REP2 (80.08+1.14 vs. 75.65+1.17, P<0.009;
59.21£1.19 vs. 52.30+1.21, P<0.001; Tabla 4.6). Los animales tuvieron 9 DAITH>73 y 6

DAITH>79 mas en la REP1 que en la REP2 (25 vs. 16, P<0.01; 16 vs. 10, P<0.01; Tabla 4.6).

Tabla 4.6. Cuadrados medios minimos y errores estandares del indice de temperatura-humedad
maximo (ITH-Max), minimo (ITH-Min), dias acumulados de ITH>72 (DAITH>73) y dias
acumulados de ITH>79 (DAITH>79)

REP ITH-Max ITH-Med ITH-Min DAITH>73 DAITH>79
1 80,08+1.144  69,64+1.054  59,21+1.194 254 164
2 75,65£1.17%  63,98+1.078  52.30+1.218 16° 108

Letras con diferente superindice en una columna difieren, P<0.001.

Por otra parte, la evaluacion del costo de sincronizacion de celos por prefiez obtenida
determin6 que la relacion costo sincronizacion y costo sincronizacion prefiez entre TRT fuera
mayor para eCG que para BE y GnRH, con una relacion eCG:BE de ~3:1 en costo de SCy de

prefiez y para GnRH:BE de ~1,8:1 (Tabla 4.7).
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Tabla 4.7. Costos de SC y de prefiez por ovejay TRT y relacion costos entre TRT

Costo por oveja BE ($) eCG ($) GnRH ()
Costo de SC 59,54 187,16 112,38
Costo de prefiez 92,28 277,00 165,21
Relacion TRT SC Prenez
eCG:BE 3,14:1 3:1
GnRH:BE 1,88:1 1,79:1

DISCUSION

La utilizacion de BE como inductor de la ovulacion en un protocolo corto de SC resulto
en porcentajes de prefiez variables. En situaciones de stress térmico, el uso de BE y SN no
presento diferencias significativas en el porcentaje de prefiez en comparacion con el uso de eCG
o GnRH, aunque el porcentaje de prefiez del grupo BE fue numéricamente el mas bajo de los
tres. Al utilizarse la técnica de IATF durante el mes de febrero, el grupo BE obtuvo un
porcentaje de prefiez similar al grupo GnRH, pero ambos fueron significativamente menores
que el grupo eCG. Los bajos valores tanto del SN como de la IATF podrian deberse a factores
ambientales como las altas temperaturas y humedad relativa ambiente presentes dias previos y
posteriores al SN/IATF (Saravia y Cruz, 2003). Por el contrario, al realizarse la SC y ovulacion
durante el mes de marzo, el porcentaje de prefiez obtenido con BE no presento diferencias
significativas con el resto de los tratamientos. El porcentaje de prefiez obtenido con el
tratamiento BE fue superior a los resultados publicados por otros autores (Castilho y col., 2015;
Menchaca y Rubianes, 2007) mediante la utilizacion de la misma hormona como inductora de
la ovulacidn en ovinos y caprinos, lo cual podria deberse a la dosis utilizada y el momento de
aplicacion ya que estudios previos utilizaron una dosis de 200 ug o 1 mg de BE aplicada a las
24h de retirado el DIV, lo que posiblemente repercuta en la obtencion de un foliculo

preovulatorio apto para la fertilizacion.
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Es importante resaltar que, si bien el porcentaje de prefiez obtenido con el TRT BE fue
el similar al del TRT con GnRH y al TRT con eCG, la relacion en los costos tanto de la SC
como de la obtencion de prefiez es favorable al BE con respecto al TRT de eCG en una relacién

de alrededor del 3:1 y cercana a 2:1 con el TRT de GnRH.

CONCLUSIONES

En conclusion, la utilizacion de un protocolo de SC basado en la colocacion de un DIV
por 5 dy la aplicacion de 100pg de BE y PGF al momento del retiro del DIV en ovejas durante
la época reproductiva junto con la IA a las 50-55h, seria una alternativa viable al protocolo
basado en la utilizacion de la eCG al momento del retiro del DIV, sin desmedro del porcentaje

de prefiez y con un costo sensiblemente menor en una situacion de confort ambiental.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES GENERALES

