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RESUMEN

Con el objetivo de estudiar las pérdidas reprodastdesde la ovulacion hasta el Dia
60 de gestacion en ovejas sincronizadas con B@Fdtocolo Synchrovine®), se
realizaron dos experimentos durante la estaciérrodeptiva (Abril, 2009).
Doscientas treinta y ocho ovejas Corriedale multip@n estado corporal moderado,
fueron asignadas al azar a dos grugesipo PG: dos inyecciones im de DL-
Cloprostenol (125 pg/dosis), administradas conntervalo de siete dias (Dia -9 y -
2, Inseminacion Artificial (IA)= Dia 0). Grupo Cant: estro espontanere
sincronizado con dos inyecciones im de DL—Clopruste(125 pg/dosis),
administradas 27 y 19 dias antes de la IA. Se ubetet estro con capones
androgenizados. Se realizé A intrauterina a tierfijoo(48 h luego de la segunda
inyeccion de PGR® y a estro detectado, grupo PG y Control respactente), con
una dosis de semen fresco heteroespérmico dilui@0 &1G espermatozoides;
volumen: 0.2 ml). Al momento de la IA se registtdomo uterino. El experimento |
(n= 15/grupo) evalué el desarrollo del foliculo qrelatorio (FPO), las
concentraciones plasméticas de progesteropad@3de el Dia -6 al 6 y de B7—
estradiol (i) 48 h antes de la IA, la tasa ovulatoria (TO) y#idad embrionaria
(Dia 7). En el experimento Il (n= 135 y n= 73, giepPG y Control,
respectivamente), se evaluaron la TO (ClL/total dejas que ovularon), las
concentraciones de 4P (Dias 0, 5, 12 y 17); la concepcién (ovejas
gestantes/inseminadas*100), la prolificidad (ent@Egioveja gestante) y la
fecundidad (embriones/ovejas inseminadas) los D&k y 60 mediante
ultrasonografia. El diametro del FPO de las ove@gyrupo PG fue mayor (P<0.05)
y tendi6é a crecer mas rapido (P=0.08) respectooalrGl, pero las concentraciones
de E fueron similares. Las concentraciones desftre los Dias -6 al 1 fueron mas
bajas en el grupo PG (P<0.05) comparado con elog@gntrol, no observandose
diferencias entre los Dias 2 y 6 pos-IA (P>0.05as Lovejas del grupo PG
presentaron menor tono uterino, TO, concepcidrificidad y fecundidad respecto
al grupo Control (P<0.05). La tasa de colecta eomaria tendio a ser menor en el
grupo PG (P=0.08), pero la fertilizacion, calidadbeionaria y las concentraciones
de R los Dias 12 y 17 fueron similares entre gruposO(@5). No se observaron
diferencias en la concepcion dentro de cada gradosemomentos evaluados, ni en
las pérdidas embrionarias acumuladas entre y ddetmada grupo. Las gestaciones
dobles del grupo PG tuvieron menor sobrevida réepet Control (P<0.05).
Concluimos que las pérdidas reproductivas en ow#@sonizadas con el protocolo
Synchrovine®, estuvieron asociadas a un ambiemenotdominado por menores
concentraciones de,Rdeterminando una mayor tasa de crecimiento y eti@ndel
FPO, lo cual se asocié a menor TO, concepcion,ifisidhd y fecundidad. La
sincronizacion con PGl2no aumento las pérdidas reproductivas desde lzabha

el Dia 60.



