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1. RESUMEN

Los Tratamientos Cortos consisten en 5-6 dias de exposicion a progesterona asociado a
una dosis de prostaglandina F2a y gonadotrofina coridnica equina. Con el desarrollo de
estos tratamientos para la sincronizacion de la ovulacién en pequeios rumiantes, surge la
posibilidad de que los dispositivos liberadores de progesterona —disenados para
tratamientos de 11 a 14 dias- contengan progesterona remanente después de su uso, y
que puedan ser nuevamente utilizados. A partir de esta hipdtesis se plantearon cuatro
experimentos disefiados para estudiar el efecto de la reutilizacion de dispositivos
intravaginales con progesterona (CIDR-G), estableciendo las concentraciones séricas de
progesterona, el desarrollo folicular, la respuesta ovulatoria y la fertilidad en caprinos y
oVvinos.

Se utilizaron CIDR-G de primer uso (dispositivos nuevos), segundo uso (previamente
utilizados por 5-6 dias) o tercer uso (previamente utilizados dos veces por 5-6 dias). En
dos de los experimentos realizados (uno en ovinos y otro en caprinos) se realizé el
monitoreo diario -o cada 12 horas préximo a la ovulacidn- del desarrollo folicular; se
determinaron las concentraciones séricas de progesterona en muestras tomadas
diariamente o con mayor frecuencia en los momentos de insercidn y retiro de los
dispositivos; y se detecté el comportamiento estral. Con el objetivo de evaluar la
fertilidad obtenida con los CIDR-G reutilizados se hicieron los mismos grupos
experimentales y se realizd inseminacion artificial a tiempo fijo con semen fresco por
via cervical (en caprinos) e intrauterina (en ovinos). A los 30-40 dias de la inseminacion
se realizé el diagndstico gestacional por ultrasonografia transrectal. Las concentraciones
séricas de progesterona inducidas con los dispositivos de primer uso fueron mayores que
las inducidas con dispositivos reutilizados tanto en caprinos como en ovinos. Sin
embargo, atin con los dispositivos reutilizados los valores alcanzados en cada hembra
fueron mayores a 4,0 nmol/L (~1,3 ng/mL). Con los dispositivos de primer uso se indujo
la emergencia de una nueva onda folicular en el 100% de las hembras, mientras que con
los dispositivos de segundo y tercer uso la emergencia de una nueva onda folicular se
produjo en el 80% de los animales (P: NS). El Tratamiento Corto -tanto con dispositivos
nuevos como reutilizados- permitié que una alta proporcién de las ovejas alcanzara la
ovulaciéon (90%) a las ~66 horas de finalizado el tratamiento. La tasa de prefez en
general fue elevada -superior al 60%- considerando que fue alcanzada mediante tiempo
fijo, tanto en caprinos como en ovinos. Sin embargo, en los animales con bajas
concentraciones de progesterona (dispositivos de tercer uso), hubo un efecto negativo
sobre la fertilidad obtenida. Estos resultados sugieren que la fertilidad en pequefios
rumiantes se ve disminuida en la medida que bajan las concentraciones circulantes de
progesterona. Posiblemente dicho resultado pueda estar vinculado a un menor recambio
folicular con la consecuente ovulacién en cierta proporcion de los animales de un
foliculo persistente.

En suma, a partir de estos experimentos se confirma la eficacia de los Tratamientos
Cortos para sincronizar la ovulacion en ovinos y caprinos; demostrando que utilizando
estos tratamientos es posible la reutilizacion de los dispositivos liberadores de
progesterona hasta tres veces alcanzando resultados aceptables; y particularmente se
muestra que en la medida que bajan las concentraciones de progesterona se afecta la tasa
de prenez.



Palabras clave: CIDR-G; Ultrasonografia, Inseminacion Artificial a Tiempo Fijo;
Ovinos, Caprinos

ABSTRACT

The Short-term Protocol consists of 5-6 days of exposure to progesterone associated
with a dose of prostaglandin F2o and a dose of equine chorionic gonadotropin.The
intravaginal progesterone-releasing devices (0.3 g of progesterone) could contain
remaining progesterone after a Short-term Protocol. Four experiments were designed to
study the effects of the reused devices (CIDR-G) in the serum progesterone
concentrations, follicular development, ovulatory response and fertility in goats and
sheep. The experimental design consisted of the use of CIDR-G of first use (new
devices), second use (previously used for 5-6 days) or third use (previously used twice
for 5-6 days) associated with the Short Term Protocol in goats and sheep. In each
species (experiment 1 and 3) daily ultrasonography -or every 12 hours close to
ovulation- was performed to assess follicular development, daily blood samples for
progesterone determination by radioimmunoassay were taken and estrous behavior was
detected. In order to evaluate the fertility, in experiment 2 (goats) and 4 (sheep) females
were subjected to a Short-term Protocol associated with reused devices followed by
fixed timed artificial insemination (FTAI) with fresh semen via cervical (in goats) or
intrauterine (in sheep) insemination. Pregnancy rate was determined 30-40 days after
insemination by transrectal ultrasonography. Serum progesterone concentrations induced
by first use CIDR-G were higher than second and third use devices in both, sheep and
goats. A new follicular wave was induced in 100% of the females with first use devices,
while only 80% of the females ovulated from a new follicular wave when second and
third use devices were used. This protocol allowed an adequate follicular control
resulting in a high pregnancy rate, over 60% - through FTAI- with new and reused
devices. However, in the females with low serum progesterone concentrations it was a
diminished in fertility. These results support the hypothesis that low progesterone
concentrations may be affecting follicular turnover, and thus fertility in small ruminants.
In conclusion, these series of experiments demonstrated that Short-term Protocol
associated with reused devices is effective to synchronize ovulation in sheep and goats.
Moreover, reuse of CIDR-G associated with Short-term Protocol resulted in an
acceptable pregnancy rate.

Keywords: CIDR-G; Ultrasonography, Timed Artificial insemination; Ovine,; Caprine.



2. INTRODUCCION

La produccion de pequefios rumiantes en nuestro pais es un &drea con grandes
posibilidades de desarrollo tanto por sus caracteristicas productivas como por su
demanda a nivel nacional e internacional. La evolucién del stock ovino en Uruguay
disminuy6 de 12 a 7,5 millones de cabezas en los dltimos 10 afios (SUL, 2012). Por otra
parte, en el escenario internacional hay una gran demanda de carne ovina debido a una
disminucion en la produccion mundial. En el caso de la lana la situacidon actual es
similar. Asimismo, la poblacién caprina se ha mantenido constante en los ultimos 10
afios en nuestro pais, con pocas posibilidades de desarrollar esta producciéon (FAO,
2012). Esta especie se utiliza para la produccion de leche y quesos. Este subproducto le
da a la leche un valor agregado muy alto. Las cabras lecheras pueden ser explotadas de
forma intensiva, no obstante la produccion por lo general es en rebafios semi-intensivos.

Las técnicas de reproduccion asistida en pequefios rumiantes han tenido un importante
desarrollo en los ultimos 30 afios, siendo probablemente la sincronizacién del estro y la
inseminacion artificial las dos tecnologias con més impacto a nivel mundial, debido a su
bajo costo y su facil aplicacion. El uso de los programas de inseminacion artificial a
tiempo fijo (IATF) en cabras y ovejas constituye una gran ventaja para el manejo
reproductivo de un establecimiento comercial, gracias a la posibilidad de eliminar la
necesidad de la deteccion de celos. Esta alternativa permite optimizar el uso de recursos
humanos, un mayor control en el manejo reproductivo y facilita el trabajo técnico dentro
de una inseminacién. El éxito en una IATF radica fundamentalmente en conocer el
momento preciso de ovulacién, y este momento estd determinado por el tratamiento
hormonal utilizado y el estado ovdrico al inicio del tratamiento. Por lo tanto, el disefio de
un sistema de sincronizacién de la ovulacion eficiente se basa en el conocimiento de las
bases bioldgicas de la dindmica folicular ovérica y de la regresion del cuerpo liteo.

La incorporacién de la ultrasonografia y del radioinmunoanalisis ha permitido generar
un importante avance en el estudio de la fisiologia ovarica de diferentes especies. La
ultrasonografia transrectal fue utilizada para el estudio de la fisiologia ovdrica en
rumiantes por primera vez en vacas (Pierson y Ginther, 1984; Sirois y Fortune, 1988).
Esto dio lugar a nuevo conocimiento que permiti6 definir y/o modificar conceptos
importantes vinculados a la foliculogénesis, como la existencia de ondas de desarrollo
folicular (Savio y col., 1988; Sirois y Fortune, 1988). Recién en la década de los 90 la
ultrasonograffa fue aplicada al estudio ovarico en ovinos y caprinos, permitiendo
determinar que estas especies presentan también un crecimiento folicular en ondas
(Ginther y Kot., 1994; Ginther y col., 1995). El uso de la ultrasonografia ovérica
asociado a mediciones hormonales, ha permitido el desarrollo de nuevos tratamientos
farmacolégicos que incrementan la eficiencia de las técnicas de reproduccion asistida en
especies domésticas como la vaca, la oveja y la cabra (B6 y col., 2003; Baruselli y col.,
2004; Menchaca y Rubianes, 2004).

Los tratamientos tradicionales para la sincronizacion del estro consisten en el uso de
dispositivos intravaginales de progesterona y sus andlogos (progestdgenos). Estos tienen
un papel inhibitorio sobre la actividad del eje hipotdlamo-hipofisario, de esta manera es



que la fase folicular se ve bloqueada y luego de retirar los dispositivos se desencadena y
resulta en la manifestacion del estro y la ovulacion. La duracién de los tratamientos
tradicionales fue variando debido a que al principio se pretendia simular la vida media
del cuerpo luteo. Por lo tanto el dispositivo de progestdgeno se mantenia en la vagina
durante 14-15 dias en ovejas y 17-19 dias en cabras (Robinson, 1965). Més adelante, la
duracién de los tratamientos se redujo a 11-12 dias y se asocid una dosis de
prostaglandina F2a (PGF2a) previo al retiro del dispositivo (Corteel y col., 1988; Leyva
y col., 1998). Cuando los tratamientos se aplican durante el anestro estacional es
necesario asociar el progestigeno a una gonadotropina al momento de retirar el
dispositivo, la mas utilizada es la gonadotropina coriénica equina (eCG).

