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4. RESUMEN

El objetivo del presente trabajo de tesis fue evaluar el efecto de la suplementacion con
progesterona durante la administracion con FSH en un protocolo de superovulacion de
la primera onda folicular (protocolo Dia 0) en ovejas Merino. El protocolo Dia 0
consiste en iniciar la superestimulacion con FSH al Dia 0 del ciclo cuando ocurre la



with FSH was administered during the first follicular wave in the early luteal phase
during the first 3,5 days of the cycle when the levels of progesterone are low. A control
group was kept with this treatment (Protocol group Day 0; n= 33) while another
received a device with progesterone DICO during the administration with FSH
(Protocol group Day 0 + P4; n=38). Both groups received two doses of PGF2a with the
last two doses of FSH. Twenty-four (24) hours after the first dose of PGF2a a dose of
GnRH was administered and the artificial insemination was carried out 16 and 24 hours
later. Six days (6) later the uterus was cleaned in order to collect the embryos and the
response to the superovulation is evaluated. The results show that the
supplementation with progesterone did not modify the number of luteal bodies per
donor, compared to Protocol Day O which did not receive any progesterone (9,7 £ 0,9
vs. 8,2 £0,7, respectively. P=NS). Nonetheless it allowed a greater percentage of
oocytes fertilized compared to Protocol Day 0 (93,3% vs. 83,3%) respectively, (P<0,05),
as well as a greater number of embryos liable to be transferred per donor (5,4 £ 0,6 vs.
3,0 £ 0,7) and a better quality in them with 83,9% vs. 72,7% (P<0,05) in Gland G2. To
conclude, the supplementation with progesterone during the superovulation of the
first follicular wave in its early luteal phase increases the rate of fertilization as well as
the quality of the embryos in sheep.

6. INTRODUCCION

HISTORIA Y PRODUCCION OVINA

Los ovinos pertenecen a la clase mamiferos, orden Arteodactilos, sub orden
Rumiantes, subfamilia Ovinae, genero Ovis, especie Ovis Aries (Ibafiez, 1991).

El género Ovis se clasifico en 3 subgéneros o formas ovinas salvajes: Muflon (ovejas
salvajes del sur de Europa y Asia menor), Urial (originario del sudoeste asiatico) y Argali
(en Asia central). Estos ovinos son considerados los antecesores de los ovinos actuales
(Hiendledery col., 2001).

El origen de la domesticacion de la oveja tiene lugar en el oriente medio
correspondiente a la region del antiguo Egipto y Persia, donde por los ovinos pasaron a
ser comunidades sedentarias de economia productoras (Zohary y col., 1998). La
introduccion de las ovejas de pelo al continente Americano esta relacionada con los
viajes de Coldn. Con la esclavitud aumentan los viajes y entran a las Américas otras
razas ovinas que concluyeron con la formacién de razas iberoamericanas (Gonzales —
Stagnaro, 1997; Wildeus, 1997). La produccion ovina mundial en el afio 2010 se estimé
en 1068 millones de cabezas (IWTO 2010). Casi la mitad se encuentran en Asia y
Oceania. Los principales productores a nivel mundial son Nueza Zelanda en rubro
carne y Australia en lana (IWTO 2010).

Uruguay se encuentra entre los principales productores ovinos, el rubro se destaca por
ser extensivo a cielo abierto y cria junto con vacunos. Los principales productos son
lana carne y cueros, generando entre lana y carne mas del 9,6% del valor bruto de la
produccion agropecuaria (MGAP-DIEA 2013). El stock ovino actualmente es de 8.2

7



millones de cabeza de las cuales el 52% son ovejas de cria, 5% borregas de 2 a 4
dientes, 25% corderos y el resto lo completan capones, carneros ovejas de descarte,
corderas, corderos, borregos diente de leche (MGAP-DIEA 2013). La produccion se
desarrolla en suelos basalticos en los departamentos de Salto, Artigas, Tacuarembo,
Paysandu y Durazno en su mayoria (MGAP-DIEA 2013). Las principales razas del pais
son Corriedale (65%), Merino Australiano (14%), Ideal (8%), Merilin (3%) y Romney
Marsh (2%) (IWTO 2010).

En el pais se utilizan tres sistemas de produccién, uno lanero donde el Merino
Australiano es raza predominante, uno carnicero con razas como Texel, Hampshire
Down, Poll Dorset, Southdown, entre otras, y un sistema mixto para obtencién de
carne y lana con razas de doble propésito como Merino Dohne o Corriedale.

La reproduccion representa un pilar fundamental dentro de la produccién animal y las
biotecnologias de la reproduccion en particular son herramientas que permiten
optimizar el potencial reproductivo de los individuos. Estas biotecnologias han tenido
un importante desarrollo en los Ultimos afios, siendo probablemente las mas utilizadas
la sincronizacion del estro e inseminacion artificial ya que se caracterizan por ser de
facil aplicacion y no requerir un alto costo. Por su parte la superovulacion y
transferencia de embriones (MOET por su sigla en inglés Multiovulation and Embryo
Transfer) han tenido un menor adopcién en la produccion ovina debido a su mayor
costo, procedimientos quirdrgicos y mano de obra capacitada, todo esto asociado a
una importante variabilidad en los resultados obtenidos (Cognié y col., 2003). Esta
técnica busca obtener a partir de progenitores de alto mérito genético el mayor
numero posible de descendientes, utilizando el Utero de receptoras de menor interés
productivo o valor econdémico para llevar la gestacion a término.

