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1) RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de una dosis de GnRH
administrada al momento de la IA en un protocolo de sincronizacién de celos con
PGF2a (Synchrovine®). Se utilizé un total de 215 ovejas Corriedale y cruzas durante
la estaciéon reproductiva. Los grupos tratados fueron, (1) protocolo Synchrovine®
(n=111): dos dosis de PGF2a. cada 7 dias con IA Tiempo Fijo a las 42 h de la
segunda dosis de PGF2a (Delprostenate im, 160 pg/dosis; Glandinex®), y (2)
Synchrovine® + GnRH (n=104):. {dem protocolo con una dosis de GnRH al momento
de la inseminacién (acetato de Buserelina im, 8 pg, Receptal®). Todas las ovejas
fueron inseminadas con semen fresco sin diluir. La concepcién, prolificidad y
fecundidad fue determinada a los 30 dias del servicio mediante ultrasonografia
transrectal. Los resultados fueron analizados mediante x2 o test de Brown. No se
observaron diferencias significativas en los parametros reproductivos evaluados al
primer ni segundo servicio (P>0.05). Concepcion (0.49 vs 0.37), prolificidad (1.12 vs
1.28) y fecundidad (0.55 vs 0.48) grupo sin y con GnRH respectivamente.

El agregado de GnRH al protocolo Synchrovine® e IATF no mejoré los
parametros reproductivos en nuestras condiciones experimentales.



2) SUMMARY

The aim of this work was to evaluate the effect of GnRH given at the time of
timed artificial insemination using the Synchrovine® protocol. In total, 215 Corriedale
and crossbreed ewes were used during the breeding season. The treatment groups
were: (1) Synchrovine®: n=111 two doses intramuscular of PGF2a (160 pg
delprostenate, Glandinex®, Universal Lab, Uruguay), given 7 days apart, and (2)
Synchrovine® + GnRH: n=104 Synchrovine® plus a GnRH dose at the moment of Al
(8 ug of Buserelina acetate, I/M; Receptal®). All ewes were inseminated 42h after
the second PGF2a dose. Fresh undiluted semen was used for cervical insemination.
Conception, prolificacy and fecundity were determined 30 days after Al by transectal
ultrasound. Results were analyzed by x2 or Brown test. No significant differences
between groups at first or second service were found (P>0.05). Synchrovine®

protocol plus GnRH at TAl did not improve fertility results under our experimental
conditions.



3) INTRODUCCION

La economia de nuestro pais depende en gran parte de la produccion del
sector agropecuario, y dentro del mismo, la produccion ovina representa en
promedio de los Ultimos afios un 20% de Producto Bruto generado por este sector,
siendo explotado en la actualidad por unos 24.000 productores que representan el
50% del total de establecimientos (DIEA, 2004).

La poblacién ovina es la base principal del potencial de produccién de este
rubro. La misma ha sufrido una calda de 60% del stock en la ultima década
(Salgado, 2004). El nimero de lanares declarados al cierre del ejercicio 2004/2005
fue de 9.700 miles de cabezas (DICOSE, 2005). Se destaca un descenso pero a un
ritmo inferior a los afios anteriores (-4.7%), lo que marca una tendencia
estabilizadora del stock. Sin embargo, la recuperacion del mismo sera muy lenta
debido en gran medida a los bajos indices de sefialada registrados en la majada
nacional, que data de 60% en promedio durante los ultimos 10 afios (Salgado,
2004). Este valor esta indicando una importante deficiencia a nivel del potencial
reproductivo de esta especie. Esto lleva a que hoy sea imperativo mejorar los
aspectos reproductivos, en especial los porcentajes de sefialada, para aumentar el
stock y la extraccion, lo que repercutira en un aumento de los ingresos del sector.

Los componentes para una mejora del indicador “tasa de sefialada o procreo”
son: la fertilidad de las ovejas encarneradas (N° de ovejas paridas/ovejas
encarneradas), la prolificidad de las ovejas paridas (N° de corderos nacidos/oveja
parida) y la supervivencia de los corderos (N° de corderos sefalados o
destetados/corderos nacidos) (Azzarini, 2000). Modificando en mayor o menor grado
cada uno de estos componentes se apreciaran cambios importantes en resultado
final del “sistema ovino”.

En los niveles mas extensivos de produccién, caracteristicos de nuestras
explotaciones ovinas, el aporte de biotecnologia reproductiva tal vez no tenga un
lugar como para desarrollar todo su potencial. No obstante, existen practicas
sencillas que pueden contribuir a mejorar los Indices reproductivos, tales como
ajustes en el manejo alimenticio, sanidad, mejora genética, etc. (Bonino, 2004).
Cuando se avanza en la escala de complejidad de los sistemas y los elementos de
los mismos son mas variados (mejores posibilidades nutricionales sobre la base de



pasturas o suplementos, genotipos mas prolificos, mayor grado de supervision, etc.)
son muchos los cambios que pueden introducirse para aprovechar al maximo el
potencial reproductivo de esta especie. Dentro de este contexto, y una vez
levantadas restricciones de orden alimenticio, manejo y sanidad, parece importante
viabilizar distintas técnicas que permitan optimizar los componentes fertilidad y/o
prolificidad, y de esta forma mejorar la eficiencia reproductiva de las majadas.

Las técnicas a implementar deberian cumplir ciertos requisitos tales como ser
economicas, de facil aplicacion, que requieran la menor cantidad de mano de obra,
que su efecto sea uniforme sobre toda la poblacién, y fundamentaimente no reducir
el potencial reproductivo esperado en la majada (Bonifacino y col., 1980). Una de
ellas, es el control de la presentacion de los estros o celos para la realizacion
sincronizada de los servicios.