Como alternativa a los Tratamientos Tradicionales, y gracias a la informaciéon en
fisiologia ovdrica generada en los ultimos afios surge un tratamiento alternativo en
pequefios rumiantes: Tratamiento Corto con progesterona (Rubianes, 1998). Este
tratamiento incorpora parte de la informacion generada, asi como permite un protocolo
de fécil aplicacion. Se basa en la aplicacion de un progestageno por S a 7 dias asociado a
la administracion de eCG y PGF2a al momento de retirar el dispositivo. Utilizar estos
Tratamientos Cortos asociados a dispositivos liberadores de progesterona que fueron
disefiados para un periodo de tiempo mayor (12 a 14 dias), permite plantear la
posibilidad de reutilizar estos dispositivos. Si bien el objetivo en el avance de los
tratamientos de sincronizacidon generalmente se focaliza en mejorar las tasas de prefiez,
es relevante destacar la importancia de disminuir los costos de dichos tratamientos para
lograr asi una mayor adopcién de los mismos.

2.1 Ciclo estral de la oveja y la cabra

Tanto los ovinos como los caprinos presentan una actividad reproductiva poliéstrica
estacional, regulada principalmente por las horas de luz de cada dia. Esta estacionalidad
se explica basicamente por la accién de la hormona melatonina, que es sintetizada a
partir del neurotransmisor serotonina y se produce en la gldndula pineal. El proceso de
liberaci6n de melatonina es un proceso de fototransduccion donde la exposicién a la luz
regula la liberacion de esta hormona, que se libera durante la noche. Al disminuir las
horas de luz de cada dia, aumenta la liberacion de melatonina que en la cabra y en la
oveja estimula la liberaciéon de hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) del
hipotdlamo. Cambios en la liberacién de GnRH provocan cambios correspondientes en
la secreciéon de hormona luteinizante (LH), que son responsables del desarrollo folicular,
la ovulacién y el desarrollo del cuerpo liteo (Blaszczyk y col., 2004). La estacionalidad
reproductiva también se ve afectada por factores genéticos y ambientales, y es
importante destacar que constituye un factor limitante para la produccién de estas
especies. Es por esto que el desarrollo de herramientas como los tratamientos de
induccién del estro (Scaramuzzi y col., 1980) y el efecto macho (revisado por Ungerfeld
y col., 2004) han cobrado gran importancia en los ltimos afios.

El ciclo estral de la cabra y de la oveja tienen una duracion de 21 (rango: 19 a 23 dias) y
17 (rango: 15 a 19 dias) dias, respectivamente. Este ciclo presenta una fase folicular
relativamente corta (3-4 dias) y una fase luteal que se extiende desde el dia O (dia O:
ovulacion) hasta el dia 16-18 en la cabra y 13-15 en la oveja. Luego de esta fase luteal,



la PGF2a secretada por el ttero, induce en la hembra no gestante la regresion del cuerpo
liteo, un descenso en la concentracion plasmatica de progesterona, una disminucion en
la inhibicién del eje hipotalamo-hipofisario y la posterior ovulacion. El estro tiene una
duracién de 18 a 72 horas y de 16 a 50 horas en ovejas y cabras, respectivamente. Esta
variacion se puede explicar por la edad, raza, situacién geografica y contacto con
machos (Evans y Maxwell, 1990).

La fase luteal comienza con la ovulacion, y al inicio de esta etapa hay una elevada
frecuencia en la pulsatilidad de LH, que incrementa el nimero y actividad de células
luteales, este proceso se conoce como [luteinizacion. Las células luteales son
responsables de las altas concentraciones de progesterona durante este periodo. Las
concentraciones de progesterona alcanzan su valor maximo después de unos seis dias de
la ovulacién y en las hembras no gestantes comienzan a disminuir transcurridos unos 13-
14 dias en la cabra y 11-12 dias en la oveja. La progesterona suprime la pulsatilidad de
GnRH inhibiendo la pulsatilidad de LH (Thiery y Martin, 1991; Smith y col, 1993). La
LH es la hormona responsable del crecimiento de los foliculos luego de que alcanzan un
determinado diametro. Por lo tanto, la inhibicién de la secrecién de esta hormona
induce la regresion de los foliculos mayores a 5 mm, lo que permite la emergencia de
una nueva onda de crecimiento folicular. Después de ocurrida la lutedlisis, los foliculos
dominantes contindan su crecimiento, y son los responsables de la secrecion de
estrogeno que determina el comportamiento estral y también generan una
retroalimentacién positiva a nivel central con un incremento en la pulsatilidad de LH
(Mc Neilly y col 1991). Esto determina que el foliculo continte su crecimiento liberando
mayor cantidad de estrogeno que induce un pico de GnRH generando el pico
preovulatorio de LH (Campbell y col, 1995). El pico de LH ocurre entre las 8 y 18 horas
de iniciado el estro. Luego de 18-24 horas del pico de LH se produce la ovulacion de los
foliculos que alcanzaron un didmetro mayor a Smm (Evans y Maxwell, 1990).

El estro se define como el periodo durante el cual la hembra manifiesta un
comportamiento de actividad sexual y donde acepta la monta del macho. Los estrégenos
secretados por los foliculos ovulatorios son los responsables de los cambios anatémicos
y comportamentales en esta etapa del ciclo estral. Durante el estro existe un incremento
del flujo sanguineo y de la actividad secretora en las gldndulas del utero, cervix y
vagina. La vulva y la vagina se encuentran congestionadas y aparece abundante
secrecion de mucus que varia a lo largo del periodo estral. La manifestacion del estro es
mds marcada en cabras que en ovejas. Los signos mds caracteristicos del
comportamiento estral en caprinos son inquietud, elevaciéon constante del rabo,
frotamiento continuo con el macho y comportamiento homosexual montando a otras
hembras del rebafio. En las ovejas, la hembra permite la monta del macho. En ambas
especies el unico signo que debe ser interpretado como presencia de estro es la
aceptacion de la hembra a ser montada por el macho (Evans y Maxwell, 1990).

2.2 Desarrollo folicular en ondas
El desarrollo de informacion vinculada a la fisiologia ovérica en diferentes especies en

los tdltimos afos estuvo dado por la incorporacién de la ultrasonografia para el estudio
del desarrollo folicular y del cuerpo luteo. Mediante la ultrasonografia fue posible el



estudio de la dindmica ovarica durante periodos prolongados ya que representa un
método poco invasivo (Sirois y Fortune, 1988; Ginther y y Kot, 1994; Ginther y col.,
1995).

El uso de la ultrasonografia permitié elucidar que las vacas tienen un crecimiento
folicular en ondas y que éste se produce en tres fases (reclutamiento, seleccion y
dominancia) (Lucy y col., 1992). Posteriormente, se desarrolld la técnica de
ultrasonografia para el estudio de ovarios en ovinos y caprinos, y se encontré que
también presentan un crecimiento folicular en ondas. Este crecimiento se pudo observar
tanto en las cabras (Ginther y Kot, 1994; de Castro y col., 1999) como en las ovejas
(Ginther y col.,, 1995). También fue demostrado durante la estacion de anestro
(Bartlewsky y col., 1998) y durante la gestacion temprana en ovejas (Bartlewsky y col.,
2000) y cabras (Pinczak y col., 2001). Esta informacién ha tenido un gran impacto en
especies de produccién debido a que permitié el desarrollo y la mejora de tratamientos
farmacolégicos para hacer mas eficiente la aplicacion de técnicas de reproduccion
asistida en estas especies (B6 y col., 2003; Menchaca y Rubianes, 2004). Por otra parte,
mediante la ultrasonografia también ha habido un importante desarrollo en el
conocimiento de la fisiologia ovdrica de otras especies como equinos (Palmer vy
Driancourt, 1980), cérvidos (Mc Corkell y col., 2006), llamas (Adams y col., 1990) y
camélidos (Manjunatha y col., 2012), entre otros. También en humanos fue demostrado
mediante esta técnica que el patron de desarrollo folicular en la mujer ocurre en ondas de
crecimiento y regresion (Baerwald y col., 2003). Recientemente esta técnica fue
incorporada en humanos para incrementar la fertilidad, estudiar patologias ovéricas,
contracepcion hormonal (Adams y col., 2012).

Ademas de haber demostrado que la vaca, la oveja, la cabra, la yegua y la mujer
presentan un desarrollo folicular en ondas (Ginther y col., 1989; Ravindra y col., 1994;
Ginther y Kot. 1994; Bergfelt y Ginther, 1993; Baerwald y col., 2003); experimentos
publicados a partir de la década de los 90 muestran que el mecanismo que regula la
dindmica folicular esta principalmente basado en respuestas diferenciales de los
foliculos a la hormona foliculo estimulante (FSH) y LH (Ginther y col., 1996). Trabajos
realizados por Adams y col. (1992) muestran que hay un incremento en las
concentraciones de FSH previo a la emergencia de cada onda folicular, y que esta
descarga de FSH es responsable del reclutamiento de los foliculos al inicio de cada onda.
Las ondas foliculares comienzan con una etapa de reclutamiento, donde solo los
foliculos dependientes de la gonadotrofinas son reclutados, y este nimero es muy
variable dependiendo de la especie (Driancourt, 2001). Todos estos foliculos son
potencialmente capaces de ovular, aunque posteriormente a esta etapa de reclutamiento
se produce un proceso de seleccion donde el foliculo dominante continda creciendo y los
restantes se vuelven subordinados y comienzan el proceso de atresia. La razén por la
cual el foliculo dominante puede crecer con bajos niveles de FSH mientras que los
subordinados pasan a un estado de atresia folicular puede estar relacionada a la sintesis
de receptores para LH en las células de la granulosa de este foliculo dominante (Ginther
y col., 1996). Estos tres conceptos: reclutamiento, seleccion y dominancia son los que
definen el desarrollo folicular.



En la cabra y en la oveja una onda folicular se define como la emergencia de un grupo
de foliculos antrales pequefios (3 mm) de los cuales uno o mds alcanza un didmetro
>5mm (revisado por: Rubianes y Menchaca, 2003; Evans 2003). Durante el intervalo
interovulatorio ocurren con mayor frecuencia 2 a 3 ondas en la vaca (Sirois y Fortune,
1988), 2 a 4 ondas en la oveja (Ginther y col., 1995) y 2 a 5 ondas en la cabra (Ginther y
Kot, 1994; de Castro y col., 1999). Las caracteristicas mds importantes del crecimiento
folicular en pequefios rumiantes fueron descritas en cabras por Rubianes y Menchaca
(2003) y en ovejas por Evans (2003). Entre ellas se destacan: en cada onda se presenta
por lo menos un foliculo que alcanza un didmetro >5mm; el foliculo mas grande de cada
onda crece durante 5-7 dias, con una tasa de crecimiento de ~1 mm/dia; el diametro
méaximo alcanzado por el foliculo mayor de una onda difiere entre las ondas; a medida
que avanza la fase litea y las concentraciones de progesterona sérica aumentan, el
didmetro mdximo alcanzado por el foliculo mds grande es menor, se favorece el
recambio folicular y los intervalos entre ondas son mds cortos; durante la fase luteal
media-tardia se ha propuesto que los foliculos que no crecen mas de 4 mm no serian
parte del fendmeno de ondas influenciado este mecanismo por la progesteorona; en la
mayoria de los casos los foliculos que ovulan son aquellos que tenian mayor didmetro en
el momento de la lutedlisis; cuando ocurren ovulaciones de més de un foliculo; estos por
lo general provienen de la misma onda folicular y ovulan en un rango generalmente
menor a las 12 horas.