SUMMARY

Two experiments were carried to identify the causkseproductive losses from
ovulation to Day 60 of gestation in ewes synchredizwith prostaglandin
(Synchrovine® Protocol). During the breeding sea@gpril 2009), 238 Corriedale
ewes in moderate body condition were randomly atled to two groups. PG group:
synchronized with two injections of DL-Cloproster{@P5ug per dose) given seven
days apart (Day -9 and -7, Artificial Inseminati¢hl) = Day 0). Control group:
ewes in spontaneous estrus, pre — synchronized twith injections of DL-
Cloprostenol (125ug per dose) given 27 and 19 bajare Al. Intrauterine Al was
performed at fixed time in the PG group (48 h affter second prostaglandin), and at
detected estrus in the Control group; using 100liond of fresh extended
heteroespermic sperm. Subjective uterine tone weasured at the moment of Al.
Experiment | (n= 15/group) evaluated: the developnod the preovulatory follicle
(POF), plasma progesterone concentration$ fetween Day -6 to 6 and 17—
estradiol (k) during the periovulatory period; ovulation ra@ (total cyclic ewes -
OR), and embryo quality (Day 7). Experiment Il (£35 and 73, PG and Control
group respectively) evaluated; €oncentrations on Day 0, 5, 12 and 17, OR (Day 7),
conception rate (pregnant ewes/treated ewes*100)ifipacy (embryos/pregnant
ewe) and fecundity (embryos/treated ewe) on Dayl® 60 by ultrasonography.
Ewes from the PG group had a larger POF (P<0.0&) tdnded to grow faster
(P=0.08) compared to Control ewes, but ¢gdncentrations were similar among
groups. Ewes from the PG group had decreag@ditentrations between Day -6 to
1 (P<0.05), but no differences were found betweay Pto 6 post-Al (P>0.05). PG
ewe’s showed less uterine tone, OR, conceptiotifipaoy and fecundity on Day 30
and 60 than Control ewe’s (P<0.05). Embryo colbectended to be lower (P=0.08)
in the PG group; but fertilization, embryo qualignd R concentrations on Day 12
and 17 were similar. Conception, prolificacy andufedity remained unchanged
from Day 30 to 60 in both groups, and no differeneesre found in reproductive
looses between and within groups. More twin pregiegwere lost in the PG than in
the Control group (P= 0.08). We conclude that rdpotive losses in ewes
synchronized with the Synchrovine® protocol wersoagated to a low progesterone
environment that induced a faster rate of growtth anarger diameter of the POF.
This was associated to a lower OR, conception, ifpaty and fecundity.
Synchronization with prostaglandin did not increasgroductive looses from Al to
Day 60.
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1. INTRODUCCION

La inseminaciéon artificial (IA) tradicional de 45iad de duracién (sin
sincronizacion de estro), es una biotecnologia immginte utilizada en nuestro pais,
gue permite la difusion de material genético de aHlor en forma masiva en las
majadas generales. Sin embargo, la disminucioa tkrtilidad y estatus sanitario de
ovejas sometidas al prolongado manejo en bretemtiuuna IA tradicional, provoca
pérdidas economicas dificiles de estimar (Oliver&i& 2005). Por este motivo, es
frecuente la consulta de técnicos y productorescacde como reducir en forma
efectiva la duracion de los servicios. La sincranian de estros en ovinos es una
herramienta que tiene muchas ventajas (MenchacalfaRes, 2004). Sin embargo,
es una estrategia aun poco implementada en Iagdsalle IA via cervical realizados
en nuestro pais. La sincronizacién de estros facia utilizacion de la 1A al
concentrar el trabajo en unos pocos dias y perhaititilizacion masiva de carneros
de alto valor genético.

La IA a tiempo fijo (IATF) potencia las ventajas da sincronizacién,
permitiendo inseminar alto nimero de hembras Eositi necesidad de deteccion de
estros, por lo que evita la concentracion diariaadienales en los bretes. De esta
manera, optimiza el uso de reproductores de altor vgenético y mejora la
planificacion del manejo reproductivo, sanitarionytricional de la majada. La
planificacidon de los servicios posibilita una waicion eficiente de los recursos
disponibles en un predio: alimentacion focalizade-gervicio y pre-parto de las
ovejas, paricion concentrada y controlada, obtencié corderos de edad y peso
homogéneo, componentes fundamentales para aunfemticiencia reproductiva y
el retorno economico de la majada (Martin et aD40 Por dltimo, y de dificil
cuantificacion es la mejora alcanzada en térmimofedilidad, sanidad y ahorro de
mano de obra, en una majada sometida a un sigiibigaenor tiempo de manejo en
los bretes (Olivera & Gil, 2005).

Sin embargo, la IATF requiere del uso de progradeasincronizacion de estros
y de la ovulacion que se asocien con una altadegaefiez. Aunque en los ultimos
afios se han logrado importantes avances acercaingecto de diferentes
tratamientos hormonales sobre el desarrollo faicubh busqueda de un protocolo
que induzca alta sincronizacién de la ovulaciérenms resultados reproductivos,
gue provoque minima contaminacion ambiental, yajesbcostos aln continda.

2. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

La oveja es un rumiante poliestrico estacional idecdrto, con un patron de
actividad reproductiva que se repite cada 14 aid9 @uran del Campo, 1980). La
ultrasonografia ovéarica permitié establecer qudesiarrollo folicular ocurre en un
patron variable de 2 a 4 ondas durante el ciclmlesh la estacion reproductiva
(Ginther et al. 1995; Adams, 1999; Evans et al.020@urante la transicion del
anestro (Ravindra & Rawlings, 1997), y durante redstro estacional (Souza et al.
1996; Barlewski et al. 1998) (Figura 1).