Estas técnicas permiten programar mejor las tareas relacionadas con la
reproduccion, facilitando entre otros la aplicacion de la Inseminacién Artificial (1A), al
concentrar el frabajo en unos pocos dias. Asl mismo, la planificacién de los servicios
posibilitarfa una utilizacién mas eficiente de los recursos disponibles en un predio:
alimentacion racional pre-servicio y pre-parto de las ovejas, paricion concentrada y
mas controlada, etc., pilares basicos en la disminucién de la mortandad perinatal y
por ende en la mejora de la tasa de sefialada. Estudios recientes, plantean el uso de
nuevos protocolos de sincronizacion de celos con prostaglandinas e inseminacion
artificial a tiempo fijo en ovinos (Rubianes y col., 2003; Menchaca y col., 2004). La
fertilidad potencial alcanzada con este protocolo, denominado Synchrovine®, es aun
tema de estudio y validacion.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar el efecto de incluir analogos
quimicos de la hormona liberadora de gonadotropinas (buserelina) a un protocolo de
sincronizacién de celos con prostaglandinas e inseminacién artificial a tiempo fijo en
ovinos (Synchrovine®), con el propésito de mejorar la fertilidad obtenida, y de ésta
manera viabilizar este protocolo.



4) REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1) RECORDATORIO FISIOLOGICO: CICLO ESTRAL OVINO.

El ciclo estral de la oveja es un conjunto de eventos que se repiten
sucesivamente en la estacion reproductiva. Tiene una duracién de 17+2 dias y
consta de una fase luteal desde el dia 2 (estro: dia 0), y una fase folicular desde el
dia 14 hasta el dia 1 (Rubianes y col., 2002). En la fase folicular o preovulatoria la
frecuencia de pulsos de hormona luteinizante (LH) aumenta, lo cual conduce a la
ovulacién del o los foliculos dominantes y su posterior luteinizacién. La formacion del
cuerpo liteo es el responsable de la secrecion de progesterona, quien inhibe la
secrecion de prostaglandina F2 alfa (PGF2a), suprime la secreciéon de hormona
liberadora de gonadotropinas a nivel hipotalamico (GnRH), por lo que se inhibe la
secrecion ténica de LH, a nivel hipofisario.

Hacia el dia 11-12 del ciclo estral se desencadena el mecanismo de
retroalimentacién positivo oxitocina luteal-PGF2a endometrial, que tiene como efecto
la lisis del cuerpo luteo (CL). Esto lleva a una subsecuente caida de los niveles de
progesterona sérica lo que permite el aumento de estradiol del ovario (por aumento
de pulsaciones de GnRH y LH a nivel hipofisario), conduciendo a comportamiento
estral y ovulacién con posterior luteinizacién, iniciAandose un nuevo ciclo.

La hormona GnRH induce la liberacién de LH y FSH que a su vez producen la
ovulacion y luteinizacion del foliculo dominante e inician una nueva onda folicular.

4.2) METODOS DE SINCRONIZACION DE CELOS EN OVINOS.

El concepto de induccién de celo implica el desencadenamiento de una fase
folicular que, asociado a un comportamiento estral culmine con la ovulacion. La
sincronizacién se refiere a la simultaneidad de ambos eventos en un grupo de
animales que hayan sido expuestos al tratamiento (Rubianes y col., 2000a). Por su
parte, una técnica de sincronizacion de celos deberia inducir una respuesta estral
fértil y alto porcentaje de prefiez.

Hay ciertos parametros que permiten evaluar los resultados de un programa
de sincronizacion, estos son: respuesta estral (porcentaje de hembras en



celo/hembras tratadas), tasa de concepcion (porcentaje de hembras
prefiadas/hembras inseminadas 6 servidas), tasa de prefiez (porcentaje de hembras
prefiadas/hembras tratadas) y fecundidad final (corderos obtenidos/ hembra tratada).

Algunos de los métodos utilizados en la sincronizacion de celos y ovulaciones
incluyen aquellos que inician la actividad ovulatoria en forma “espontanea”, tales
como la introduccién de carneros antes del comienzo de la estacion reproductiva o
“‘efecto macho”. La respuesta a la introduccion subita de los carneros a la majada
durante la estacion no reproductiva se caracteriza por la presencia de dos picos de
celos entre los 17-20 y 22-25 dias, dadas por diferentes tipos de respuesta ovarica y
endocrina (Ungerfeld, 2003). La potencialidad del uso del “efecto macho™ es muy
alta, ya que se han obtenido resultados similares a los observados con tratamientos
hormonales.

Por otro lado, existen métodos que producen el control del ciclo estral a través
del uso de progesterona o progestagenos sintéticos en forma oral, inyectable,
esponjas u otros dispositivos vaginales. Esta técnica se fundamenta en el papel
inhibitorio que tiene la progesterona y sus andlogos sobre el eje hipotalamo-
hipofisario, asegurando asf, el no desencadenamiento del mecanismo luteolitico y
subsiguiente ovulacion. La duracién del estimulo es de 12-14 dias generalmente
(vida media del CL en un ciclo normal), una vez retirado el mismo, los valores de la
misma decaen. Este método suele asociarse fuera y en la estacion reproductiva con
tratamientos gonadotréficos al momento 6 poco antes de retirar las esponjas para
aumentar la tasa reproductiva (Duran del Campo, 1993). El mas utilizado de estos
tratamientos es la gonadotrofina coriénica equina (eCG o PMSG). Se observa
manifestacion estral en las préximas 48-72 horas de retirados los dispositivos, lo
cual permite la realizacién de protocolos de 1.A a tiempo fijo. Recientemente se ha
reportado un efecto negativo de la eCG sobre la tasa de prefiez, dada su capacidad
inmunogénica en cabras y ovejas. Esto se ha atribuido a su origen heterélogo, a su
alto peso molecular 6 a su nivel de glicosilacién (Menchaca y Rubianes, 2004). Por
lo expuesto seria promisorio el uso de otras alternativas, como por ejempio la
hormona liberadora de gonadotropinas.