Esta tesis planted como objetivo general estudiar la eficacia de los tratamientos cortos
de SC mediante el uso de DIV con P4 junto con la aplicacion IM de PGF y de BE post retiro
del DIV, para su uso en la IATF en ovinos durante la época reproductiva, y tres objetivos
especificos: 1) comparar la farmacocinética de P4, en dos DIV con 300mg o 160mg de P4 nuevos
y usados 2) determinar la mejor dosis y momento de aplicacion de BE dentro de un protocolo
de SC para inducir la ovulacion, en base al estudio de la dindmica folicular y momento de
ovulaciéon y 3) evaluar la fertilidad obtenida luego de la IATF con semen fresco por via cervical
en ovejas sincronizadas con un protocolo corto de SC que al momento del retiro del DIV utiliza
una dosis luteolitica de PGF y una dosis de 100 pg de BE para inducir la ovulacion. Para cumplir
con los mencionados objetivos se realizaron cuatro experimentos.

En el primer experimento se estudio la utilizacion y reutilizacion de DIV con 160mg de
P4 en comparacion con un DIV comercial de 300 mg de P4 colocados por 7d de manera de
determinar la posible reutilizacion del DIV con menor concentracion. Para ello se compar6 la
farmacocinética a través del analisis no compartimental de las concentraciones séricas de P4, en
los dos DIV nuevos y usados. Las concentraciones séricas de P4 no fueron significativamente
diferentes entre los DIV nuevos. Sin embargo, la utilizacion por segunda vez del DIV con 160
mg P4 provocod concentraciones séricas subluteales de P4 (<2 ng/ml) a partir de las 48 h de
colocado el DIV, las cuales afectarian la dindmica y el crecimiento folicular, causando un
excesivo crecimiento y persistencia en el tiempo de los foliculos y posiblemente disminuyendo

la fertilidad.
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En el segundo experimento se estudio retrospectivamente el crecimiento del FM luego
de la aplicaciéon de 100 o 200 pg BE dentro de un protocolo basado en la colocacion por cinco
dias de un DIV con 300 mg P4 y PGF. Se demostré que el grupo BE100 present6 un IO de 48
h mientras que los grupos eCG y BE200 presentaron rangos entre 60 y 84 h. Por otra parte, la
aplicacion de 200 pg de BE produjo un 15,78 % de quistes foliculares por lo cual la dosis no
seria beneficiosa ya que la presencia de quistes foliculares repercute en la fertilidad de la hembra
afectada

En el tercer experimento se estudid retrospectivamente el crecimiento del FM luego de
la aplicacion de BE a diferentes horas de retirado el DIV. La dosis utilizada se basé en el
segundo experimento. Se demostré que la aplicacion de BE al momento del retiro del DIV
presentd el promedio mas bajo y el rango mas corto (48 h) de intervalo a la ovulaciéon a
diferencia de los tratamientos BE24 y BE36 (60 h) por lo que la eleccion de aplicar BE al
momento del retiro junto con la PGF evitaria un encierre, beneficiando el manejo de los
animales al disminuir el estrés que conlleva esa maniobra. Asi mismo, al poseer un rango de
48h entre la primera y la tiltima ovulacion podrian obtenerse mejores resultados en la aplicacion
de IATF.

En el cuarto experimento se evalud la fertilidad obtenida a partir del porcentaje de
gestacion como respuesta a campo de un protocolo de sincronizacion basado en el uso de DIV
por cinco dias y la aplicacion al retiro del mismo de una dosis de 100 ug de BE y una dosis
luteolitica de PGF. Se demostrd que este protocolo bajo situaciones de stress térmico y SN no
presentd diferencias significativas al compararse con el protocolo de eCG o GnRH al igual que
al utilizarse IA bajo situaciones de confort ambiental. Asi mismo la relacion de costos entre
TRT fue favorable para el TRT BE al compararse con el TRT eCG (3:1) y TRT GnRH (1,8:1).

En conclusion, esta tesis demostrd, por un lado, que no es beneficiosa la reutilizacion

de DIV con una concentracion inicial de 160 mg Ps. Asi mismo, quedé demostrado que la
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aplicacion de un protocolo de sincronizaciéon de ovulaciones en ovejas ciclicas basado en la
combinacion de un DIV colocado durante cinco dias y la aplicacion de PGF y 100 pg BE al
retiro resulta en la mejor combinacion posible para obtener un foliculo ovulatorio adecuado y
la ausencia de induccidon de quistes anovulatorios con porcentajes de prefiez similares a los

obtenidos con el uso de eCG dentro de un protocolo similar.
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