Como ya fue descrito, la emergencia de un grupo de foliculos pequeios, es seguida de la
seleccion de un foliculo dominante (Ginther y col., 1997). Como consecuencia del efecto
inhibitorio del foliculo que continda su crecimiento y se transforma en dominante, los
foliculos subordinados cesan su crecimiento a los pocos dias de la emergencia de la
onda. La regresion del foliculo dominante estd asociada con la emergencia de una nueva
onda folicular. Este mecanismo se conoce como dominancia folicular (Driancourt,
2001). El foliculo dominante a medida que aumenta su tamafio, aumenta su produccion
de estradiol, androstenediona e inhibina que son los responsables de inhibir la secrecion
de FSH y por lo tanto el crecimiento de otros foliculos (Campbell y col., 1995). Tanto en
la oveja como en la cabra en ocasiones ocurre la seleccion de 2 a 3 foliculos que
contindan su crecimiento lo que ha dado lugar al concepto de codominancia folicular en
estas especies (Rubianes y Menchaca, 2003).

2.3 Progestagenos y desarrollo folicular

El estudio de la relacion entre los progestagenos y el patrén de ondas foliculares ha sido
estudiado en los dltimos afios gracias al desarrollo de técnicas como la ultrasonografia y
el radioinmunoandlisis tanto en bovinos (Savio y col., 1993), como en ovinos (Rubianes
y col., 1996; Vifoles y col., 1999) y en caprinos (de Castro y col., 1999). Las altas
concentraciones séricas de progestdgenos tienen un efecto inhibitorio sobre la
pulsatilidad de LH tanto en la vaca (Savio y col., 1993), como en la oveja (Vifioles y
col., 1999) y en la cabra (Menchaca y Rubianes, 2001). Estas concentraciones séricas de
progestagenos se correlacionan negativamente con el tamafio folicular y estd demostrado
que concentraciones supraluteales —superiores a las observadas durante una fase luteal
normal- afectan positivamente el recambio folicular, frenando el crecimiento del foliculo
dominante y promoviendo el recambio folicular (Adams y col., 1992; Rubianes y col.,



1996). Los niveles subluteales de progesterona promueven el crecimiento excesivo y la
persistencia del foliculo de mayor didmetro, aumentando asi la edad de los foliculos
ovulatorios (foliculos envejecidos). De esta manera, una exposicion inadecuada a los
progestagenos induce ovulacion de foliculos “envejecidos” (Vifioles y col., 2001), con
una fertilidad disminuida (Revah y Butler, 1996). De manera similar en ovinos se ha
encontrado un efecto perjudicial sobre la tasa de prefiez luego de un tratamiento largo
(12 dias) con bajos niveles de progesterona (Johnson y col.,, 1996; Ungerfeld y
Rubianes, 1999) o sus andlogos (Vifioles y col., 2001). Trabajos en cabras muestran que
los progestagenos afectan el recambio folicular (Menchaca y Rubianes, 2002); sin
embargo, en esta especie no se ha evaluado de manera precisa el efecto de diferentes
concentraciones de progesterona sobre la dindmica folicular y la fertilidad. Estos
trabajos han demostrado la necesidad de mantener concentraciones elevadas de
progesterona durante el desarrollo del foliculo preovulatorio para favorecer el recambio
folicular, lo que predispondria a una mayor fertilidad. El efecto de la progesterona sobre
la dindmica folicular y la fertilidad tiene importantes implicancias para el desarrollo y
mejora de los tratamientos de sincronizacidn del estro y la ovulacién (B6 y col., 2003;
Rubianes y Menchaca, 2006). La progesterona es la hormona mds utilizada para el
control ovarico en rumiantes y su accidon sobre la dindmica folicular sigue siendo un
pilar fundamental y es en base a esto que hasta el dia de hoy se sigue trabajando para
generar y mejorar los protocolos de sincronizacion de la ovulacién (Nash y col., 2012;
Fleisch y col., 2012; Knights y col., 2011; Letelier y col., 2011).

2.4 Sincronizacion de la ovulacion: Tratamientos con progesterona

En los ultimos afios la manifestacion estral ha dejado de cobrar importancia debido a las
limitantes asociadas a su deteccién y los estudios se han focalizado en sincronizar la
ovulaciéon y mejorar la fertilidad obtenida. Esto permite optimizar el trabajo de los
recursos humanos y obtener una produccion de animales mas estable y organizada.

Los tratamientos que utilizan progesterona y sus andlogos se basan en los efectos de
dicha hormona sobre la fase luteal del ciclo, simulando la accién de la progesterona
natural producida en el cuerpo liteo luego de la ovulacién y que es responsable de
regular la liberacién de LH por parte de la hip6fisis. Los primeros trabajos en los que se
utiliz6 progesterona para sincronizar el estro, fue de forma inyectable (Dutt y Casida,
1948). Una dosis intramuscular de 25 mg de progesterona disuelta en aceite de oliva
puede mantener concentraciones plasmadticas de dicha hormona de aproximadamente 0,5
ng/mL durante 34 horas (Contreras-Solis y col., 2008). Esto podria explicar la baja tasa
de fertilidad obtenida con estos protocolos, probablemente debido a la persistencia de
dicha hormona en el dtero (Dutt y Casida, 1948). Posteriormente, surgi6 la opcién de los
dispositivos intravaginales que contienen progestigenos y que permiten, al ser
removidos abruptamente de la vagina, disminuir dristicamente las concentraciones
circulantes de esta hormona. Desde la década de los 60 los dispositivos intravaginales
que contienen progestdgenos han sido utilizados para sincronizar el estro y la ovulacion
en ovinos (Robinson, 1965). Posteriormente, se encontré que estos dispositivos podian
ser utilizados obteniendo resultados satisfactorios también en caprinos (Corteel y col.,
1988).



Los dispositivos intravaginales que liberan progestdgenos actian de manera que ésta es
absorbida por la mucosa vaginal, en cantidades suficientes para inhibir la liberacion de
la LH y FSH por la hipéfisis frenando asi la apariciéon del estro y la ovulacion. Los
progestagenos mds comunmente utilizados son el acetato de fluorogestona (20
mg/esponja) y el acetato de medroxiprogesterona (60 mg/esponja). Otro progestigeno es
el acetato de melengestrol, aunque para su utilizacién debe ser incorporado en el
alimento cada 8 a 12 horas por un periodo de 8 a 14 dias (Gordon, 1996). En la década
de los 80, fue desarrollado en Nueva Zelanda el CIDR-G (controlled internal drug
release), que es un dispositivo intravaginal en forma de T con un revestimiento
moldeado de elastomero de silicona impregnado con 0,3 gramos de progesterona
sobre una espina inerte de nylon. Desde entonces, este dispositivo ha sido ampliamente
difundido en todo el mundo debido a su facil aplicacidn, aceptables resultados, y
permitir el uso de progesterona natural en vez de andlogos sintéticos.

La exposicion a la progesterona por si sola induce una pobre respuesta estral y un
inadecuado desarrollo del cuerpo liteo durante el anestro estacional, por lo tanto asociar
esta hormona con tratamientos gonadotréficos mejora los resultados. La hormona
gonadotréfica eCG administrada al final del tratamiento con progesterona ha sido
utilizada durante afios para la sincronizacion de la ovulacion tanto en ovinos como en
caprinos (Gordon, 1996). Durante la estacion reproductiva esta hormona es necesaria
para lograr una mayor sincronizacion de la ovulacion y de esta formar poder
implementar programas de IATF. En el anestro estacional es necesaria para la induccion
del estro y de la ovulacidn.

Tratamientos Tradicionales

Estos tratamientos se basan en el papel inhibitorio que tienen los progestdgenos sobre el eje
hipotdlamo-hipofisario. Tradicionalmente, los tratamientos con progestdgenos tenian una
duracién de 14 a 19 dias -dependiendo de la especie- y actualmente, la duracién de los
mismos se redujo a 11-12 dias y se asocia a una dosis de PGF2a previo al retiro del
dispositivo (Corteel y col., 1988). Estos tratamientos se asocian a una dosis de eCG al
retiro del dispositivo para lograr una mayor sincronizacion de la ovulaciéon debido al
efecto LH de esta hormona.

La insercion de los dispositivos de progesterona induce un incremento en las
concentraciones plasmdticas de progesterona que se mantienen elevadas durante los
primeros 3-4 dias, para luego de 6-7 dias alcanzar concentraciones subluteales (~
Ing/ml) al final del tratamiento (Rubianes y col., 1998). Las bajas concentraciones de
progesterona al final del tratamiento afectan la fertilidad por su efecto sobre el transporte
espermatico y consecuente reduccién de espermatozoides intactos en el ttero y oviducto
(Hawk y Conley, 1972); y el efecto sobre el desarrollo folicular debido al crecimiento
excesivo y la persistencia del foliculo de mayor didmetro (Vifioles y col., 1999).
Asimismo, fue demostrado que el pico de LH y el momento ovulatorio (Van Cleef y
col.,, 1998) se vuelven mas variables cuando las concentraciones de progesterona son
muy bajas al final del tratamiento. Una de las alternativas propuestas fue el recambio del
dispositivo intravaginal en la mitad del tratamiento con el objetivo de inducir
concentraciones altas durante todo el protocolo, aunque esta medida no resulté del todo



efectiva debido a que no se logré aumentar la tasa de prefiez (Baril y col., 1998). Esta es
una de las principales causas que ha llevado a que estos tratamientos largos sean
cuestionados en los ultimos afios (Vifioles y col., 2001; Menchaca y Rubianes, 2004).