La duracion clasica del tratamiento con progestagenos ha sido cuestionada en
los ultimos tiempos (Vifioles y col. 2000). Esto podria ser la causa de la menor
fertilidad observada en celos inducidos respecto de los espontaneos. La paulatina



disminucién de la progesterona presente en los dispositivos vaginales podria
generar en algunos animales un ambiente endocrino “subluteal’. Se han probado
tratamientos cortos en ovejas en anestro utilizando esponjas por solo 5-6 dlas
(Ungerfeld y Rubianes, 1999), los cuales resultaron en buena fertilidad. En estacion
reproductiva Vifioles y col. (1999), obtuvieron una fertilidad un 20% superior a la
tradicional de 12 dias de tratamiento (87 vs. 67%, tratamiento corto y de 12 dias,
respectivamente). Estos ensayos parecerian comprobar que aumentando el
recambio folicular se inducen ovulaciones de foliculos jovenes, con ovocitos
saludables, contrarrestando el efecto negativo de los tratamientos mas extensos. A
su vez, los tratamientos cortos presentarian como atractivo una mayor flexibilidad del
manejo de los animales en condiciones de campo.

Finalmente, existen métodos que producen regresion y lisis del CL utilizando
prostaglandinas y/o sus andlogos sintéticos (Durdn del Campo, 1993). Las
prostaglandinas son compuestos que se encuentran en numerosos tejidos animales
y poseen las propiedades mas diversas. Las prostaglandinas naturales acusan
escasas concentraciones plasmaticas y tisulares, no se acumulan, se degradan
rapidamente y sus vidas medias se reducen a algunos segundos. Las que
intervienen en la regulacion de la fertilidad son las PGF2a (Moller, 1980).

A fines de la década de los 60’ se comienza a utilizar PGF2a (McCraken y
col., 1970). Actualmente se conocen una serie de analogos sintéticos de la PGF2a,
que se diferencian de la prostaglandina natural por su mejor tolerancia y mas alta
eficacia. La medicina veterinaria encontrd su interés en los analogos de la PGF2a
por su poder litico sobre los tejidos productores de progesterona (CL), favoreciendo
ademas las contracciones de la musculatura uterina y la dilatacién del cuello del
utero (Moller, 1980). El uso de la PGF2a esta restringido a la estacion reproductiva,
debido a que es imprescindible la presencia de un CL para que la droga lo pueda
lisar y de esa forma desencadenar la ovulacion.

Cuando se administra PGF2a. para sincronizar celos y realizar IA en una
majada, ha de tenerse en cuenta que ello no implica forzosamente la fecundacion y
el mantenimiento de la gravidez, variables estas sometidas a numerosos factores.

Por tanto, en ningin caso han de esperarse resultados de prefilez superiores a los
limites fisiologicos.



Se han practicado programas de sincronizacion de celos con PGF2a. A nivel
de campo se ha difundido el protocolo de una Unica dosis en ovejas ciclando e IA en
el celo posterior al inducido; ésta |A diferida mejora los resultados de fertilidad en un
30% respecto a la inmediata y tiene menor costo (Bonifacino y Aragunde, 1980,
Duran del Campo, 1982, 1993; Olivera y col. 2003). También se han ensayado
tratamientos con dos dosis de PGF2a separadas 12-14 dias (Duran del Campo,
1982), resultando en una alta sincronizacion de celos (mayor a 80%), pero una
menor fertilidad respecto al tratamiento anterior.

En general, la respuesta a una dosis de PGF2ua depende del estado de
funcionalidad de! CL, siendo inefectiva cuando el mismo esta en formacion. Asi es,
que el periodo de sensibilidad del CL en la oveja estaria entre los dias § y 14 del
ciclo estral (Acritopoulu y Haresign, 1980; Wiltbank y Niswender, 1992). Recientes
estudios (Rubianes y col., 2003) demuestran que desde el dia 2.5 a 3 de iniciado el
ciclo estral se podria inducir lutetlisis. En este estudio se inyectaron ovejas con
PGF2q andloga los dias 1, 3 y 5 pos-estro. Todos los animales que presentaban CL
de 3 y 5 dias ovularon (8/8) y s6lo uno de 1 dia de edad (1/8). Se ha demostrado
que la variabilidad de la respuesta a la PGF2a en vacas (Kastelic y Ginter, 1991) y
en ovejas (Vifloles y Rubianes, 1998) estd determinado en gran medida por el
estado de la poblacién ovarica de cada individuo. El mismo tiene relaciéon con el dia
del ciclo en que el animal es inyectado, cuanto mds desarrollado el CL, mas
demorara la lutedlisis (Houghton y col., 1995). Esto se explica por el estado de
desarrollo de la onda folicular. Si esta en fase de crecimiento al momento de la
dosis, el estro y la ovulaciéon demoran menos que cuando la lutedlisis es inducida
cuando la onda esta regresando, un nuevo foliculo necesita emerger y el estro y la
ovulacién ocurrira mas tarde. Ni la duracion del celo ni la tasa ovulatoria se veria
modificada por el dia de administracién de la PGF2a (Rubianes y col., 2003).