7. REVISION BIBLIOGRAFICA

FISIOLOGIA REPRODUCTIVA EN LA OVEJA

1. Estacionalidad reproductiva.

El ovino es una especie poliéstrica estacional de dia corto, la cual tiene una estacién
reproductiva donde la oveja es receptiva al macho y un periodo de inactividad
denominado anestro. La duracién de la estacion reproductiva es regulada por
diferentes factores tanto genéticas, ambientales, nutricionales y edad. La variacion
anual en la duracion del dia, las horas de luz, juegan un rol preponderante en el ciclo
reproductivo. La informacion luminica es recibida en fotoreceptores ubicados en la
retina, por via nerviosa (nervio optico) es transmitida al nicleo supraquiasmatico que
se encuentra en el hipotalamo anterior, el nicleo supraquiasmatico es el principal
centro de generacion de ritmos circadianos. Este transmite la informacion por el
ganglio cervical superior a la glandula pineal. Esta glandula libera una respuesta
enddcrina donde la hormona melatonina juega un rol critico en la regulacion de la
actividad hipotalamo - hipdfisis — gonadal (Arendt, 1986; Hasting y col., 1985). Al
disminuir las horas de luz cada dia, aumenta la liberacién de melatonina, que estimula
la liberacion de GnRH del hipotdlamo. Cambios en la liberacion de GnRH provocan

8



cambios correspondientes en la secrecion de LH, que son responsables de la presencia
0 ausencia de ovulacién en las hembras (Blaszczyk y col., 2004).

2. Fisiologia del ciclo estral.

El ciclo estral es un conjunto de eventos que se repiten sucesivamente, lo podemos
definir como el intervalo entre dos estros y se encuentra bajo control neuro-
enddcrino, donde participan fundamentalmente 4 6rganos (hipotadlamo, hipdfisis,
ovarios y Utero) los cuales se comunican a través de hormonas. En la oveja tiene una
duracion de 17 + 2 dias tomando el dia de la ovulacién como dia 0. Podemos dividir el
ciclo segin los cambios morfoldgicos y de comportamiento interconectados a una
dinamica neuro-enddcrina, de este modo podemos decir que el ciclo presenta 4 fases
(proestro, estro, metaestro y diestro). El proestro, dura aproximadamente 3 dias, el
cuerpo liteo regresa y se inicia el crecimiento terminal de los foliculos, la hembra se
prepara para el estro o celo. El estro es un periodo que varia entre 30 y 36 h en el cual
la hembra es receptiva al macho, al final de esta fase, generalmente, se produce la
ovulacién. La fase que continta el ciclo es el metaestro y se caracteriza por la
formacion del cuerpo llteo. El diestro comienza a partir del dia 5-7 del ciclo estral y
cuenta con un cuerpo luteo totalmente desarrollado, el cual en caso de existir
fecundacion se mantiene durante toda la prefiez. A su vez lo podemos dividir en dos;
fase luteal y fase folicular. La fase luteal va desde el dia 2-3 del ciclo hasta alrededor
del dia 13 y la fase folicular que va desde la lutedlisis (regresiéon del cuerpo luteo),
hasta el dia 2 (Ungerfeld y Rubianes, 2002). La fase folicular comienza con la regresion
del cuerpo lateo, junto con la caida de la progesterona aumenta la frecuencia de los
pulsos de LH aumentando los niveles basales hasta que se desencadena el pico
preovulatorio de LH (Thiery y Martin, 1991). Por un lado existe una retroalimentacion
positiva entre GnRH y LH y los estrdgenos por otro. Ante cada pulso de GnRH la
hipofisis responde con uno de LH y el foliculo responde con a la LH secretando
estrogenos. Estos determinan que se produzca rapidamente un nuevo pulso de LH, el
que inducira un nuevo incremento de estrogenos. A su vez, el estradiol incrementa la
sensibilidad de la hipofisis a la GnRH (Reeves y col., 1971) dando asi el pico de LH.

Por otro lado la secrecion de FSH durante el ciclo estral se caracteriza, segun estudios,
por la presencia de dos picos principales. El primero coincide con el pico preovulatorio
de LHy el segundo aproximadamente 24-30 h después, en las cercanias de la ovulacion
(L'Hermite y col., 1972; Miller y col., 1981; Bister y Paquay, 1983). El primer
incremento de FSH parece estar gobernado por los mismos mecanismos que
determinan el pico de LH, es decir, un estimulo de la secrecién de la GnRH provocado
por estrégenos ovaricos. El segundo incremento no esta gobernado por los mismos
mecanismos que el pre-ovulatorio, en este caso la GnRH parece no tener ningun
efecto, siendo la desaparicion de los retrocontroles negativos ovaricos (principalmente
inhibina y estradiol) producida por la ovulacién lo que permite un aumento tonico de
FSH (Ungerfeld y Rubianes, 2002). Este aumento de FSH determina el reclutamiento
folicular y la emergencia de la primera onda folicular del ciclo estral.