Tratamientos Cortos

Si bien los resultados en la sincronizacion del estro con tratamientos tradicionales son
aceptables, existen evidencias de que los niveles subluteales de progesterona promueven
el crecimiento y la persistencia del foliculo de mayor didmetro (Flynn y col., 2000;
Vinoles y col., 2001). Esto provoca la ovulacion de foliculos “envejecidos” cuando se
utilizan tratamientos de 12 a 14 dias (Vifioles y col., 2001). La progesterona afecta de
manera negativa la secrecion pulsatil de LH y el crecimiento terminal de los foliculos
antrales es inducido por una mayor frecuencia en la pulsatilidad de esta hormona. Es por
esto que cuando existen niveles bajos de progesterona plasmdtica se incrementa la
pulsatilidad de LH, y por lo tanto aumenta de tamaiio el foliculo de mayor didmetro.
Frente a esta situacion, en condiciones fisioldgicas al disminuir las concentraciones de
progesterona se establece una retroalimentacion positiva entre el estradiol y la GnRH-
LH desencadendndose el pico preovulatorio de LH y la ovulacién. Existen situaciones
(por ejemplo, con el uso de tratamientos largos) donde la progesterona se mantiene en
niveles subluteales y por lo tanto se incrementa la pulsatilidad de LH pero el pico
preovulatorio esta inhibido. En consecuencia, el foliculo persiste y prolonga su tiempo
de vida. Como resultado ocurre la ovulacién de foliculos “envejecidos” que predisponen
a una menor fertilidad. Si bien existe consenso en este mecanismo, la informacion
disponible es controversial en ovinos, debido a que en un estudio realizado por Evans y
col. (2001) no se encontrd una asociacion entre la edad de los foliculos ovulatorios y la
calidad de los embriones obtenidos.

Como respuesta a estos conocimientos se han desarrollado tratamientos de corta
duracién con solo 5-7 dias de administracion de progestdgenos (Tratamientos Cortos)
(Ungerfeld y Rubianes, 1999). Estos tratamientos se han asociado con PGF2a al
momento de insertar o retirar el dispositivo y con eCG al momento del retiro. Existen
diferentes trabajos que han validado este nuevo protocolo tanto durante la estacion
reproductiva como durante la estacion de anestro (Menchaca y col., 2007; Martemucci y
D'Alessandro, 2011). Menchaca y col (2007), determinaron la respuesta enddcrina,
luteal, folicular y ovulatoria provocada por los tratamientos cortos, y de esta manera es
que se pudo determinar con exactitud el momento de la ovulacién e inseminar sin la
deteccion de celo. En cabras, el momento 6ptimo para realizar la IATF por via cervical
es a las 54 horas de retirado el dispositivo logrando tasas de prefiez superiores al 60%
(Menchaca y col., 2007; Cox y col., 2012).

Los dispositivos intravaginales contienen 0,3 g de progesterona, éstos fueron
desarrollados para ser aplicados en ovinos por un periodo de tiempo cercano a 30 dias
bloqueando el estro y la ovulacién (Wheaton y col., 1993). De ahi surge la hipétesis de
que el uso de dispositivos durante 5-7 dias podria dejar progesterona remanente
permitiendo la reutilizacion de los mismos. Trabajos realizados por van Cleef y col.
(1992) muestran que un CIDR-B (1,9 g de progesterona) retirado de vagina de vacas
todavia contiene progesterona y la cantidad depende del tiempo que el dispositivo fue
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utilizado. La reutilizacién de dispositivos conteniendo 1,0 g de progesterona fue probada
en vacas utilizando tratamientos de 7-8 dias permitiendo tasas de prefiez aceptables
similares a aquellas obtenidas con dispositivos nuevos (B6 y col., 2003). Esto tiene
implicancias econdmicas al reducir los costos del tratamiento lo que favorece la
implementacién de los programas de inseminacion artificial. Sin embargo, considerando
la informacién presentada anteriormente y en contraposicion con esta ventaja, la
reutilizacion de los dispositivos intravaginales podria inducir concentraciones
subluteales de progesterona afectando asi la tasa de prefiez finalmente obtenida. La
informacion generada sobre diferentes concentraciones séricas de progesterona
inducidas con dispositivos intravaginales reutilizados asociados a los Tratamientos
Cortos, es escasa tanto en cabras como en ovejas.

2.5 Inseminacion artificial

La inseminacién artificial en pequefios rumiantes puede realizarse por via vaginal,
cervical o intrauterina. Los métodos difieren en cuanto a su complejidad y expectativas
de éxito. El método mas cominmente utilizado es la inseminacién cervical utilizando
semen fresco. Sin embargo, cuando se utiliza semen congelado-descongelado en ovinos
los resultados con la inseminacion cervical han sido muy bajos (Evans y Maxwell,
1990).

En la cabra y en la oveja, la inseminacion artificial presenta la dificultad de atravesar el
cervix con la cdnula de inseminacién para alcanzar la luz uterina. Esto ocurre debido a
un menor tamafio corporal en comparacidon con otras especies como las vacas y a la
anatomia del cervix (Kershaw y col., 2005). En la cabra, se puede lograr una mayor
penetracion que en la oveja y esto mejora significativamente los resultados en los
programas de inseminacion artificial (Evans y Maxwell, 1990). Por este motivo, en la
cabra la inseminacion por via cervical es la técnica mds indicada, mientras que en la
oveja en ciertas condiciones es recomendable el uso de otras técnicas que permitan la
deposicidn del semen en la luz uterina.

La inseminacion por laparoscopia es la alternativa mds eficaz, principalmente en ovinos,
para superar la barrera que representa el cervix. Esta permite el abordaje del ttero y la
deposicidn del semen directamente en la luz de los cuernos, de esta forma se obtiene una
mejor tasa de prefiez tanto con semen fresco como congelado.

La IATF permite prescindir de la deteccion de celos, y esto favorece su aplicacion en
programas de control reproductivo. Cuando se pretende implementar un programa de
IATF necesariamente debe ser conocido el momento de la ovulacidn, el cudl esta
determinado por el tratamiento de sincronizacion utilizado (revisado por Menchaca y
Rubianes, 2004).
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3. CARACTERIZACION DEL PROBLEMA

De acuerdo a la informacion citada anteriormente, resulta clara la necesidad de
incrementar la produccion de ovinos y caprinos en nuestro pais. Para ello, mejorar la
eficiencia en la reproducciéon de estas especies constituye un aspecto fundamental.
Sumado a esto, es importante destacar la estacionalidad reproductiva en estos animales,
y por lo tanto la necesidad de mejorar y hacer mds accesible para los productores
herramientas como programas de sincronizacion de celos e inseminacion a tiempo fijo
que permiten una mayor produccién en menor tiempo. Asi como también la
incorporacion de nueva genética que también incrementaria la actual produccion.

La mejora en la eficiencia de los tratamientos de induccidn y sincronizaciéon de la
ovulacién y la inseminacion artificial en ovinos y caprinos son los temas en los que
estoy trabajando desde el inicio de mi vida académica. Durante los ultimos afios he
trabajado en Tratamientos Cortos de sincronizacién de la ovulacion en pequefios
rumiantes para implementarlos en programas de IATF utilizando IA cervical e
intrauterina tanto en caprinos como en ovinos. Estos tratamientos fueron desarrollados y
puestos en practica en Uruguay generandose un importante aporte a dicha drea durante
los dltimos 10 afios. Siguiendo con esta linea de trabajo es que surge este plan de
trabajo en el cual el uso de dichos tratamientos con progesterona para la sincronizacion
de la ovulacién me permite pensar en reutilizar estos dispositivos de progesterona que
fueron disefados para Tratamientos Tradicionales (14 dias). Existen reportes en bovinos
que obtienen resultados satisfactorios con la reutilizaciéon de dispositivos. No obstante,
en pequefios rumiantes la informacion vinculada a la reutilizacion de estos dispositivos
es escasa. La posibilidad de la reutilizacion de dispositivos de progesterona permitiria
disminuir los costos de los programas de sincronizacion de la ovulacién y de esta
manera hacerlo mas accesible para los productores. A su vez, se lograria el uso mas
eficiente de estos dispositivos con menores residuos para liberar al medio ambiente. Por
su parte, determinar qué efecto tienen las bajas concentraciones de progesterona sobre la
dindmica folicular y la fertilidad genera informaciéon novedosa para el estudio de la
fisiologia reproductiva en pequefios rumiantes.

En suma, la informaciéon sobre la reutilizacion de dispositivos liberadores de
progesterona para la sincronizaciéon de la ovulacion en pequefios rumiantes es escasa.
Por lo tanto con este plan de trabajo se pretende determinar la eficacia de la
reutilizacién de estos dispositivos sobre la dindmica folicular y la fertilidad en cabras y
ovejas.
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4. HIPOTESIS

Las concentraciones de progesterona inducidas con dispositivos intravaginales
liberadores de progesterona reutilizados, asociados a Tratamientos Cortos de
sincronizacion del estro y la ovulaciéon permiten el control ovérico y una tasa de prefez
adecuada en ovinos y caprinos. Esto permite disminuir los costos de los programas de
IATF en ovinos y hacer mas accesible su aplicacion.

S. OBJETIVO

5.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de diferentes concentraciones séricas de progesterona inducidas con la
reutilizacion de dispositivos intravaginales sobre la dindmica folicular y la tasa de
prefiez utilizando los Tratamientos Cortos en cabras y ovejas.

5.2 Objetivos Especificos

1. Determinar las concentraciones séricas de progesterona, asi como la respuesta
folicular y ovulatoria con los Tratamientos Cortos utilizando dispositivos
intravaginales de primer, segundo y tercer uso en cabras.

2. Determinar las concentraciones séricas de progesterona, respuesta folicular vy
ovulatoria, y las caracteristicas del ciclo subsiguiente, con los Tratamientos Cortos
utilizando dispositivos intravaginales de primer, segundo y tercer uso en ovejas.

3. Determinar el efecto de la reutilizacion de los dispositivos liberadores de
progesterona asociados a Tratamientos Cortos sobre la fertilidad obtenida con IATF
tanto en cabras como en ovejas.
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6. ESTRATEGIAS DE LA INVESTIGACION

Reutilizaciéon de dispositivos intravaginales asociados con Tratamientos Cortos en
cabras. (Publicacion I)

Experimento 1: Concentraciones séricas de progesterona, dindmica folicular y
respuesta ovdrica.