Al administrar prostaglandina a una poblacion ciclando, la respuesta es
variable. El tiempo desde la administracién de la PGF2a hasta la primer hora de celo
es en promedio de 53 a 60 horas (Hawk, 1973). Esto coincide con las observaciones
de Barret y col. (2002), que encontraron un intervalo PGF2a- celo de 2,5 10,3 dias.

Otros estudios sefialan un 70-80% de celos en las siguientes 72 horas pos
inyeccion (Bonifacino y Aragunde, 1980; Duran del Campo 1982). Esta dispersion de
3 a 4 dias limitaria la posibilidad de implementar protocolos de IA a tiempo fijo luego
de tratamientos tradicionales de sincronizacién de celos con PGF2a. Sin embargo,
Rubianes y col. (2003), luego de una dosis de PGF2a en ovejas tratadas
tempranamente en el ciclo estral observé que todas las ovejas tratadas al dia 3 del
ciclo respondieron a la dosis y ovularon entre las 48 y 72 horas pos inyeccion. El
intervalo PGF2a-ovulacién fue en promedio de 60 horas. La alta sincronizacion de la
ovulacion de la primera onda fue observada en respuesta a un tratamiento temprano
en la fase luteal. La baja variabilidad de esta respuesta habilitaria a desarrollar
protocolos de |A a tiempo fijo.

4.3) PROTOCOLO SYNCHROVINE®

En base a los resultados expuestos anteriormente serfa posible desarrollar un
protocolo de sincronizacion de celos con dos dosis de PGF2a separadas 7 dias. En
el mismo, al suministrar la primera dosis se inducirfa luteélisis en las préximas 48-72
h en las ovejas con CL sensible, con formacién de un nuevo CL que se encontrara
en los primeros dias del ciclo al administrar la segunda dosis. Asimismo, aquellas
ovejas con CL no sensible (dlas 1 y 2 del ciclo) 0 que ya tienen cuerpo luteo
regresando (dias 14 a 16) estaran con un CL sensible al momento de administrar la
segunda PGF2a. Este protocolo no solo evitaria el uso de protocolos largos (dos
dosis cada 9-12 dias), sino que ademas garantizaria una importante sincronizacion
de los celos (80% de los animales tratados entre las 25 y 48 horas) y de las

ovulaciones (48 a 72 hs) pos segunda dosis, o que permitiria aplicar inseminacion
artificial a tiempo fijo (IATF) (Rubianes y col., 2003).

En un trabajo reciente Menchaca y col. (2004), compararon tres momentos de
inseminacion artificial con semen fresco luego de la segunda dosis, a las 42, 48 y 54



horas resultando en tasas de prefiez de 36.8, 25.8 y 22.5%, respectivamente. Estos
resultados demuestran que se podria, ajustando el momento del servicio a 42 h.,
realizar |IATF utilizando PGF2a, con resultados promisorios (protocolo
Synchrovine®).

Sin embargo, sincronizar aun méas los celos y asegurar las ovulaciones,
permitiria quizas mejorar los resultados en fertilidad y/o prolificidad obtenidos hasta
el presente momento. o

4.4) FECUNDACION Y PERDIDAS EMBRIONARIAS.

El mejor porcentaje de prefiez con IATF en el ensayo de Menchaca y col.’
(2004), fue de 36.8% a los 30 dias del servicio. La alta repeticion de celos observada
estaria indicando fallas en la fecundacién, en el reconocimiento materno 6 alta
mortalidad embrionaria.

Las fallas en la fecundacién podrian deberse a un transporte espermatico
disminuido, ovulacion retardada o dispersa, o no ovulacién.

Se ha demostrado un efecto negativo del uso de la PGF2a sobre la motilidad
espermatica, provocando una reduccion en la cantidad de células espermaticas que
llegan al oviducto luego de IA (Quinlivan y Robinson, 1969; Hawk y Conley, 1972).
Se ha postulado también, que los tratamientos con prostaglandinas tendrian efectos
negativos sobre la fertilidad por producir cambios en las contracciones uterinas
(Hawk, 1973), y en la secreci6n de mucus cervical (Smith y Allison, 1971).

La ovulacion retardada o dispersa podria ser la explicacion a las probables
fallas en fertilizacion observadas. En el protocolo Synchrovine® la segunda PGF2a
es administrada a los 7 dlas y el foliculo mayor en crecimiento tiene entre 3 a 5 dias
de edad siendo el CL sensible a la PGF2a. Este pool homogéneo de foliculos resulta
en un periodo ovulatorio sincrénico que ocurre aproximadamente a las 60 +12 h de
la segunda PGF2q (Rubianes y col., 2003).

Las fallas de fecundacién observadas en el protocolo Synchrovine® podrian
estar ocurriendo también debido a una gran proporcién de celos sin ovulacién, lo
cual se transforma en otra hipétesis de trabajo.



Respecto a la incidencia de mortalidad embrionaria, se sabe que la mayor
parte de las pérdidas embrionarias se originan en los primeros 40 dias luego de la
fertilizacion y pueden llegar a ser elevadas, alcanzando cifras de hasta un 30%
(Azzarini, 1990; Ferndndez Abella, 2002). Algunas causas de reabsorcion
embrionaria temprana descriptas han sido defectos en los gametos y /o fallas en el
reconocimiento materno. En cuanto a defectos de los 6vulos, se reporta una relacion
entre la calidad ovocitaria y la vida del foliculo ovulatorio, demostrandose que una
prolongacién de su vida media, ‘envejecimiento folicular®, disminuye la fertilidad
(Revah y Butler, 1996, citado por Rubianes 2001). Este no seria el caso si la
luteélisis se indujera en fase temprana como ocurre en el protocolo Synchrovine®.