Luego de la ovulacion, las células de la teca y de la granulosa se luteinizan dando
comienzo a la fase luteal, los niveles de estrogenos caen y aumentan los niveles
plasmaticos de la progesterona, siendo su principal fuente de secrecion el cuerpo
liteo, alcanzando un maximo entre el dia 7 y 8 que se mantiene hasta el dia 12. En
caso de no producirse la fecundacion y establecerse la gestacion los niveles de
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desarrollo. Las células de la teca interna poseen receptores para LH y por su estimulo
producen andrégenos que pasan a través de la membrana basal a las células de la
granulosa y mediante su aromatizacion por accion de la FSH se transforman en
estrogenos. Las células de la granulosa del foliculo dominante también desarrollan
receptores de LH los que le permite crecer en bajas concentraciones de FSH y
finalmente responder al pico preovulatorio (B6, 2013).

Progesterona

La Progesterona es una hormona esteroidea que se sintetiza a partir del colesterol. El
colesterol es un esteroide de 27 carbonos que se convierte en pregnenolona y ésta se
convierte en progesterona que posee 21 carbonos. A su vez, la progesterona puede
convertirse en andrdgenos o0 en estrOgenos. En rumiantes, la progesterona es
secretada por las células del CL, por la placenta y por las glandulas adrenales, y es
transportada a la sangre por una globulina. La regulacion de la secrecién de esta
hormona estd dada fundamentalmente por la LH y la PGF2a. La funcion de la
progesterona es preparar al endometrio para la implantacién del embrion y el
mantenimiento de la prefiez, mediante el incremento en el nimero de glandulas
secretorias endometriales y la inhibicion de la motilidad del miometrio. A su vez,
provoca el desarrollo del tejido secretorio de las glandulas mamarias (B6, 2013).

Con el desarrollo de la ultrasonografia transrectal se han podido combinar el
radioinmunoanalisis junto con esta Ultima técnica para el estudio del ciclo estral
(Gonzélez-Bulnes y col., 1999). Los altos niveles de progesterona tienen un efecto
inhibitorio sobre la pulsatilidad de LH tanto en la vaca, como en la oveja. Los niveles de
progesterona se correlacionan negativamente con el tamafio folicular y esta
demostrado que niveles altos de progesterona inducen el recambio folicular en la vaca
(Adams y col., 1992) y en la oveja (Rubianes y col., 1996). Por otro lado, los niveles
subluteales de progesterona provocan la persistencia del foliculo dominante que
desencadena la ovulacién de un foliculo con fertilidad disminuida (Revah y Butler,
1996). El rol de la progesterona en la maduracion de ovocitos y su potencial impacto
en la calidad de los mismos no ha sido bien definida. Sin embargo, hay evidencias que
sugieren que existe tal rol. Elevada progesterona durante el desarrollo del foliculo
ovulatorio es asociado con mejores rangos de prefiez (Wiltbank y col., 2011), el cambio
de dominancia de estradiol a progesterona en el fluido folicular de los foliculos
preovulatorios en el periodo entre el pico de LH y la ovulacién (Dieleman y col., 1983),
coincide con la reanudacion de la meiosis y maduracion del ovocito. La inhibicién de
produccion de progesterona in vitro es asociado con reduccion del desarrollo
embrionario (Aparicio y col., 2011)

Estrégenos

El principal estrégeno que se secreta en el ovario es el 17B-estradiol, también estrona
y estriol son secretados en concentraciones menores. Las células de la teca de los
foliculos antrales tienen receptores de LH y las células de la granulosa de FSH. La LH
induce la produccion de andrégenos por parte de las células tecales que difunden
hacia las células de la granulosa. Estos androgenos son los precursores de los
estrogenos bajo el estimulo de la FSH. En la medida que el foliculo dominante crece, la
FSH induce la formacion de LH en las células de la granulosa para producir mayor
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cantidad de andrégenos que resultan en mayor cantidad de estrogenos producidos por
el foliculo dominante (B6, 2013).

El ciclo estral es una cadena de eventos donde el hipotalamo, la hipofisis, los ovarios y
el Utero interaccionan para coordinar la funcion reproductiva. El estradiol, asi como la
progesterona, tienen un rol fundamental en el control de este mecanismo. El control
enddcrino que realizan los estrégenos sobre el ciclo estral esta determinado por la
uniéon de estas hormonas a sus receptores (ERa y ERB) que se ubican en diferentes
sitios del tracto reproductivo.