Cada onda folicular es precedida por un aumenta eancentracion de FSH
(hormona foliculo estimulante), el cual promueveaeslutamiento de un grupo de
foliculos pequefios (Ginther et al. 1995; Souza let1897). Los foliculos en
desarrollo secretan inhibina, generando una distidnuen los niveles de FSH, lo
cual limita el numero de foliculos que continda csacimiento (McNeilly et al.
1991). El cambio en la dependencia de FSH a LH{baor luteinizante) es clave en
la seleccion folicular. Mediante un cambio en giate gonadotrofico (Campbell et
al. 1999), la LH pasa a ser determinante para spieseleccione un foliculo
(denominado “foliculo dominante”), que a diferend& los demas foliculos de la
onda, continuara creciendo en un ambiente con Inajetes de FSH (Ginther et al.
1996; Ginther 2000). Ese foliculo dominante cordisu crecimiento a una tasa de 1
mm/dia, alcanzando su maximo tres dias luego damlergencia (Vifioles et al.
2001). Mientras crece, este foliculo dominanteesirst estradiol (g, (produce el
90% de los estrogenos circulantes; Mann et al. 192 inhibe los niveles de FSH,
impidiendo el reclutamiento de otros foliculos amisma onda. De ésta manera se
limita la cuota ovulatoria (Baird 1983).

En presencia de altos niveles plasméticos de pierges (R) que inhiben la
frecuencia de pulsos de LH, el foliculo dominanesata su produccion de, E
significando el fin de su dominancia funcional. E&H aumenta nuevamente,
estimulando la emergencia de una nueva onda falic(Ginther et al. 1995),
fendmeno denominado “recambio folicular”. Los nasbe R por su efecto sobre la
frecuencia de pulsos de LH, modulan el recambimdtdr. Ginther et al. (1995),
observaron que la dominancia folicular es menoarmterla fase luteal; mientras que
es maxima durante la fase folicular (Lopez-Sebastiaal. 1997; Rubianes et al.
1997a; Evans et al. 2000; Gonzalez-Bulnes et 8112P004). Los niveles crecientes
de R durante la fase luteal temprana suprimen el ciieaitm del foliculo dominante
de la onda 1 en ovejas (Rubianes et al. 1996) yasafMenchaca & Rubianes,
2002); y aceleran la emergencia de la siguientea dalicular. En contraposicion,
niveles subluteales de, Brolongan la sobrevida del foliculo dominante tiemnden
su dominancia (Vifioles et al. 1999). Estas obsé@was concuerdan con la mayor
sobrevida y prolongada fase de regresiéon del fiolidominante de la primer onda
respecto a las otras ondas de desarrollo folidéaciclo estral en ovejas (Seekallu
et al. 2010) y en cabras (Vazquez et al. 2010).ulReks similares se habian
obtenido previamente por otros investigadores (Samret al. 1996; Rubianes et al.
1996), quienes observaron foliculos mas grandesdoubas concentraciones dg P
fueron menores respecto a cuando fueron mayoraser8bargo, otros autores no
concuerdan con éstas observaciones, reportandoetigamsimilares del foliculo
dominante en la fase luteal temprana respecto tartha (Ravindra et al. 1994;
Ginther et al. 1995; Rubianes et al. 1997b). Luelgoproducida la luteolisis,
disminuye la B, se libera la inhibicion de esta hormona sobrigdauencia pulsatil
de LH, lo que estimula al foliculo dominante a prd mas E, que induce el pico
preovulatorio de LH, dando lugar a la ovulaciorg(fFa 1).