Las fallas en el reconocimiento materno se pueden deber a no emision de la
sefial embrionaria (calidad embrionaria: producciéon de interferon tau, Martal y col.,
1997) 6, a fallas maternas en el impedimento de la luteélisis (calidad de los CL).

Por ofra parte, seria interesante establecer si independientemente de la
ocurrencia de celo, la ovulacion y fecundaciéon efectivamente ocurre en el protocolo
Synchrovine®. Una de las técnicas a desarrollar para confirmar esto podria ser el
lavado de los cuernos uterinos a los 7-8 dias del ciclo estral en un grupo
representativo de ovejas buscando ovocitos y/o embriones y evaluando su calidad
(Restall, 1976a, b). De esta forma se podria cuantificar los fallos en ovulacién y
fertilizacion ocurridos, y/o una probable degeneracién embrionaria. Si la proporcion
de embriones observada a este dia es aceptable los fallos en fertilidad a la ecografia
se deberian a perdidas embrionarias generadas a partir del reconocimiento materno
(dia 9 a 12 del ciclo estral).

Una medida alternativa para asegurar la ovulacion seria el uso de hormonas
gonadotroficas, con la ventaja de ser aplicadas a nivel de campo y su efecto se
reflejaria en todos los individuos.

4.5) HORMONA GnRH.

En el afio 1971, Schally y col. lograron dilucidar la estructura quimica de la
GnRH, gonadotrofina aislada del tejido hipotalamico del cerdo. A partir de ella se
desarrollo por modificacién de los aminoacidos el analogo quimico denominado
buserelina. Este analogo tiene una mayor resistencia a la degradacién enzimatica de



las peptidasas y por ello puede provocar una liberacion prolongada de
gonadotrofinas con una dosis activa notablemente menor que la de la GnRH natural
(Moller, 1980). Luego de la aplicacién, el péptido se combina con receptores del
I6bulo anterior de la hipdfisis. Ello da lugar a un aumento de la secrecion de
gonadotrofinas, de tal manera que la secrecion de LH aumentaria mas rapidamente
que la FSH. La accion fisiolégica resultante es la de estimular la maduracion de los
foliculos, desencadenar la ovulacién y formar los cuerpos lateos (luteinizacién).

El patrén del pico de LH resuitante de un pico endégeno de GnRH o de una
inyeccién de 100 ug de GnRH (la dosis estandar para bovinos), es diferente. Con la
GnRH exégena hay un pico mayor a diferencia del producido por via endégena. Sin
embargo, la duraciéon del pico de LH es menor administrando GnRH via exégena
que el producido via endégena. A pesar de estas diferencias, ambos serian
suficientes para producir ovulacién de un foliculo dominante (Wiltbank y Haughian,
2003). Existen varios estudios que reafirman que una dosis de GnRH es capaz de
inducir un pico de LH, tanto en vacas (Foster, 1978; Twagiramungu y col., 1994,
1995) como en ovejas (Revees, 1970, Quirke y col., 1979; Rubianes, 1997, 2000b).

El pico maximo de LH en respuesta a un analogo de GnRH, se produce a las
2-3 horas posteriores a su aplicacion en anestro (Rubianes, 2000b), y de 1-2 h. en
estacion repraductiva (Rubianes y col., 1997), y el mismo fue de menor magnitud si
se administran juntas la PGF2a y GnRH, que separadas 36 h. Otros autores
hallaron plazos menores, desde 2,5 a 10 minutos (Revees, 1970). Sin embargo, los
resultados sugieren que la respuesta a la GnRH seria menos dependiente del pico
de LH que ella genera que del estadio folicular. La ovulacién no ocurriria en todos
los casos de tratamientos con GnRH. El hecho de que se produzca la ovulacion
depende del desarrolio del foliculo al momento del tratamiento, es la razéon de
resultados poco alentadores con esta hormona.

La administracion de un agonista de GnRH produce liberaciéon de FSH y LH
por parte de la hiptfisis, ante la presencia de un folicuio de gran tamafio puede
inducir su ovulacion. Sin embargo si el foliculo ha iniciado el camino de la atresia, la
aplicacion de GnRH no cambiard su destino (Twagiramungu, 1995). Rubianes
(2000b), observaron algo similar ya que en ovejas en anestro la respuesta a la
GnRH fue erratica, ya que las ovejas que ovulan tienen foliculos en crecimiento,
mientras que otras presentarian una respuesta retardada o lo harian con foliculos
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quisticos, son aquellas cuyos foliculos mayores que estan en fase estatica o
de regresion .

Twagiramungu y col. (1994), observaron que el tratamiento con buserelina en
vacas postparto indujo ovulacion si las concentraciones de progesterona eran
menores a 4 ng/mi, pero no lo hizo, si la progesterona era mayor a 8 ng/ml. Por tanto
la respuesta parece también depender del momento del ciclo estral. Rubianes y col.
(1997), observaron que los foliculos en la fase luteal tardia al recibir una dosis de
GnRH no ovularon mientras las concentraciones de progesterona fueran altos aun
cuando el estimulo de LH sea adecuado. Esos foliculos persistieron y ovularon
cuando la progesterona bajé.

Se ha observado la funcién de la GnRH como sincronizador de ovulaciones.
Quirke y col. (1979), luego de una tratamiento con progestagenos por 12 dias y
PMSG al retiro en ovejas, administr6 GnRH a las 24 hs logrando un 100% de
ovulaciones a las 58 hs .

Luego de un tratamiento con Synchrovine®, obtendremos un foliculo en activo
crecimiento, con pocos dias de vida. Pareceria entonces promisorio y aplicable en
condiciones de campo sumar GnRH al protocolo de IATF Synchrovine®, como forma
de asegurar la ovulacion y una mayor sincronizacion entre las mismas.