La fase folicular del ciclo estral en rumiantes comienza con la lutedlisis, donde la
disminucion de las concentraciones de progesterona hace que se elimine la
retroalimentacion negativa sobre la secrecion de LH y la hipdéfisis comienza a secretar
un pulso de LH cada 60 minutos (revisado por BG, 2006). El incremento en los pulsos
de LH estimula el desarrollo del foliculo dominante, que a su vez incrementa la
secrecion de estrogenos (principalmente 17B-estradiol). Los niveles de estradiol
aumentan desde la regresion luteal hasta el inicio del celo y este aumento en la
secrecion de estradiol es el responsable del comportamiento estral de las hembras y
de la induccién del pico preovulatorio de LH. Para desencadenar este pico
preovulatorio el estradiol aumenta la sensibilidad hipofisaria al estimulo de la GnRH,
aumenta el niUmero de receptores de GnRH en las células hipofisarias, se estimula la
sintesis de gonadotropinas, aumenta el efecto “preparador” de la GnRH (la GnRH
incrementa la respuesta hipofisaria a exposiciones sucesivas de esta hormona), se
establece un mecanismo a nivel hipotaldmico que termina en una descarga de GnRH
que induce el pico preovulatorio de gonadotropinas (revisado por B6, 2006). El pico
preovulatorio de LH produce un aumento del riego sanguineo en el ovario, se disocia el
cumulus oophurus y se deja de inhibir la meiosis del ovocito que se encontraba en
profase |. Se produce un aumento y cambio en la secrecion de esteroides que se
manifiesta con un aumento en la secrecion de progesterona a partir de la ovulacion.

El estradiol también interviene en el mecanismo luteolitico al interactuar con sus
receptores endometriales e inducir la sintesis de receptores para oxitocina. Luego la
oxitocina circulante se une a los receptores, activa la fosfolipasa A, libera &cido
araquidonico, y esto lleva a la produccién de PGF2a. Como ya fue descrito la PGF2a
estimula la liberacién de oxitocina por parte del CL, y esta oxitocina luteal induce una
mayor secrecién de PGF2a por el endometrio y establece un feedback positivo que
determina la lisis del CL (B0, 2013).

SUPEROVULACION Y TRANSFERENCIA DE EMBRIONES

La transferencia de embriones es un método de reproduccion que consiste en obtener
embriones generados por una hembra donante y que posteriormente seran
transferidos a hembras receptoras, lo que permite que a partir de un nimero reducido
de reproductoras en un corto periodo de tiempo maximice la produccion de individuos
de alto valor genético.

Los primeros trasplantes de embriones de pequefios rumiantes se realizaron hace casi
80 afios (Warwick y col., 1934; citado por Amstrong y Evans., 1983). A partir de

13



entonces ha habido muchos avances en la tecnologia reproductiva de los pequefios
rumiantes. El desarrollo en los programas de superovulacion y transferencia de
embriones ha sido bastante lento en el correr de los afios debido a la variabilidad en la
respuesta ovarica, a el bajo porcentaje de fertilidad asociado a la alta respuesta
ovulatoria y a la alta incidencia de regresion temprana de cuerpo lateo (Cognié., 1999).
A pesar de que en los Ultimos afios se ha avanzado mucho en el conocimiento de
superovulacion y transferencia de embriones, esta técnica tiene sus limitantes,
principalmente vinculada a la variabilidad en la respuesta obtenida.

4. Tratamientos de superovulacién

Protocolo tradicional.

Los protocolos tradicionales de superovulacion (Greve y col., 1995) consisten en la
aplicacion de un dispositivo intravaginal de progesterona por un intervalo de 12-14
dias. Antes del retiro del dispositivo de progesterona (48 h) se le aplica una dosis de un
analogo de prostaglandina (PGF2a), mas 6-8 dosis de FSH en dosis decrecientes con
intervalos de 12 h. A las 12 h de finalizada la Gltima dosis de FSH, se le administra una
dosis de un analogo de GnRH (Cognie y col., 2003). El protocolo contintia con la
inseminacion entre las 16 a 26 h luego de la aplicacién de la GnRH. En estos protocolos
tradicionales en general se comienza el tratamiento de superovulacién en presencia
de un foliculo dominante (Cognie y col., 2003). El principal efecto negativo de
comenzar un tratamiento de superovulacion en presencia de un foliculo dominante es
la supresion que este ejerce sobre los foliculos de menor tamafio (menos de 2 mm) ya
que al secretar inhibina Ay estradiol inhiben la secrecion de FSH provocando la atresia
de los foliculos subordinados (Webb y col., 2003) a su vez el foliculo dominante puede
cambiar la dependencia de FSH a LH mediante la adquisicién de receptores de LH en la
célula de la granulosa y continta creciendo en la ausencia de FSH. Existe evidencia que
el foliculo dominante ejerce su dominancia no solo en las vias sistémicas, sino también
en factores locales (Gonzalez—Bulnes y Veiga —Lopez., 2008), esto refuerza la necesidad
de iniciar el tratamiento de superovulacion en ausencia de grandes foliculos, pero sin
embargo los protocolos tradicionales inician el tratamiento con FSH en presencia de
grandes foliculos en un 70-80% de las donantes (Veiga-Lopez y col., 2005; Menchaca y
col., 2007h).