Se utilizaron 30 cabras lecheras, multiparas, de 2 a 4 anos de edad, de la raza Pardo
Alpina x Saanen, con una condicién corporal de 3,110,3 (escala 1 a 5) y un peso de
47,118,5 kg. El experimento fue realizado durante el anestro estacional (Diciembre). Las
hembras recibieron un Tratamiento Corto que consistid en la inserciéon de un CIDR-G
por 5 dias asociado a la administracion de PGF2a al momento de la insercion y de eCG
al momento del retiro del dispositivo. Dia 0 fue considerado el dia de insercion del
CIDR-G. Las cabras fueron asignadas aleatoriamente a tres grupos experimentales:
CIDR-G de ler uso (n=10), CIDR-G de 2do uso (n=10), o CIDR-G de 3er uso (n=10).
Se determinaron las concentraciones séricas de progesterona en muestras tomadas
diariamente (Dia -1 a 6), y con mayor frecuencia en los momentos de insercion (Dfa 0,
Dia 0+4h, Dia 0+12h) y retiro de los dispositivos (Dia 5, Dia 5+12h). Se registr6 el
comportamiento estral diariamente durante el tratamiento y cada 8 horas durante las 96
horas siguientes al retiro del dispositivo. Se realiz6 el monitoreo diario (Dia -3 a 5) -0
cada 12 horas, desde el retiro del CIDR-G hasta la ovulacién, para determinar el
momento ovulatorio- del desarrollo folicular y luteal.

Experimento 2: Tasa de Preriez

Se utilizaron 261 cabras lecheras, de 2 a 4 afios de edad, de las razas Pardo Alpina y
Saanen. Las hembras tenian una condicion corporal de 3,0+0,1. El experimento se
realiz6 en dos réplicas durante la estacion reproductiva (Abril, n=130) y durante el
anestro estacional (Octubre, n=131). Se utiliz6 el mismo disefio y grupos experimentales
que en el Experimento 1: CIDR-G de ler (n=85), 2do (n=89) y 3er (n=87) uso. La
inseminacion cervical fue realizada a partir de las 54 horas de retirar el dispositivo. La
tasa de prefiez fue determinada por ultrasonografia a los 30-35 dias de la inseminacion.

Reutilizaciéon de dispositivos intravaginales asociados con Tratamientos Cortos en
ovejas. (Publicacion II)

Experimento 3: Concentraciones séricas de progesterona, dindmica folicular, respuesta
ovdrica y actividad luteal subsiguiente

Se utilizaron 30 ovejas multiparas de la raza Corriedale con una condicién corporal de
2,810,3 (escala 0 a 5) y un peso de 54,215,1 kg durante la estacion reproductiva (Marzo-
Abril). Previo a iniciar el tratamiento, el estro fue sincronizado con dos dosis de PGF2a
separadas por 7 dias. Luego de la segunda dosis de PGF2a se detect6 el estro dos veces
diarias. Al momento de la insercién del CIDR-G las ovejas estaban en la fase luteal
media (10 a 13 dias luego del estro, n=25) o en la fase luteal temprana (2 a 5 dias luego
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del estro, n=5), y este factor fue considerado para el armado balanceado de los grupos
experimentales. A todos los animales se les administré una dosis de PGF2a para inducir
la lutedlisis al colocar los dispositivos y de esta forma poder analizar el efecto de la
progesterona exdgena. Las hembras fueron tratadas con un Tratamiento Corto que
consistié en la inserciéon de un CIDR-G por 6 dias asociado a la administracion de
PGF2a y de eCG al momento del retiro del CIDR-G. Dia O fue considerado el dia de
insercion del dispositivo. Las ovejas fueron asignadas a tres grupos experimentales:
CIDR-G de ler (n=10), 2do (n=10), y 3er (n=10) uso. Se determinaron las
concentraciones séricas de progesterona en muestras tomadas diariamente (Dia -1 a 8), y
con mayor frecuencia en los momentos de inserciéon (Dia 0, Dia 0+4h, Dia 0+12h) y
retiro (Dia 6, Dia 6+12h) de los dispositivos durante el Tratamiento Corto; y diariamente
durante el ciclo subsiguiente para evaluar la actividad luteal de este ciclo. Se registr6 el
comportamiento estral diariamente durante el tratamiento, cada 12 horas durante las 72
horas siguientes al retiro del dispositivo; y diariamente durante el siguiente ciclo, para
determinar la duracién del mismo. Durante los experimentos se realizé el ultrasonografia
diaria (Dfa -3 a 6) -o cada 12 horas, desde el retiro del CIDR-G hasta la ovulacién, para
determinar el momento ovulatorio- para el monitoreo del desarrollo folicular.

Experimento 4: Tasa de Preiiez y Prolificidad

Se utilizaron 319 ovejas Merino, con una condicion corporal de 2,710,2. El experimento
fue realizado durante el anestro estacional (Noviembre). LLas hembras fueron tratadas
con un Tratamiento Corto que consistid en la insercion de un CIDR-G por 6 dias
asociado a la administracion de PGF2a y de eCG al momento del retiro del CIDR-G.
Las ovejas fueron asignadas aleatoriamente a dos grupos experimentales: CIDR-G de
ler (n=158) o de 3er (n=161) uso. La inseminacion intrauterina fue realizada a las 52-57
horas de retirar el dispositivo. La tasa de prefiez y el nimero de fetos fue determinado
por ultrasonografia a los 40 dias de la inseminacion.

7. MATERIALES Y METODOS

Animales e instalaciones

Se realizaron cuatro experimentos, dos de ellos en las instalaciones del Laboratorio de
Fisiologia de la Reproduccion, Facultad de Veterinaria, UdelaR (35° LS, Montevideo,
Uruguay), uno en los establecimientos caprinos ‘“La Chacra” y “Bohemia” (35° LS,
Canelones, Uruguay) y el otro en el Establecimiento “La Torcaza” (31° LS, Salto,
Uruguay). Se utilizaron cabras con mas de 60 dias posparto de las razas Pardo Alpina y
Saanen (Experimentos 1 y 2) y ovejas multiparas de la raza Corriedale y Merino
(Experimentos 3 y 4). Para los experimentos 1 y 3 todos los animales fueron trasladados
al menos con un mes de anticipacion al Laboratorio de Fisiologia de la Reproduccion
para permitir la adaptacién de los mismos. Se mantuvieron bajo un régimen de
estabulaciéon alimentados con heno de alfalfa (2000 g/animal por dia) y alimento
balanceado (800 g/animal por dia); y el agua fue administrada ad libitum. Para los
experimentos realizados en predios comerciales (experimentos 2 y 4) los animales se
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encontraban en un régimen semi-intensivo en el caso de los caprinos y en pastoreo en el
caso de los ovinos; y se utilizaron instalaciones adecuadas para su manejo.

Tratamientos hormonales

Para la sincronizacién de la ovulacion, se utilizé el Tratamiento Corto descrito por
Rubianes y Menchaca (2003) que consistié en la insercion de un CIDR-G (0,3 g de
progesterona, Eazy-breed, InterAg, Hamilton, Nueva Zelanda) por 5-6 dias asociado a la
administracion im de PGF2a (10 mg dinoprost, Lutalyse, Pfizer, NY, EEUU) al
colocar/retirar los dispositivos -dependiendo del experimento- y a la administraciéon de
300 UI de eCG (Novormon, Syntex, Buenos Aires, Argentina) al retiro de los mismos.
El Dia 0 se definié como el dia de insercion del dispositivo intravaginal. Se utilizaron
CIDR-G sin uso previo (ler uso), CIDR-G previamente usado durante 5 dias por una vez
(2do uso), o por dos veces (3er uso). Luego del retiro de los dispositivos intravaginales,
éstos fueron inmersos y lavados en una solucién de cloruro de benzalconio (0,5%,
Drogueria Paysandd, Montevideo, Uruguay) durante 10 minutos para asegurar la
desinfeccion de los mismos (Bardén y col., 2003).

Determinacion del comportamiento estral
Caprinos

El estro fue definido como la aceptaciéon de la monta detectada mediante el uso de
machos cabrios sin permitir la c6pula mediante sujecion del macho con una cuerda.

Ovinos

Se utilizaron capones androgenizados tratados con tres dosis intramusculares de 200 mg
de cyclopentilpropionato de testosterona (Dispert, Montevideo, Uruguay) administrados
cada 7 dias, empezando dos semanas antes de iniciar el experimento. Los machos fueron
pintados con tierra de colores diariamente durante la deteccion del estro y las hembras
fueron consideradas en estro cuando aparecian pintadas al momento de la deteccion.

Ultrasonografia ovarica

El seguimiento ovdrico se inicié un mes previo a cada experimento con el objetivo de
permitir la adaptacion de los animales a dicho manejo. Las imdgenes ovdricas se
obtuvieron mediante ultrasonografia transrectal con un ecégrafo Aloka 500 SSD (Tokyo,
Japén) provisto de un transductor lineal de 7.5 MHz. Los animales se colocaron en un
cepo, se retird la materia fecal y se introdujo entre 30 y 50 ml de gel de carboximetyil
celulosa en el recto por medio de una jeringa para facilitar el contacto entre el
transductor y la mucosa rectal. El procedimiento para localizar los ovarios fue el mismo
que el descrito por Ginther y Kot (1994). Se realiz6 un mapeo de las estructuras
observadas, es decir de los foliculos mayores de 3 mm y del cuerpo liteo. Los foliculos
fueron clasificados como pequefios (3 a <4 mm), medianos (4 to <5 mm) o grandes (=5
mm de didmetro). Todas las estructuras se identificaron en cada ecografia y se dibujaron
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en un mapeo de acuerdo a su ubicacion relativa en el ovario para el posterior andlisis de
la dindmica folicular.

Una onda folicular se defini6 como la emergencia de un grupo de foliculos pequefios
que dan origen a uno o mas foliculos grandes. La ovulacion se definié como el colapso
de al menos un foliculo grande. Se determinaron las siguientes caracteristicas de las
ondas foliculares para cada hembra: a) dia de emergencia del foliculo ovulatorio; b)
recambio folicular (emergencia de una nueva onda ovulatoria luego de la insercién del
dispositivo); ¢) didmetro del mayor foliculo al momento de la ovulacién; d) dias de vida
del foliculo ovulatorio; €) momento ovulatorio, determinado por la desaparicion del
foliculo de mayor didmetro luego del retiro del dispositivo (ecografia ovarica cada 12
horas).