Teniendo en cuenta lo expuesto en la revisién bibliografica se plantea como
hipétesis de trabajo que, la incorporacién de una dosis de GnRH al momento de la
inseminacion en un protocolo de sincronizacion de celos con dos dosis de PGF2a
separadas 7 dias (Synchrovine®), producird un pico de LH sobre el foliculo
dominante que asegurard una ovulacién sincronizada en la majada, y en
consecuencia permitirda mejorar los resultados reproductivos de este protocolo de
IATF. Para incrementar la eficacia global del protocolo, se prevé un seguimiento del
ciclo estral posterior al inducido, mediante deteccién de celo e |A en los dias 15 a 22
luego de la segunda dosis de PGF2a. Este programa en su conjunto presentaria la

ventaja de reducir los dias de trabajo a sé6lo 9 (1 dia de IATF luego de Synchrovine®
y 8 dias de deteccion de celo e |A).

El objetivo general del trabajo fue evaluar el comportamiento de un protocolo
de sincronizacién de celos en una majada con dos dosis de PGF2a separadas 7
dias e IATF a las 42 h de la ultima dosis, con o sin, la incorporacion de una dosis de
GnRH al momento de la inseminacién. Se analizara la tasa de concepcion,
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prolificidad y fecundidad de los dos protocolos. Y se prevé realizar un seguimiento
del ciclo estral posterior al inducido: evaluar la distribucién de celos y los parametros
reproductivos en ambos grupos.

5) MATERIALES Y METODOS

El ensayo se realizo en la Estacion Experimental “Mario A. Cassinoni” de la
Facultad de Agronomia (33° LS; Paysandu, Uruguay), durante los meses de marzo y
abril de 2003, sobre una majada de 215 ovejas nuliparas y multiparas de raza
Corriedale y cruzas (Corriedale por Texel, llle de France o Milchschaf). A fines
experimentales se formaron dos grupos homogéneos segun raza, edad y estado
corporal, cuyas edades oscilo entre 2 y 6 afios, y una condicién corporal promedio
3,5 0.1 (escala 0 a 5, Rusell y col., 1969).

Previo a ello, se realiz6 una dosificacién con un endectocida (Moxidectin oral,
dosis 1 mg/10 Kg. PV, CIDECTIN®; Cyanamid S.A., Uruguay) y un tratamiento
preventivo de patologias podales (sulfato de Zn al 15 % por 30 minutos). Las ovejas
permanecieron hasta 1 mes después del ensayo pastoreando sobre campo natural.
Los carneros a utilizar en |A fueron revisados y certificados como aptos con 2 meses
de antelacion al inicio de su uso.

A los dos grupos se les realiz6 un protocolo de dos dosis de un analogo de
PGF2a cada 7 dias (160 pg de delprostenate por dosis, im.; Glandinex®, Universal
Lab, Uruguay), con IATF a las 42 h de la segunda dosis de PGF2ua (grupo
Synchrovine®), incorporando al Grupo 2 una dosis de un analogo de GnRH (8 ug de
acetato de Buserelina, im; Receptal®, Hoechst Roussel Vet., Argentina) al momento
de la inseminacion (grupo Synchrovine® + GnRH).

La IA se realiz6 utilizando semen fresco, no diluido, colectado mediante la
técnica de vagina artificial, proveniente de un grupo de 5 carneros de razas Poll
Dorset, Corriedale y Southdown, respectivamente. El semen de cada carnero se
distribuy6 en forma equitativa entre los dos grupos. El semen se evalué macro y
microscopicamente inmediatamente de colectado. Dentro de la evaluacién
macroscopica se tuvo en cuenta el volumen (no menor a 0.75 mi), color y actividad
en masa, y microscépicamente se evalué motilidad (> 70% de células mdviles),
utilizando un microscopio binocular con contraste de fase. La concentracién se
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determin6é utilizando espectrofotometria (Spermacue®, Minitub; Tiefenbach,
Alemania).

La técnica de IA que se usé fue la cervical (Duran del Campo, 1993),
utilizando un vaginoscopio tubular con luz y una pistola multidosis de inseminacién
(Walmur® Instrumentos Veterinarios; Montevideo, Uruguay). La dosis de
inseminacion utilizada por oveja fue de 200 millones de espermatozoides.

Para el servicio de repaso las ovejas fueron inseminadas a celo visto
utilizando un sistema de deteccion AM-PM. Los celos fueron detectados dos veces
por dia, utilizando capones androgenizados. Los mismos fueron tratados con tres
dosis de testosterona (Ciclopentilpropionate, im, 100 mg/dosis, Lab. Dispert,
Uruguay) suministradas cada 7 dias siendo la ultima un dia previo a comenzar el
ensayo. Los capones fueron pintados en la zona periprepucial utilizando una mezcla
de tierra de color y agua dos veces por dia. Estos permanecieron con las ovejas en
una relacién del 10%.

Se determin6, el numero de ovejas en celo y porcentaje diario en el ciclo
estral posterior al inducido en ambos protocolos (Dia 0= 2% dosis de PGF2a). Se
evalud, concepcion (ovejas prefiadas/ovejas inseminadas), prolificidad (nimero de
embriones/oveja prefiada) y fecundidad (tasa de fertilidad x prolificidad) a los 30 dias
de la primera y de la segunda IA por ultrasonografia transrectal, utilizando un
ecografo provisto de un scanner lineal de 5,0 MHz (Aloka® 500, Japén). Las tasas
de concepcion, y fecundidad que se obtuvieron en cada grupo fueron analizadas
estadisticamente mediante el test de x2 o test exacto de Fisher (Sigel, 1956). La
prolificidad se analiz6 mediante el test de Brown, (Brown,1988).
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6) RESULTADOS
6.1) Tasa de concepcion, prolificidad y fecundacion del primer
servicio.
Los resultados se resumen en el Cuadro 1. La tasa de concepcién, prolificidad
y fecundidad observada al primer servicio no present6 diferencias significativas entre
ambos grupos (P>0.05). La fertilidad tendié a ser mayor en el grupo Synchrovine®

aunque la prolificidad tendi6 a ser menor (P= 0.07).