Por otro lado muchos estudios aseguran que comenzar un tratamiento de
superovulacion en ausencia de un foliculo dominante resulta en un mejor
reclutamiento folicular, tasa de ovulacién y/o produccion de embriones por oveja
(Rubianes y col., 1997, Gonzalez-Bulnes y col., 2002). En los ultimos tiempos se han
descripto nuevos aspectos en el control del desarrollo folicular que deben ser
considerados en la aplicacién de la tecnologia de la reproduccion asistida.

Teniendo en cuenta lo anterior se buscd iniciar los tratamientos de superovulacion en
ausencia de un foliculo dominante, debido a la dificultad de conocer cuando se inician
las ondas foliculares buscando solo la presencia de foliculos pequefios (Menchaca y
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negativamente afectada (Revah y Butler., 1996). Sin embargo la mayoria de los estudios
que se han realizado han estado enfocados en el efecto negativo de la exposicion a
bajos niveles de progesterona por periodos prolongados (i.e. a la formacion de
foliculos persistentes). Esta problematica fue superada por tratamientos que inducen
el recambio folicular como el Protocolo Dia 0, ya que se evita la formacion de foliculos
persistentes. En esta tesis no se apunta a evaluar el efecto de bajos niveles de
progesterona por periodos prolongados sobre la formacién de foliculos persistentes,
sino a evaluar el efecto de altas o bajas concentraciones durante el desarrollo de
foliculos jovenes en crecimiento.

En el Protocolo Dia 0 la FSH se administra durante la fase luteal temprana y en general
la superovulacion ocurre con bajos niveles de progesterona. En este sentido, se han
realizado algunos estudios en bovinos que estudian esta situacion (Denicol y col.,
2012), utilizaron 989 vacas lecheras en lactacion con 38 + 3 dias postparto,
dividiéndolas en tres grupos con tratamientos diferentes. En un grupo se indujeron los
animales a ovular en la primera onda folicular (FFW), en el segundo se realiz lo mismo
pero con agregado de progesterona (FFW+P4) y en un tercer grupo se indujo la
ovulacién de la segunda onda folicular (SFW) cuando la progesterona enddgena
alcanza concentraciones mas altas. En este estudio la tasa de prefiez fue mayor en
vacas del grupo SFW 'y grupo FFW+P4 comparado con las del grupo FFW. Los foliculos
de los animales que se indujeron a ovular de la segunda onda folicular asi como de la
primera onda suplementada con progesterona, se desarrollan en un ambiente con
niveles de progesterona mas altos (= 1 ng/ml). Este trabajo sugiere una correlacion
interesante entre la concentracion de progesterona durante el desarrollo folicular y la
tasa de prefiez.

Por su parte (Nasser y col., 2011) utilizaron 20 vacas Nelore las cuales se dividieron en
2 grupos al azar, en uno de ellos se superestimul6 con FSH vacas que se encontraban
en su primer onda folicular, y en un segundo grupo se realiz6 el mismo tratamiento
pero con el agregado de progesterona exdgena. Los autores demostraron que en el
grupo con progesterona exdgena se obtuvo mayor cantidad de embriones
transferibles. A su vez se encontré mejor calidad de los embriones producidos en el
grupo suplementado con progesterona.

En otro experimento (Nasser y col., 2011) compararon dos grupos de 5 vacas Nelore
cada uno, superestimulados al comienzo de la emergencia de la primera onda con y sin
progesterona exdgena y 12 h después de la inyeccion de LH se sacrificaron los
animales, colectandose los ovocitos por aspiracion folicular una hora mas tarde y
evaluandose los complejos del cumulus oocitario (COC), clasificandolos en maduros a
los que presentaban las células del cumulus expandidas e inmaduros a los que las
mantenian compactas. No se encontraron diferencias significativas en la cantidad de
foliculos > 8 mm colectados entre los grupos sin progesterona y con progesterona. Sin
embargo en el grupo con agregado de progesterona se obtuvieron COC mas maduros
que el grupo sin progesterona exdgena. Observandose que en los animales que no
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contaban con una fuente exdgena de progesterona la respuesta de expandir las células
del cumulus a la fuente exdgena de LH fue menor.

Rivera y col.,, (2011) realizaron un estudio donde evaluaron el efecto de
concentraciones de progesterona en la calidad de embriones de vacas lecheras en
lactacion inducidas a superovular en la primera onda. Se dividieron los animales en
tres grupos, uno se indujo a ovular en la primera onda, al segundo grupo también en la
primera onda pero con el agregado de progesterona y un tercer grupo de animales que
eran inducidos a ovular la segunda onda folicular. Se demostré que alta concentracion
de progesterona durante la superestimulacion aumentaba la calidad de embriones
colectados el dia 7 después del estro. Se obtuvo un mayor porcentaje de embriones
transferibles en el grupo superestimulado e inducido a ovular en la segunda onda,
seguido por el grupo inducido en la primera onda con el agregado de progesterona y
por ultimo el grupo sin progesterona. Lo mismo sucedié con el porcentaje de
embriones congelables para cada grupo respectivamente. En cuanto a la calidad de los
embriones se ve un mayor porcentaje de embriones degenerados en el grupo sin
progesterona seguido por el grupo de la primera onda con agregado de progesteronay
por Ultimo el grupo sincronizado en la segunda onda.