Obtencion de muestras sanguineas y procesamiento

Las muestras para las determinaciones hormonales fueron obtenidas por extraccion de
aproximadamente 10 mL de sangre mediante venopuncion yugular. Las muestras diarias
se tomaron entre las 8 y 9 AM, a excepcion de los dias de la insercidn y retiro de los
dispositivos donde se tomé mds de una muestra diaria como se describe en cada
experimento. Las muestras sanguineas fueron colocadas en tubos de vidrio y se dejaron
coagular a temperatura de laboratorio (~20°C) durante una hora para luego ser
centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos. Se extrajo el suero, y fue conservado en tubos
eppendorf de 1,5 mL en un freezer a -20 grados centigrados hasta su procesamiento para
la determinacién de progesterona sérica por radioinmunoanalisis.

Determinacion de Progesterona sérica por radioinmunoanalisis

La Progesterona fue determinada utilizando un Kit comercial de Radioinmunoanélisis
lodo'”® de fase sélida (Coat-a-Count, DPC, Los Angeles, CA, USA), con una
sensibilidad de 0,39 nmol/L. EI valor de los controles fue 2,3, 8,6 y 26,0 nmol/L. para
concentraciones bajas, medias y altas, respectivamente. Los coeficientes de variacion
intra-ensayo fueron 7,3, 7,3 y 4,9 %; y los inter-ensayo 8,7, 7,3 y 5,5 % para las
concentraciones bajas, medias y altas, respectivamente.

Inseminacion Artificial Intrauterina

La inseminacidn artificial por via intrauterina se realiz6 por laparoscopia (Karl Store
Hopkins, Tuttlingen, Alemania). Esta consiste en una fibra 6ptica flexible que permite la
propagacion luminica y la visualizacion interna de los organos mediante una lente
incorporada sin necesidad de un abordaje quirtdrgico. La hembra es mantenida en
posicién decubito dorsal con el tren posterior elevado. Se realizan dos punciones de 5 a
7 mm de didmetro en la region ventral del abdomen y el endoscopio es introducido por
la puncién del lado izquierdo para la visualizacion de los cuernos. El inyector de
inseminacion es colocado por la puncién del lado derecho, provisto de una aguja en su
extremo mediante la cual se punciona la pared de los cuernos depositando el semen en la
luz uterina.
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Inseminacion Artificial Cervical

El semen se depositdé proximo a la entrada del cervix, mediante el uso de un
vaginoscopio y pistola de inseminacién multidosis (Walmur, Montevideo, Uruguay).

Obtencion y procesamiento del semen

El semen se colectd6 mediante una vagina artificial y cada eyaculado fue evaluado por
volumen, concentraciéon y motilidad espermatica. Posteriormente se diluyé en leche
descremada y UHT (ultra-high-temperature) para alcanzar una concentracién de 200 x
10° espermatozoides/hembra en 0,1 mL de volumen final y 100 x 10°
espermatozoides/hembra en 0,2 mL de volumen final cuando la inseminacién fue
realizada por via cervical o intrauterina, respectivamente.

Diagnéstico de gestacion

Se realiz6 mediante ultrasonografia transrectal a los 30-40 dias de la inseminacion
mediante un transductor de 5 MHz (Draminski, Olsztyn, Polonia).

Analisis estadistico

Los datos obtenidos acerca de la dindmica folicular (didmetro, tasa de crecimiento y dias
de vida del foliculo ovulatorio) y de los intervalos de tiempo (retiro del CIDR-G — estro;
retiro del CIDR-G — ovulacion) fueron comparados por andlisis de varianza (ANOVA) y
test de sobrevivencia, respectivamente. Las concentraciones de progesterona se
compararon por ANOV A para muestras repetidas incluyendo el efecto del tratamiento y
del tiempo, asi como su interaccion. La tasa de prefiez fue analizada mediante la prueba
de regresion logistica incluyendo el efecto del tratamiento y del macho (Experimentos 2
y 4) y de la estacion reproductiva en el caso del Experimento 2. El nimero de fetos en el
Experimento 4 fue comparado por Regresion de Poisson. (Snedecor y Cochran, 1980).
El andlisis estadistico se realiz6 con el Software Stata 8.0. Los resultados fueron
expresados como media+D.S. y las diferencias se consideraron significativas cuando
P<0,05.
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8. RESULTADOS

Reutilizacion de dispositivos intravaginales asociados con Tratamientos Cortos en
cabras. (Publicacion I)

Experimento 1: Concentraciones séricas de progesterona, dindmica folicular y
respuesta ovdrica.

Las concentraciones séricas de progesterona inducidas por los tres tratamientos se
muestran en la Figura 1. Al inicio del experimento, las concentraciones séricas de
progesterona estaban bajo el limite de deteccion del radioinmunoandlisis, confirmando la
ausencia de actividad luteal en las cabras tratadas. La concentraciéon de progesterona
inducida por los dispositivos de ler uso durante todo el tratamiento fue diferente
(P<0,05), comparado con la inducida por los dispositivos de 2do y 3er uso. Esta
diferencia fue mayor durante las primeras 24 horas luego de insertar el dispositivo.
Todos los grupos experimentales presentaron un incremento significativo en las
concentraciones séricas de progesterona a las 4 horas de insertar los dispositivos, y los
valores mas elevados se registraron a las 12 horas (19,0+7,3, 10,3+1,9 y 7,7+2,4 nmol/L,
para los dispositivos de ler, 2do y 3er uso, respectivamente; P<0,05). En el momento del
retiro de los dispositivos las concentraciones de progesterona fueron diferentes para los
dispositivos de ler, 2do y 3er uso (9,8%2,3, 5,9+1,6 y 4,5t1,4 nmol/L, respectivamente;
P<0,05). Los valores individuales de progesterona sérica alcanzados en cada cabra
siempre fueron mayores a 4,0 nmol/L (~1,3 ng/mL), independientemente del grupo
experimental.
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Figura 1. Concentraciones séricas de progesterona (nmol/L, media+DS) en cabras durante el
anestro estacional que recibieron un Tratamiento Corto durante 5 dias con CIDR-G de ler
(n=10), 2do (n=10) y 3er (n=10) uso. El Dia 0 corresponde a la insercién del dispositivo y
administraciéon de PGF2a y el Dia 5 al retiro del CIDR-G y administracién de eCG.

Las caracteristicas de la respuesta estral y de la dindmica folicular se resumen en la
Tabla I. El Tratamiento Corto fue efectivo en la induccidn del estro y la ovulacién en
todas las cabras tratadas, y no se encontraron diferencias significativas en el momento
del estro, en el momento de la ovulacidn, ni en la tasa ovulatoria para ninguno de los tres
grupos experimentales (P>0,05). Este tratamiento permitié un recambio folicular en
todas las hembras que fueron tratadas con los dispositivos de ler uso. Sin embargo, con
los dispositivos de 2do y 3er uso el recambio folicular se produjo en el 80% de los
animales, aunque no hubo diferencias significativas entre los grupos. Los datos
correspondientes al dia de emergencia, dias de vida o permanencia y didmetro del
foliculo ovulatorio fueron similares entre los tres grupos experimentales.
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Tabla I. Respuesta ovérica inducida con CIDR-G de ler, 2do y 3er uso, asociado a los
Tratamientos Cortos en cabras durante el anestro estacional.

CIDR-G ler uso 2douso  3eruso P
Estro y ovulacién 10/10 10/10 10/10 NS
Inicio del estro” (h) 27,6£5,1  25,8%2,9 30,6+10,0 NS
Momento de la ovulacién” (h) 64,8+6,2 61,844,0 66,0x10,3 NS
Tasa ovulatoria 2,1+0,7 2,110,9 2,5£1,0 NS
Cabras que ovularon de una nueva onda 10/10 8/10 8/10 NS
folicular (%) (100%) (80%) (80%)

Dia de emergencia del foliculo ovulatorio”™  1,8+1,2  LO*L1,3 1919 NS
Dias de vida del foliculo ovulatorio 5,6+1,2 6,114 54+1,9 NS

Diametro folicular (mm) en la ovulacién 8,711,3 8,510,9 8,4+1,2 NS

“desde el retiro del CIDR-G
“luego de la insercién del CIDR-G

Experimento 2: Tasa de Preriez

La tasa de prefiez se vio afectada por el tratamiento no existiendo efecto de la estacion
del afo ni interaccién, por lo tanto se analizaron los datos en conjunto para ambas
estaciones (Tabla II). La tasa de prefiez fue mayor para los dispositivos de ler uso
comparado con los dispositivos de 3er uso. No se encontraron diferencias significativas
entre los dispositivos de 2do uso comparado con los de ler y 3er uso.

Tabla II. Tasa de prefiez obtenida con un Tratamiento Corto con progesterona utilizando CIDR-
G de ler, 2do y 3er uso en cabras lecheras.

Tasa de prefiez (%)
CIDR-G de ler uso (n=85) 64/85 (75,3 %)"
CIDR-G de 2do uso (n=89) 60/89 (67,4 %)™
CIDR-G de 3er uso (n=87) 54/87 (62,1 %)°

Letras diferentes en una misma columna indican diferencia significativa (P<0,05).

21



Reutilizaciéon de dispositivos intravaginales asociados con Tratamientos Cortos en
ovejas. (Publicacion II)

Experimento 3: Concentraciones séricas de progesterona, dindmica folicular, respuesta
ovdrica y actividad luteal subsiguiente

En la Figura 2 se presentan las concentraciones séricas de progesterona inducidas por los
tres tratamientos en las ovejas que respondieron con estro y ovulacion (27/30; 90%).
Hubo un efecto del tratamiento utilizado sobre las concentraciones de progesterona
sérica alcanzadas en los tres grupos. No obstante, en todos los grupos experimentales los
valores individuales se mantuvieron superiores a 4,0 nmol/L (~1,3 ng/ml) durante todo
el tratamiento.

En el momento de iniciar el protocolo y administrar la PGF2a las concentraciones de
progesterona enddgena se encontraban en valores similares para las ovejas que
recibieron un CIDR-G de ler, 2do o 3er uso (14,0+1,8 nmol/L; 16,612,2 nmol/L;
14,6x1,1 nmol/L; respectivamente, P>0,05). Luego de 4 horas de insertado el dispositivo
hubo un incremento significativo en las concentraciones séricas de progesterona para el
CIDR-G de ler uso (24,31£3,0 nmol/L), mientras que con los CIDR-G de 2do y 3er uso
las concentraciones se mantuvieron similares (18,1£1,9 y 14,410,7 nmol/L,
respectivamente, P: NS). Las concentraciones séricas de progesterona comenzaron a
disminuir significativamente a las 12 horas de insertado el dispositivo para los
dispositivos de ler, 2do y 3er uso (18,7+1,6, 15,3t1,7, 11,8+0,5 nmol/L,
respectivamente). Luego del Dia 1 las concentraciones fueron decreciendo lentamente en
los tres grupos hasta el momento del retiro del CIDR-G (Dia 6} y disminuyeron
drasticamente 12 horas mads tarde.
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Figura 2. Concentraciones séricas de progesterona (nmol/L, media+DS) en ovejas durante la
estacion reproductiva, tratadas con CIDR-G de ler (n=10), 2do (n=10) y 3er (n=10) uso durante
6 dias asociado a eCG y PGF2a. El Dia 0 corresponde a la insercion del dispositivo y el Dia 6 al

retiro del mismo. Al momento de la insercién del CIDR-G todos los animales recibieron una
dosis adicional de PGF2o.