Cuadro I: Uso de GnRH asociado a Synchrovine®: resultados reproductivos
obtenidos a los 30 dias de servicio.

Grupo Concepcion Prolificidad Fecundidad
Synchrovine® 0.49 1.12 0.55
(n=111) (55/111) (62/55) (62/111)
Synchrovine® + 0.57 128 0.48
GnRH (39/104) (5(;/39) (50}1 04)
(n=104)

6.2) Seguimiento del ciclo estral posterior al inducido y parametros

reproductivos.

Los resultados de distribucion de celos para ambos protocolos se presentan

en la figura |.
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Figura I: Uso de GnRH asociado a Synchrovine®: porcentaje diario de
manifestacién estral en el ciclo posterior al inducido.

La distribucién de celos para el segundo servicio ha sido similar entre los
grupos comparados, aproximandose a una distribucién normal. La duracién del celo
para el Grupo Synchrovine® fue de 18+2 dias y el grupo con GnRH 17+1,5. Para el
grupo Synchrovine® la mayor concentracion de celos se observo a los dias 18 y 19
pos segunda PGF2a (18 y 29%, respectivamente). En el grupo Synchrovine® +
GnRH los celos se concentraron en los dias 17 y 18 (23 y 35%, respectivamente).

Respecto a los parametros reproductivos evaluados en este ciclo, los mismos
se resumen en el Cuadro Il.

Cuadro Il: Uso de GnRH asociado a Synchrovine®: resultados reproductivos
del celo posterior al inducido.

Grupo Concepcion Prolificidad Fecundidad
Synchrovine® 0.53 1.37 0.72
(n=51) (27/51) (37127) (37/51)
Synchrovine® + 0.61 1.44 0.88
GnRH (3&59) (52'/36) (55/59)
(n=59)

Las tasas de concepcion, prolificidad y fecundidad observada al segundo
servicio no presentaron diferencias significativas entre ambos grupos (P>0.05). Sin




embargo, se aprecia una mejor respuesta en los parametros reproductivos del grupo
Synchrovine® + GnRH, asi como se observa una mayor concentracién en los celos.

Los resultados reproductivos finales de ambos protocolos (1er + 2do servicio)
se resumen en el Cuadro lil.

Cuadro lll: Uso de GnRH asociado a Synchrovine®: resultados reproductivos
finales de ambos protocolos.

Grupo Concepcién Prolificidad Fecundidad
Synchrovine® 0.74 1.20 0.89
(n=111) (82/111) (99/82) (99/111)
Synchrovine® + 0.72 1.36 0.98
GnRH (75/104) (102/75) (102/104)
(n=104)

R
¥ -
3 W .

Los resultados no presentaron diferencias significativas (P>0.05).

7) DISCUSION

La incorporacion de una dosis de un analogo de GnRH al momento de la
inseminacion, a un protocolo de sincronizacion de celos con dos dosis de PGF2a
separadas 7 dias e IA a las 42 h (protocolo Synchrovine®), no mejor6 en forma
significativa los resultados reproductivos de este protocolo.

El protocolo Synchrovine® present6 en este ensayo una concepcién superior
a la registrada por otros autores en forma previa (Menchaca y col., 2004). La
fertilidad 6ptima del citado ensayo (grupo con celo natural), no fue registrada al no
incluirse en el disefio experimental. Un estudio contemporaneo al presentado aqui
(Forichi, 2003; Forichi y col., 2004), evidenci6 una fertilidad con celo natural al primer
servicio, similar al grupo Synchrovine® de nuestro ensayo (49%). Este resultado
plantea la hipétesis de un posible efecto afio (pluviometria, estado sanitario y
condicién corporal de la majada al servicio), sobre los resultados anteriormente
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alcanzados con Sinchrovine®. En otro sentido, esta comparacion deja en evidencia
las ventajas de manejo del protocolo Sinchrovine® (menos dias de trabajo y no
deteccion de celos) ante similares resultados reproductivos.

En nuestras condiciones experimentales el agregado de un analogo de GnRH
al protocolo Synchrovine® (con el fin de sincronizar ain mas la ovulacién), no
produjo un aumento de la concepcién, tendiendo incluso a ser menor que sin ella.
Resulta dificil explicar este resultado. Una posible respuesta se podria encontrar en
el momento de inclusion de la dosis de GnRH del protocolo establecido. Se ha
postulado que la generacién de un pico natural y de un pico inducido de LH, en
diferentes momentos, generaria un doble pico de LH que podria estar tendiendo a
reducir la fertilidad observada (Murdoch y col., 1998; citado por Fernandez Abella y
Villegas, 2002). Ensayos en ovejas en los que se combina un tratamiento de PGF2a
y posterior GnRH (Rubianes y col., 1997), se obtuvo un pico de LH mayor al
administrarlas separadas 36 h. respecto a administrarlas simultaneamente.
Fernandez Abella y Villegas (2002), comprobaron que luego de un tratamiento con
progestagenos por 12 dias el momento éptimo para administrar la GnRH fue a las 35
h. de retiradas las esponjas, logrando una fertilidad mayor a un grupo control sin
GnRH. En nuestro ensayo, la dosis es administrada a las 42 h. de la segunda
prostaglandina (momento de la IATF), luego de la lutedlisis los niveles de
progesterona habran descendido y la accién de la GnRH se vera beneficiada.