Por lo tanto, en ovejas es de interés conocer si el agregado de progesterona durante la
superovulacion de la Onda 1 mejoraria el resultado en la cantidad y calidad de
embriones obtenidos. Esto nos ha llevado a evaluar el efecto de agregar un dispositivo
intravaginal de progesterona durante la administracion de FSH. El tratamiento nos
permitiria aprovechar los beneficios de superovular la onda 1, asegurando a la vez
altos niveles de progesterona durante el tratamiento.

8. HIPOTESIS
La suplementacion con progesterona durante la superestimulacion con FSH de la onda
1 en la fase luteal temprana mejora la produccién de embriones en ovejas.

9. OBIJETIVOS

Objetivo general

Determinar el efecto de la suplementacién con progesterona durante el desarrollo
folicular sobre la tasa de fertilizacion y la calidad embrionaria en ovejas sometidas a un
tratamiento de superovulacion de la primera onda folicular.

Objetivos especificos
Determinar el efecto de la progesterona sobre:

- Latasa de fertilizacién del ovocito.
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- Latasa de desarrollo embrionario in vivo durante 6 dias luego de la fertilizacion

- Lacalidad de los embriones producidos.

10. MATERIALES Y METODOS

ANIMALES Y MANEJO

El experimento se realiz6 en los meses de Junio-julio en el Instituto de Reproduccion
Animal Uruguay (IRAUY) ubicado en Camino Cruz del Sur 2250, Jacksonville,
Montevideo, Uruguay.

Se utilizaron 71 ovejas Merino australiano entre 2 y 4 afios de edad, de 40 + 3 kg de
peso corporal (media + EE) con una condicion corporal de 3,75 + 0,25(escala 0 a 5). Los
animales se mantuvieron sobre campo nativo suplementados diariamente con fardo
de alfalfa y racion balanceada (1000 y 500 gr/oveja/dia respectivamente), con acceso
al agua ad libitum. Los animales fueron desparasitados previo al experimento y
tuvieron un periodo de adaptacion al manejo de 15 dias antes de iniciar el tratamiento.

GRUPOS EXPERIMENTALES

El disefio experimental consistié en realizar una pre-sincronizacion del total de los
animales para luego dividirlos en 2 grupos experimentales (Protocolo Dia 0, n=33;
Protocolo Dia 0 + P4, n= 38) balanceados por edad y condicion corporal.

El disefio experimental se muestra en la Figura 1. Todas las ovejas recibieron un
tratamiento para inducir la emergencia de la primera onda folicular mediante la
sincronizacién de la ovulacion. La sincronizacion de la ovulacion se logré mediante el
uso de un Tratamiento Corto descrito por Menchaca y col. (2004) que consisti6 en la
utilizacién de esponjas intravaginales con un analogo de progesterona (60 mg de
acetato de medroxiprogesterona, Progespon, Syntex, Buenos Aires, Argentina) durante
6 dias, asociado a 300 Ul de eCG (Novormon, Syntex, Buenos Aires , Argentina) y 80 ug
de un andlogo de PGF2a (cloprostenol sddico, Ciclase DL, Syntex, Buenos Aires,
Argentina) al momento del retiro de la esponja. Para asegurar un mayor grado de
sincronizacion de la ovulacion, 36 h luego del retiro de la esponja se administré una
dosis de 8 ug de un analogo de GnRH i.m. (acetato de buserelina, Receptal, Intervet,
Buenos Aires, Argentina). Este tratamiento permite que a las 72-84 h luego del retiro
de la esponja, mas del 90% de las hembras alcanzaron la ovulacion (Menchaca y col.
2007b), sincronizando asi la emergencia de la primera onda del ciclo.

El tratamiento de superovulacién comenzé con la primera dosis de FSH administrada a
las 48 h de retirar la esponja, es decir al Dia 0 del ciclo estral. Para trabajar con bajos
niveles de progesterona las ovejas recibieron el tratamiento con FSH tal como ha sido
descrito en trabajos previos utilizando el Protocolo Dia 0 durante la fase luteal
temprana (Menchaca y col., 2010). Para trabajar con altos niveles de progesterona,
utilizando el mismo disefio que el grupo anterior, las ovejas recibieron adicionalmente
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la administracion permanente de progesterona mediante un dispositivo intravaginal
liberador de esta hormona (DICO, 0,3 g de progesterona, Syntex, Buenos Aires,
Argentina). En ambos grupos la FSH fue administrada en ocho dosis decreciente (2,5,
2,5,18,18,1,2,1,2, 05y 0,5 ml) cada 12 h durante 3,5 dias. En ambos grupos junto
con las dos Ultimas dosis de FSH se administr6 dos medias dosis de un analogo de
PGF2a i.m. (80 ug cada una, Clopostenol sddico, Ciclase DL, Syntex, Buenos Aires,
Argentina). En el grupo con progesterona alta, el DICO se removié con la primera dosis
de PGF2a. En ambos grupos a las 12 h de la tltima FSH se administr6é una dosis i.m. de
8 ug anélogo de GnRH y 16 y 24 h mas tarde se realizd la inseminacién. Este
procedimiento se realizé por via intrauterina utilizando un laparoscépio (Karl Storz
Hopkins, Tuttlingen, Germany) y con semen fresco de un carnero previamente
evaluado por motilidad y morfologia espermatica utilizando 100 millones de
espermatozoides por cada inseminacion.