Las variables vinculadas al estro, ovulacion y dindmica folicular se muestran en la Tabla
III. El 90% (27/30) de las ovejas que recibieron el Tratamiento Corto respondieron
manifestando estro y ovulacion. El intervalo entre el retiro del dispositivo y el inicio del
estro y el momento de la ovulacion fue similar entre los diferentes grupos. Este
tratamiento permitioé un recambio folicular en todas las hembras que fueron tratadas con
los dispositivos de ler uso. Sin embargo, esto no sucedi6 con los dispositivos de 2do y
3er uso, aunque no hubo diferencias significativas entre los grupos. Los datos

correspondientes al dia de emergencia, dias de vida y didmetro del foliculo ovulatorio,
fueron similares entre los tres grupos experimentales.
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Tabla III. Respuesta ovdrica inducida con CIDR-G de ler, 2do y 3er uso, asociado a los
Tratamientos Cortos en ovejas.

ler uso 2do uso 3er uso P
CIDR-G (n=10) (m=10)  (n=10)
Ovejas con ovulacién/total 8/10 9/10 10/10 NS
Inicio del estro” (h) 420+64 347x11,1 37,2%+6,8 NS
Momento de la ovulacién” (h) 68,355 660Xx12,7 62,4+x51 NS
Tasa ovulatoria 1,5+0,7 1,7+0,5 1,5£07 NS
Ovejas que ovularon de una nueva onda 8/8 7/9 8/10 NS
folicular (%) (100,0%)  (77,8%)  (80,0%)
Dia de emergencia del foliculo ovulatorio ™ 29+ 1,8 1,824 25+1,1 NS
Dias de vida del foliculo ovulatorio 54+1.8 65+22 56+1.0 NS
Didmetro folicular (mm) en la ovulacién 56+0.6 6.7 + 0.8 56+05 NS

“desde el retiro del CIDR-G
“desde la insercién del CIDR-G

Ovejas con respuestas diferentes

El Tratamiento Corto no fue efectivo en sincronizar la ovulacion en 3 de las 30 ovejas
tratadas. Dos pertenecieron al grupo tratado con un CIDR-G de ler uso y la tercera al
grupo tratado con un CIDR-G de 2do uso. Como fue sefialado anteriormente, de las 30
hembras tratadas 25 se encontraban en fase luteal medio-tardia (10 a 13 dias post-estro)
y 5 en fase luteal temprana (2 a 5 dias postestro) al iniciar el tratamiento. Las tres
hembras que no respondieron al tratamiento se encontraban en la fase luteal temprana
(dias 2, 5 y 5 post-estro, respectivamente) y como se observa en la Figura 3 las
respectivas concentraciones de progesterona al iniciarse el tratamiento eran bajas. Luego
de retirar el CIDR-G y administrar la segunda dosis de PGF2a (Dia 6) las
concentraciones de progesterona sérica disminuyeron significativamente pero no
obstante esas tres ovejas mantuvieron concentraciones superiores a 1,0 ng/ml lo que
refleja una persistencia de actividad luteal. Luego, las concentraciones de progesterona
se incrementaron nuevamente durante 2 o 3 dias y disminuyeron abruptamente y
llegaron a valores subluteales. Esta disminucién en las concentraciones de progesterona
fue acompafiada de comportamiento estral dos dias después.
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Figura 3. Concentraciones séricas de progesterona (nmol/L), de las ovejas que no respondieron a
los tratamientos con CIDR-G de ler, 2do y 3er uso durante 6 dias. El Dia O es la insercién del
dispositivos y Dia 6 el retiro. Al momento de la insercién y del retiro del CIDR-G todos los
animales recibieron una dosis de PGF2a. Las ovejas se encontraban en la fase luteal
temprana (dias 2, 5 y 5 post-estro; oveajas #21, #8 y #2, respectivamente) y pertenecian
al tratamiento con CIDR-G de ler uso (#8 y #21) y de 2do uso (#2)

Actividad del cuerpo liiteo subsiguiente

La duracién de la actividad luteal y el ciclo estral subsiguiente no estuvo afectada por el
dispositivo utilizado. Todas las ovejas que habian respondido con estro y ovulacién (n
=27) tuvieron un ciclo estral de duracidon normal (15 a 18 dias). La duracion del ciclo
estral subsiguiente fue similar para las ovejas tratadas con dispositivos de ler, 2do y 3er
uso (16,5+0,9, 16,3+0,9 y 16,710,7 dias, respectivamente). Tampoco se encontraron
diferencias significativas en las concentraciones de progesterona durante este ciclo para
los tres grupos experimentales. Luego de la ovulacion, las concentraciones de
progesterona aumentaron y adquirieron los valores mas altos para los dispositivos de ler
(22,914,3 nmol/L) 2do (28,0£6,2 nmol/L) y 3er (21,246,6 nmol/L) uso en los dias
11,310,9, 10,2+1,4 y 10,4+1,3 luego de la ovulacion. Estos valores decrecieron
significativamente 13 dias después de la ovulacion y llegaron a valores subluteales
(<3,18 nmol/LL o 1 ng/mL) 14,3+1,0 dias luego de la ovulacién, sin encontrarse
diferencias significativas entre los grupos. La duracién de la fase luteal fue similar para
los dispositivos de ler, 2do y 3er uso (14,410,7, 14,4+1,3, 14,1£1,0 dias,
respectivamente).

Las concentraciones séricas de progesterona si estuvieron afectadas por el nimero de
ovulaciones (P< 0,05) y los datos se presentan por separado para las ovejas que ovularon
uno o mds de un foliculo en la Figura 4. Esto no estuvo influenciado por el grupo
experimental al que habian sido asignadas (P=NS). Las concentraciones de progesterona
sérica fueron aumentando a medida que fue avanzando la fase luteal hasta alcanzar
valores maximos al dia 10 (19,8+1,7 nmol/L) y 11 (23,3%£1,6 nmol/L) luego de la
ovulacion para las ovejas con ovulaciones simples o multiples, respectivamente. Estos
valores decrecieron significativamente al dia 13 post-ovulacion tanto para ovejas con
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ovulaciones simples o multiples y llegaron a niveles subluteales en los dias 14 y 15,
respectivamente.

30 —o— Ovejas con ovulacién multiple (n=14)

—— Ovejas con ovulacién simple (n=13)

o1
L

[\S]
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I

Progesterona sérica (nmol/L.>
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-1 01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Dias desde la ovulacion

Figura 4. Concentraciones séricas de progesterona (nmol/L, mediatDS) en el ciclo subsiguiente
en ovejas que recibieron un Tratamiento Corto asociado a CIDR-G de ler, 2do y 3er uso. Se
presentan las ovejas con ovulaciones simples (n=13) o multiples (n=14; 13 ovejas con 2
ovulaciones y una con 3 ovulaciones).

Experimento 4: Tasa de Preiiez y Prolificidad

La fertilidad obtenida con dispositivos de ler y 3er uso se muestran en la Tabla IV. La
tasa de prefiez obtenida con dispositivos de 3er uso mostré una tendencia estadistica
(P=0.06) a disminuir cuando es comparada con dispositivos de ler uso. No se
encontraron diferencias significativas en las otras variables analizadas.

Tabla IV. Tasa de prefiez y nimero de fetos obtenidos con Inseminacién Artificial a Tiempo
Fijo luego de un tratamiento corto durante 6 dias usando CIDR-G de ler y 3er uso en ovejas.

Fetos/Ovejas Fetos/Ovejas
prefiadas tratadas

80,4% (127/158) 123,6% (157/127)  99,4% (157/158)

Tasa de Prefiez

CIDR-G de ler uso

(n=158)
SBE{)G delderuso 7149, (115/161)  126,1% (145/115)  90,1% (145/161)
P 0,06 NS NS
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9. DISCUSION
CIDR-G reutilizados: Concentraciones séricas de progesterona y dinamica folicular

Los dispositivos de primer uso indujeron mayores concentraciones de progesterona
sérica comparado con los dispositivos reutilizados una y dos veces, y la mayor
diferencia fue encontrada el primer dia luego de su insercion, tanto en cabras como en
ovejas. El pico en la concentracion de progesterona sérica inducido con los dispositivos
nuevos al inicio del tratamiento coincide con reportes previos, donde se describe un
rapido incremento de las concentraciones de progesterona hasta el dia 3 luego de la
insercion de un CIDR-G (Wheaton y col., 1993; Vilarifio y col., 2010; Souza y col.,
2011).

Con los dispositivos reutilizados se lograron obtener concentraciones séricas de
progesterona mayores a 8 y 14 nmol/L durante el primer dia del tratamiento en cabras en
anestro y en ovejas ciclando, respectivamente. Estas concentraciones se mantuvieron por
encima de 4 nmol/L hasta el momento del retiro del dispositivo en todos los grupos
experimentales. Concentraciones séricas luteales de progesterona -4,0 nmol/L (~1,3
ng/mL)- son suficientes para el bloqueo de la pulsatilidad de LH y la consecuente
ovulacién en ovejas (Goodman y Kash, 1980). Tanto con los dispositivos nuevos como
con los reutilizados se logré bloquear el estro y la ovulacidon hasta el momento del retiro
de los mismos, después de lo cual las concentraciones séricas de progesterona
disminuyeron a valores subluteales. Estos resultados coinciden con un trabajo realizado
en cabras (Souza y col., 2011), donde también evaluaron las concentraciones séricas de
progesterona con dispositivos reutilizados-autoclavados hasta dos veces. Asimismo, en
bovinos se encontré un mayor incremento en las concentraciones séricas de progesterona
al inicio del tratamiento con dispositivos nuevos en comparacién con reutilizados
(Zuluaga y Williams, 2008). En ovinos, se obtuvieron resultados similares en un trabajo
previo realizado por nuestro grupo, en el cual se compararon dispositivos nuevos con
dispositivos reutilizados solo una vez durante seis dias (Vilarifio y col., 2010). Es
importante destacar que en los presentes experimentos las concentraciones de
progesterona, independientemente si los dispositivos fueran nuevos o reutilizados, se
mantuvieron por encima de 4,0 nmol/L durante todo el tratamiento tanto en cabras como
ovejas.