Ademas del efecto sistémico de dominancia genefamta el foliculo
dominante sobre el desarrollo folicular (Campbe¢lake 1999; Evans et al. 2000;
Evans et al. 2002), existen reportes de la exigtate un efecto de dominancia intra
ovarico. El crecimiento de los foliculos pequefinsskovario ipsilateral al foliculo
dominante es menor al contra lateral, y la emeigethel foliculo dominante de la
onda consecutiva se produce en el ovario conteaaladl que previamente contenia
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el foliculo dominante (Gonzalez-Bulnes et al. 200N obstante, la oveja es capaz
de desarrollar més de un foliculo dominante, fem@rdenominado co-dominancia,
lo que permite la ocurrencia de ovulaciones m@splLas ovulaciones mudltiples
puden ocurrir por el reclutamiento de un mayor mante foliculos dentro de una
misma onda o por la ovulacion de foliculos domiearde dos ondas consecutivas.
Scaramuzzi et al. 1993 propone dos posibles maunasipara la ocurrencia de éste
fendmeno: 1- incremento en la disponibilidad decfdbs que responden a las
gonadotrofinas para ser reclutados y continuar mcimniento; y 2- mayor
sensibilidad de los mencionados foliculos a ladacde la FSH. En situaciones de
ovulacion multiples, la ovulacion de foliculos defenultima onda folicular puede
ocurrir junto a foliculos de la onda ovulatoria (Bawski et al. 1999a), lo que a
llevado a cuestionar el fendmeno de dominancia evéja.

La condicidn corporal afecta el numero de ondassgu#esarrollan durante el
ciclo. Ovejas gordas (4.1 puntos de estado corpesahla 0 a 5, Russel et al. 1969)
desarrollan un patron constante de 3 ondas, mgegtra ovejas flacas (1.9 puntos de
estado corporal) desarrollan 2 o 3 ondas (Vifioled.e2002). Dado que las ovejas
gordas tienen una tasa ovulatoria (TO) mas alta lgeeflacas, se plantea la
asociacion positiva entre la condicion corporaln@nero de ondas foliculares y la
TO.

El dia de la emergencia de cada onda folicularifesedte, dependiendo del
namero de ondas que desarrolla cada animal duehmielo estral. Por lo tanto, la
determinacion del dia de emergencia de la ondaatonid es variable, y ocurre entre
el Dia 9 y el 14 del ciclo estral. Esto imposihilél conocimiento de la fase de
crecimiento folicular al momento de aplicar tratanmtos nutricionales o de
sincronizacion de estros (Vifioles 2003; Menchadaubianes, 2004). No obstante,
la emergencia de la primera onda del ciclo es eotest y ocurre cerca de la
ovulacion del ciclo estral previo. La etapa de dedla del foliculo ovulatorio tiene
gran impacto en la respuesta a los tratamientossideronizacion de estros,
determinando los intervalos tratamiento-manifestactde estro-ovulacion y la
calidad del ovocito, factores que determinarandsslitados reproductivos.

Las gonadotropinas regulan la esteroidogénesiteeedtes niveles. Mientras
la LH estimula la sintesis de andrégenos a paelircdlesterol en las células de la
teca; la FSH regula la actividad de la enzima atas@a y la conversion de
andrégenos a £en las células de la granulosa. Las células dgdaulosa tienen
baja o nula capacidad de sintetizar andrégenosnay alta actividad aromatasa
respecto a las células de la teca (por revisionFeetune & Quirk, 1988 y Meikle
2001). Diferentes autores han descrito la presateilas enzimas esteroidogénicas
3B - hidroxyesteroide dehidrogenasg33SD), citocromo P450 hiZhidroxilasa
(CYP17) y citocromo P450 aromatasa (CYP19), erfdbsulos antrales (Conley et
al. 1995; Huet et al. 1997; Logan et al. 2002).dxpresion de estas enzimas se
incrementan en las células de la teca y de la grsaw medida que los foliculos
crecen en la onda folicular y disminuyen en elcfdb preovulatorio (FPO). La
excepcion es laBHSD en las células de la granulosa, que increnmgnexpresion a
medida que los foliculos crecen, pero se mantienstante en el FPO. Existe una
correlacion positiva entre las cantidades de CYYl#s concentraciones séricas de
E. en las células de la granulosa (Duggavathi €2Gd6). El pico de produccién de
E. del foliculo dominante de la onda ovulatoria epesior al resto de las ondas
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(Toosi et al. 2010), lo que remarca el rol dej&iPbloquear la frecuencia de pulsos
de LH. La menor produccién de, Hel foliculo mayor de la primera onda estaria
determinado por la disminucién de la frecuencia-ento de la amplitud de los
pulsos de LH, asociado al aumento en la produad&R, por el cuerpo luteo (CL)
en desarrollo en la fase luteal temprana (Bartleeskl. 1999a; 2000; Evans et al.
2002).