Protocolo Dia 0

FSH c/12h Inseminacion
PGF2a.

eCG |  GnRH

|

Progesterona 6 d [,351 & +48h

Colecta de
embriones

|

| >
Dia0 1 2 3 4 5 11
Protocolo Dia 0 + P4 Progesterona
FSH c/12h Inseminacion
eCG GNnRH PiF2a Colecta de
PGF20. GNRH embriones
Progesterona 6 d +36h W +48h V \l, ‘l,
>

|
Dia0 1 2 3 4 5

Figura 1. Representacion esquematica del disefio experimental en el que se comparé la
respuesta ovulatoria y embrionaria de un tratamiento de superovulacion de la onda 1
durante la fase luteal temprana (Protocolo Dia 0) suplementado con progesterona
(Protocolo Dia 0 + P4).

INSEMINACION ARTIFICIAL

Las ovejas se mantuvieron previo a la inseminacion 24 h en ayuno sélido y 12 h en
ayuno liquido. Antes de ingresar al quiréfano los animales fueron sedados por medio
de acepromacina al 10% a una dosis de 0.1mg/kg peso vivo, luego los animales se
colocaron en una camilla especial para esta técnica con una inclinacion de 45°
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colocandolas en decubito dorsal. Luego se realizaron dos pequefias incisiones por
donde ingresan los trocars para luego colocar el explorador en uno y el laparoscopio
en el otro. En la exploracion se ubican los cuernos del Utero y ya cargada la jeringa
inseminadora se aplico en cada cuerno la mitad de la dosis de semen. Posteriormente
se retiraron los trocars, y se aplicO cicatrizante local y antibiético sistémico por via
intramuscular (Cloridrato de oxitetraciclina).

COLECTA DE EMBRIONES

La colecta de embriones se realiz6 6 dias posteriores a la inseminacion, se colocaron
los animales en la camilla con una inclinacion de 45°, se esquilaron y se realizé una
tricotomia en la zona ventral, luego se realizaron 3 lavados con una solucién iodada y
detergente neutro en la zona con el fin de desinfectar la piel y eliminar restos de
suciedad. Al ingresar al quir6fano se les aplicé un pre-anestésico intravenoso utilizando
Diazepam (7.5 mg i.v., Unizepan, Unimedical, Montevideo, Uruguay) y Ketamina (100
mg i.v., Vetanarcol, Konig, Buenos Aires, Argentina) para luego pasar a una anestesia
inhalatoria con Isofluorano (eterl-cloro-2.2.2-trifluoroetil-difluorometilico, Forane,
Abbott, Reino Unido).

Una vez el animal dormido en el quiréfano y colocados los campos quirdrgicos estériles
correspondientes se realiz6 una incision de 5 cm de longitud paralela a la linea media 'y
craneal a la ubre que permitié exteriorizar los cuernos uterinos, cada cuerno uterino
fue lavado por separado insertando un catéter de 18G préximo a la union utero-tubal
por el cual se hizo pasar 30 ml de medio de lavado (Complete Flushing Solution, ICP,
Auckland, Nueva Zelanda) que fue colectado con una sonda Foley 8 o 9 Fr insertada en
la bifurcacion externa del cuerno. Los embriones fueron colectados en una caja de
Petri de 90 mm.

Todo esto se efectu6 de una forma aséptica (con instrumental, guantes, campos
estériles) y separacion de zona sucia-zona limpia para evitar la contaminacion del
animal y desinfeccion del quiréfano entre cada animal que ingreso. Luego de la cirugia
a cada animal se le aplicé una dosis de PGF2a y un antibidtico de larga accion por via
intramuscular (Cloridratro de oxitetraciclina a la dosis 1ml / 10 kg de peso vivo).