Como fue descrito en la introduccion, las altas concentraciones de progesterona inducen
el recambio folicular en ovejas y en cabras; y esto debe ser tenido en cuenta al momento
de eleccion de un protocolo de sincronizacién de la ovulacion. Las altas concentraciones
de progesterona afectan adversamente la frecuencia de los pulsos de LH, por lo tanto se
altera la secrecion pulsatil de esta hormona y esto causa que el foliculo dominante
detenga sus funciones y comience a regresar (Stock y Fortune, 1993). De acuerdo con
estudios previos en cabras, las altas concentraciones de progesterona alcanzadas luego
de la insercion de un CIDR-G inducen el recambio folicular y el nuevo foliculo continua
creciendo y ovula luego del retiro del dispositivo (Menchaca y col., 2007). De esta
forma, con los Tratamientos Cortos la posibilidad de inducir la ovulacién de foliculos
con una persistencia prolongada se ve disminuida en comparacién con los Tratamientos
Tradicionales (12 a 14 dias) (Menchaca y Rubianes, 2004). En los experimentos donde
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fue evaluada la dindmica folicular se encontré que en el 100% de las cabras y ovejas
tratadas con CIDR-G de ler uso se indujo el recambio folicular, mientras que con los
dispositivos reutilizados este recambio folicular parece estar levemente disminuido
(~80% de los animales). Esta relacion entre las altas concentraciones de progesterona y
la dindmica folicular fue estudiada previamente en cabras (Menchaca y Rubianes, 2001;
Menchaca y Rubianes, 2002), ovejas (Rubianes y col., 1996), y ciervos (Mc Corkell y
col.,, 2007), utilizando progesterona durante 5 a 7 dias. McCorkell y col. (2007)
sugirieron que las altas concentraciones de progesterona en ciervos wapiti suprimieron el
crecimiento folicular, y esto permitio el incremento de FSH, resultando en la emergencia
de una nueva onda folicular. En suma, con la informacion descrita previamente y la
interpretacion de los resultados actuales, podemos sugerir que el recambio folicular en
estos pequeios rumiantes puede ser inducido por la progesterona por si sola. Esto marca
una diferencia importante con los bovinos donde el recambio folicular inducido con las
dosis habitualmente utilizadas requiere también el uso de estrogenos y/o progesterona
inyectable (B6 y col., 2003).

Tratamientos Cortos con progesterona

El inicio del estro y el momento de la ovulacion fueron sincronizados entre las 30-40 y
las 60-70 horas luego del retiro del CIDR-G y de la administracion de la eCG; y no
fueron afectados por el uso de dispositivos nuevos o reutilizados. Estos resultados
coinciden con reportes previos que utilizan el Tratamiento Corto en ovejas (Vilarifio y
col.,, 2010) y en cabras (Menchaca y col., 2007). Recientemente y posterior a nuestro
experimento, fue publicado un trabajo en cabras Toggenburg, donde se logré sincronizar
el estro y la ovulacion en el 100% de la hembras utilizando el Tratamiento Corto con
CIDR-G que habian sido utilizados previamente por 6 y 12 dias (Souza y col., 2011). De
manera similar en ovinos, se utiliz6 el Tratamiento Corto asociado a esponjas
intravaginales con 40 o 20 mg de acetato de fluorogestona y los resultados muestran que
reducir la dosis de este progestdgeno a la mitad permitié sincronizar el estro y la
ovulacion (Letelier y col., 2009). Esta informacion tiene implicancias practicas, debido a
que en los programas de IATF la sincronizacion de la ovulacion es fundamental para
lograr una alta tasa de fertilidad con solo una inseminacién sin detectar el estro.
Asimismo, en los dltimos afios existe cierto interés por disminuir el uso de tratamientos
hormonales en animales de produccién con el objetivo de asegurar la calidad y la
seguridad en los productos de origen animal para consumo humano y para proteccién del
medio ambiente (Martin y col.,, 2004). Si bien la magnitud del impacto de estos
tratamientos en relacion a otras actividades humanas parece insignificante, el hecho de
poder reutilizar los dispositivos hasta tres veces o disminuir la dosis de progestagenos en
éstos es una alternativa para disminuir costos y hacer mas accesibles estas
biotecnologias para el sector productivo.

Tres ovejas no respondieron al Tratamiento Corto. Al momento de insertar el CIDR-G y
administrar la primera dosis de PGF2a, estas ovejas se encontraban en la fase luteal
media temprana (2 a 5 dias después del estro) y no hubo una respuesta luteolitica frente
a la administracion de PGF2a. Cuando se administro la segunda dosis de PGF2a (6 dias
después) hubo una respuesta luteolitica parcial, que no permiti6 lograr una lutedlisis
completa y posterior ovulacion. En ovejas, una dosis de PGF2a a partir del Dia 3 del
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ciclo estral induce la regresion del cuerpo liteo (Rubianes y col.,, 2003). En este
experimento las hembras no respondieron a la PGF20, y una posible interpretacion de
este resultado es que el uso de una prostaglandina natural (Dinoprost) podria no ser tan
efectiva como lo son algunos andlogos sintéticos como el cloprostenol (Pursley y col.,
2012). No obstante, este fenémeno solo fue observado en el 10% de los animales
tratados.

Tratamientos Cortos: caracteristicas del ciclo subsiguiente

En ovinos, la reutilizacion de los CIDR-G asociados a los Tratamientos Cortos permitié
obtener una actividad luteal normal en el ciclo subsiguiente, sin encontrarse diferencias
significativas entre las hembras que fueron tratadas con dispositivos de primer, segundo
o tercer uso. La actividad luteal inducida por el tratamiento es de interés particular dado
que el mantenimiento de la gestacion es dependiente de la competencia del cuerpo luteo
inducido. Trabajos realizados en vacas Bos indicus sugieren que luego de la emergencia
de una nueva onda folicular inducida por un tratamiento con progesterona y estrégeno,
las menores concentraciones de progesterona inducidas con dispositivos reutilizados
podrian promover mayor pulsatilidad de LH. De esta forma, el crecimiento del nuevo
foliculo se ve favorecido adquiriendo mayor didmetro al momento de la ovulacion.
Como consecuencia esto se lo asocia a una mayor capacidad de formar un cuerpo liteo
mds competente que produzca mds progesterona y por lo tanto mejore la fertilidad de esa
hembra (B6 y col., 2003). Previamente, trabajos realizados por Burke y col. (2001)
encontraron que el tamafo del foliculo ovulatorio afecta el tamafio y la funcionalidad del
cuerpo liteo subsiguiente en vacas. Esta informacion podria explicar la hipétesis de que
los dispositivos reutilizados pueden beneficiar las concentraciones de progesterona luego
de la ovulaciéon. Sin embargo, en el presente trabajo no se afectdé la fase luteal
subsiguiente, lo que permite suponer que las concentraciones de progesterona inducidas
por los dispositivos reutilizados probablemente no fueron lo suficientemente bajas como
para producir diferencias en el tamafio folicular al momento de la ovulacion.

Fertilidad obtenida con la reutilizacion de dispositivos

La tasa de prefiez obtenida en ovinos y caprinos fue similar a la obtenida en reportes
previos utilizando el Tratamiento Corto, siendo entre un 60 y 80% (Menchaca y
Rubianes, 2004; 2007; Martemucci y D Alessandro, 2011). Con los dispositivos de 3er
uso, se obtuvo una tasa de prefiez menor que con los dispositivos de ler y 2do uso.
Ungerfeld (2009) encontré que el uso de Tratamientos Cortos durante 6 dias con CIDR-
G reutilizado (durante 12 o 18 dias) produjo una disminucién en la fertilidad en ovejas.
En el presente trabajo observamos que si bien la fertilidad disminuyé con los
dispositivos reutilizados, los valores fueron aceptables tanto para cabras (~70%)
utilizando CIDR-G de ler, 2do y 3er uso; como para ovejas (~60%) utilizando CIDR-G
de ler y 3er uso; considerando que se realiz6 una tUnica inseminacion sin detectar el
estro.
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10. CONCLUSIONES GENERALES

Los resultados de estos experimentos demostraron que los dispositivos intravaginales
liberadores de progesterona (CIDR-G, 0,3 g) luego de ser utilizados 2 0 3 veces son tan
eficaces como los dispositivos nuevos para sincronizar el estro y la ovulacién cuando se
los aplican en un Tratamiento Corto, tanto en caprinos como en ovinos.

Las concentraciones de progesterona disminuyeron en la medida que se utilizé el
dispositivo 2 o 3 veces, aunque en todos los animales se mantuvieron concentraciones
séricas superiores a las necesarias para inhibir la pulsatilidad de la LH y la ovulacion.
Cuando se utilizaron dispositivos de primer uso se indujo el recambio folicular y la
ovulacién de un nuevo foliculo en el 100% de las hembras, mientras que este recambio
folicular se produjo en el 80% de los animales con los dispositivos de segundo y tercer
uso. Las caracteristicas de cada onda folicular y de los foliculos ovulatorios fueron
similares para las hembras tratadas con dispositivos nuevos o reutilizados.

La aplicacion de Tratamientos Cortos asociados a dispositivos nuevos y reutilizados no
modificé la actividad luteal del siguiente ciclo en ovinos. Las concentraciones séricas de
progesterona durante el siguiente ciclo fueron similares entre las ovejas tratadas con
CIDR-G nuevos y reutilizados.

El Tratamiento Corto fue efectivo en inducir y sincronizar el inicio del estro y el
momento de la ovulacién en el 100% de las cabras y en el 90% de las ovejas, sin mostrar
diferencias entre dispositivos nuevos y reutilizados. La tasa de prefez fue del 75 al 80%
cuando se utilizaron dispositivos de ler uso, lo que confirma la eficacia de los
Tratamientos Cortos en pequefos rumiantes, considerando que solo requieren una tnica
inseminacion sin detectar el estro. La reutilizacion de los dispositivos afect6 la tasa de
prefiez que cayd mds de diez puntos porcentuales cuando se utilizaron dispositivos por
tercera vez. No obstante, la fertilidad puede considerarse aceptable al lograrse mas del
60% de las hembras prefiadas con estos dispositivos utilizados 3 veces. Este resultado
adquiere particular interés en programas comerciales, debido a la posibilidad de obtener
una fertilidad aceptable disminuyendo notoriamente el costo de estos tratamientos.
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