Otra posible respuesta a los resultados observados podria estar en la dosis
aplicada de buserelina. Algunos autores afirman que una dosis elevada de GnRH no
mejoraria los resultados esperados de fertilidad (Foster, 1978; Convey, 1973). Un
ensayo con ovinos utilizando una dosis de 4ug de buserelina seguido 5 dias de una
dosis de PGF2o (100ug de clorprostenol) (Beck, 1996), logré un 90 % de
sincronizacion de celo y buen nivel de prefiez. A nivel nacional, Fernandez Abella y
Villegas (2002), en el tratamiento antes citado administré una dosis de 10 ug, obtuvo
una prefiez significativamente mayor que un grupo control sin GnRH. Por tanto, la
dosis utilizada en nuestro ensayo (8 pg), no pareceria en principio inadecuada.

Por otra parte, si bien la prolificidad en el grupo Synchrovine con inclusién de
GnRH no fue diferente, esta tendi6 a ser mayor. Esto estarla acorde al posible
aumento en el numero de ovulaciones provocado por la inclusion de GnRH, al
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estimular la accién de la LH y FSH y su papel fisiolégico (estimular la maduracion de
los foliculos, desencadenar la ovulacién y facilitar la luteinizacion de los cuerpos
luteos). En el mismo sentido, un estudio realizado en forma contemporanea al
nuestro (Forichi, 2003; Forichi y col., 2004), si bien evidenci6 una fertilidad similar al
primer servicio, mostré una prolificidad mayor en el grupo Control (celo natural),
respecto a nuestro grupo Synchrovine® (P>0.05). Esta comparaciéon y la mejora
observada con la inclusion de GnRH, estaria evidenciando un posible efecto
negativo en la prolificidad de las ovejas, del uso de PGF2a para sincronizar celos
bajo el protocolo Synchrovine®.

El seguimiento del ciclo estral posterior al inducido, distribucién de celos y
comportamiento reproductivo, no evidencié diferencias entre el protocolo
Synchrovine® con y sin la inclusion de GnRH. Mediante este seguimiento, se pudo
reconocer una duracion normal del ciclo estral en ambos grupos de sincronizacion.
Primariamente se deja en evidencia la sensibilidad a la PGF2a del CL de tan sélo 3
dias de edad como lo habia postulado Rubianes y col. (2003). En el grupo con
GnRH, se observ6 una duracién normal del ciclo estral con una alta concentracion
de celos (70%) entre los dias 16 y 18 del mismo. Se podria confirmar la efectividad
del uso de la GnRH en la etapa temprana del ciclo estral en la oveja como lo ha
demostrado Rubianes (1997), que tratando ovejas con PGF2a y GnRH
simultaneamente a los 4 dias del ciclo obtuvo un pico de LH con ovulacién a las 48
h., seguido de un ciclo de duracién normal. Por tanto, los fallos en fertilizacién que
se observan, fundamentalmente en el lote GnRH, no se deberian a una faita de

ovulacion en primera instancia. Cabria investigar, si el momento y la sincronia con
que ella ocurri6 fue la esperada.

Los mejores resultados reproductivos del segundo servicio coinciden con la
literatura (Duran del Campo y col., 1982;: Duran del Campo, 1993; Bonifacino y
Aragunde, 1980; Forichi, 2003), donde en tratamientos con PGF2q, el servicio en el
ciclo estral posterior al inducido resulta de una superior fertilidad. Se ha demostrado
un efecto negativo del uso de la PGF2a sobre la fertilidad por producir cambios en

las contracciones uterinas (Hawk, 1973), y en la secrecién de mucus cervical (Smith
y Allison, 1971),
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La incorporacién de otras tecnologfas, como por ejemplo el seguimiento
ecografico, la endoscopia ovérica y el lavado uterino 7 dias post-servicio a un
subgrupo de ovejas, brindaria informacién mas precisa de la dinamica de éste
protocolo. Estariamos en condiciones ciertas de evaluar si las ovejas ovulan o no, y
de acuerdo a las estructuras que encontremos, si hay problemas en la fertilizaciéon o
en el desarrollo embrionario. Ello podria explicar la menor fertilidad con que se
asocia el uso de prostaglandinas en la sincronizacién de celos en ovinos.

Una mejora sustancial en la fertilidad de los protocolos de IATF utilizando
PGF2a generaria una importante disminucion de los dias de servicios y por ende de
la dispersion de los partos, permitiendo asi, realizar una utilizacién eficiente de los
recursos disponibles en un predio (mano de obra y alimentacion estratégica etc.),
pilares basicos en la mejora de la tasa de sefialada de nuestras majadas. Ventajas
de orden sanitario, manejo y genético, hacen de la validacién comercial de estas

propuestas, valiosas herramientas para difundir la IA en un mayor nimero de
majadas de nuestro pals.

8) CONCLUSIONES

a) El agregado de una dosis de GnRH al momento de la inseminacién a un
protocolo de sincronizacién de celos con dos dosis de PGF2a separadas 7 dias e IA

a las 42 h (protocolo Synchrovine®) no mejor6 los resultados de concepcion,
prolificidad y fecundidad final de este protocolo.

b) La distribucién de celos y el comportamiento reproductivo del ciclo estral
posterior al inducido no presenté diferencias significativas entre ambos protocolos.

c) Se destacan ventajas de manejo y econémicas, al disminuir los dias de
trabajo respecto a los tradicionales y prescindir de la deteccién de celos.
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