EVALUACION DE EMBRIONES

Las estructuras colectadas se clasificaron de acuerdo a las normas establecidas por la
International Embryo Transfer Society (IETS; Stringfellow, 2009) utilizando para ello
una lupa estereoscépica. El criterio para la clasificacion de los embriones se muestra
en la Figura 2.
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comparacion a vacas expuestas a altas concentraciones de progesterona. El IGF-1 es un
factor de crecimiento importante para el desarrollo y diferenciacion de las células de la
granulosa y la teca afectando por lo tanto la capacidad de desarrollo de los foliculos y
los oocitos (Shahiduzzaman y col., 2010). A su vez las bajas concentraciones de
progesterona resulta en un aumento de la frecuencia de pulsos de LH aumentando la
secrecion de estradiol folicular y prolongando el crecimiento del foliculo dominante,
llevandolo a una maduracion precoz (Bridge y Fortune, 2003). Este adelanto en la
maduracion del ovocito cuando el foliculo ain no estd proximo a la ovulacion, es
debido a que la meiosis Il se reinicia prematuramente y esto reduce su fertilidad
(Mihm y col., 1994) con respecto a los foliculos expuestos a concentraciones de
progesterona mas altas. En nuestro trabajo no generamos la presencia de foliculos
persistentes porque el Protocolo Dia 0 fue disefiado justamente para evitar este
fendmeno (Menchaca y col., 2010), pero si es probable que el efecto negativo de bajas
concentraciones de progesterona sobre IGF-1 esté presente.

En los animales del Protocolo Dia 0 mas el agregado de progesterona exdgena se
observé un aumento en el nUmero de embriones transferibles, el resultado dio por
encima del 40% en este grupo, asi como también un aumento de 11 puntos
porcentuales en el nimero de los embriones congelables, encontrandose una mayor
proporcién de embriones Grado 1y Grado 2. Estos resultados coinciden con estudios
anteriores donde se encontraron resultados similares comparando vacas Nelore
(Nasser y col., 2011) y vacas lecheras en lactacion (Rivera y col., 2011) superovuladas
durante la onda 1 con y sin el agregado de progesterona exdgena. De esta manera
vemos como se compromete la calidad de los embriones cuando la superovulacion se
administra durante la fase luteal temprana cuando los niveles de progesterona son
bajos. Si bien en nuestro estudio no contamos con informacién que pueda explicar el
mecanismo responsable de esta respuesta, Nasser y col. (2011) realizaron un estudio
que puede ayudarnos a comprender este resultado. En su experimento estos autores
utilizaron 10 vacas Nelore divididas al azar en dos grupos en los que se sincronizo la
emergencia de la primera onda folicular y uno de ellos recibié el agregado de
progesterona exdgena. En este caso se sacrificaron las vacas 12h luego de la
inseminacion y de administrada una dosis de pLH, los complejos del cumulus ovocitario
(COC) fueron obtenidos por aspiracién folicular para su posterior evaluacion. Si bien se
obtuvieron nimeros similares de COC en ambos grupos, los que se obtuvieron en el
grupo sin agregado de progesterona exdgena presentaban menos expansion de las
células del cumulus, reflejando menor grado de maduracion. La menor calidad de los
COC en el grupo sin progesterona exdgena puede explicar la reduccion de la calidad de
los embriones producidos en los otros estudios y en nuestro propio experimento. Por
lo tanto, la menor expansion de las células del cumulus en el grupo sin progesterona se
ha relacionado con una incapacidad intrinseca del ovocito para lograr la maduracion
reduciendo asi la competencia ovocitaria y el desarrollo embrionario posterior. Como
una explicacion alternativa Nasser y col. (2011) proponen que esta respuesta pudo
haber estado relacionada con una concentracion de estradiol més alta en las vacas con
menos progesterona, interfiriendo con el medio interno del oviducto alterando la
fertilizacion y el desarrollo embrionario posterior debido a la disminucion en la
actividad de las células secretoras del oviducto.
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En lo referido a la mejor calidad de los embriones obtenidos con la suplementacion de
progesterona, contamos con poca informacioén que nos pueda explicar los resultados.
Un estudio realizado por Ahmad y col. (1995) muestra que los foliculos persistentes
derivados de la exposicion a bajas concentraciones de progesterona tenian diametros
mas grandes y tenian menos probabilidades de producir embriones que lleguen a la
fase de 16 células o embriones que puedan ser clasificados como excelentes. Sin
embargo, en nuestro experimento si bien no fue medida la dindmica folicular, estudios
previos demuestran que no se generan foliculos persistentes cuando se superovula la
onda 1 (Menchaca y col., 2010), sino todo lo contrario ya que este protocolo fue
disefiado justamente para evitar esta situacion. Por otra parte (Denicol y col., 2012)
demostré la existencia de una correlacion entre la concentracion de la progesterona
durante el crecimiento del foliculo y el porcentaje de vacas que producen embriones
de calidad excelentes o muy buenos cuando presentan una concentracion de
progesterona sanguinea mayor o igual a 2ng/ml que resulta en el mayor porcentaje de
vacas produciendo al menos un embrion en condiciones de excelencia para el
congelamiento. Este antecedente es coincidente con nuestros resultados,
demostrando ahora en ovejas que el fenémeno también esta presente en esta especie.

13.CONCLUSIONES

Los resultados del presente trabajo permiten concluir que la suplementacion con
progesterona exdgena durante la superestimulacion con FSH de la primera onda
folicular permite:

e Aumentar significativamente la tasa de fertilizacién.

e Colectar una mayor cantidad de embriones transferibles.

e Mejorar la calidad de los embriones colectados obteniendo un mayor nimero de
embriones Grado 1y 2.
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