La expresion de los receptores hormonales a niegino difieren segun la
fase del ciclo estral (Miller et al. 1977, citadpsr Meikle, 2001). En la fase
folicular, los B estimulan la expresién de los receptores de estay (RE),
progesterona (RP) y de oxitocina (RO) (Wathes & Blani993; Spencer & Bazer,
1995). La R, auto regula la expresion de sus receptores @pitdlio luminal y
glandular endometrial, inicialmente suprimiendougdo induciendo el sistema de
liberacion de prostaglandina endometrial (Spentat. 004a). El incremento de la
P, en la fase luteal, estimula sus propios receptpltdequea la expresion de los RE
y los RO; no detectandose éstos entre el dia 5delléiclo estral (McCracken et al.
1984; Clark & Mani, 1994: citados por Sosa 2007. dxposicion prolongada del
Gtero a niveles altos de Regula negativamente sus propios receptores luelgdial
11 y 12 del ciclo; dando lugar a un rapido incretoean la expresion de los RE y
RO los Dias 13 y 14 respectivamente (Hixon & Flir887; Spencer et al. 1995a, b).
Esto determina la liberacion de oxitocina, que aadia liberacion de prostaglandina
por el endometrio entre los Dias 14 y 16, prodwée la luteolisis (Wathes &
Lamming, 1995). Durante la prefiez temprana, logpteces de Json detectables en
el tejido glandular y epitelial el dia 11, pero san detectables entre los Dias 13 a
19; para expresarse después del Dia 25 de gestacifes células del estroma y
miometrio (Spencer et al. 2004Db).
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Figura 1: Esquema del crecimiento folicular en ondas ervégao

CL: cuerpo luteo; P progesterona; FSH: hormona foliculo estimulatd; hormona
luteinizante; S: seleccion folicular; FD: folicuttominante de la onda folicular; A:
atresia (en presencia de altos niveles gelPFD de esa onda se atresia, se produce
el recambio folicular (R), y una nueva onda com&oan un pico previo de FSH, el
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cual se produce en presencia del FD de la ondai@jtdN: inhibina; B: 17 B -
estradiol; el FD secreta,Eante la disminucion de la,Rel foliculo sigue creciendo,
produciendo E por retroalimentacion positiva se libera LH y genera el pico
preovulatorio de LH, el cual dara lugar a la ovidlaqOv) del /los FD. F. Folicular:
fase folicular.

2.1 Sincronizacion de estros en ovinos: protocolog IATF

Los protocolos de sincronizacion de estros que gumeser utilizados en
programas de IATF en ovinos, se basan en el uswatgestagenos asociados con
gonadotropinas y en el uso de analogos sintétiegsabktaglandinas.

2.1.1Protocolos en base al uso de progestagenos y ganapinas:

El uso de progestdgenos naturales o sintéticomaslternativa flexible, ya
qgue pueden ser usados tanto en anestro como statioa reproductiva (Menchaca
& Rubianes, 2004). Este método tiene por objetimukar una fase luteal de
duracién normal, motivo por el cual los tratamisntturan 12 a 14 dias (Gordon
1999). Los resultados de fertilidad mejoran cudadduracion de los tratamientos se
reduce a seis dias respecto al método tradicioeallal dias, tanto en anestro
estacional (75 vs. 68.8%; Ungerfeld & Rubianes, 999%omo enla estacién
reproductiva (87 vs. 63%,; Vifoles et al. 2001). degluccion en el periodo del
tratamiento se justifica en base a que los didgositintravaginales mantienen los
niveles de P elevados por cinco 0 seis dias, disminuyendo lueguveles sub
luteales (Gaston-Parry et al. 1988 y Greyling etl8P4, citados poMenchaca &
Rubianes, 2004). Ademas, las ondas de crecimiefitular emergen cada 5 a 7
dias, siendo injustificado entonces prolongar loastamientos (Menchaca &
Rubianes, 2004).

La forma de aplicacion mas frecuente de los pragesios es mediante el uso
de dispositivos intravaginales (principalmente @gp® intravaginales impregnadas
con medroxiprogesterona), asociados con tratansegwoadotropicos al momento
de retirar las esponjas. El objetivo de la admiatsbén de gonadotropinas es
asegurar la sincronia de la ovulacion, lo cual jterfa realizacion de protocolos de
IATF. ElI mas utilizado de estos tratamientos egdaadotropina coridnica equina
(eCG o PMSG), aplicada en dosis de entre 200 yl80@ependiendo de la raza y
tamano corporal), ocurriendo la ovulacion a lash6@as de retiradas las esponjas
(Maxwell 1986). La IATF debe realizarse 48 a 60dsade retirado el progestageno,
dependiendo de la via de IA utilizada (cervicalntrauterina) y del método de
preservacion seminal utilizado (Cognie et al. 194las et al. 1973; 1974).

A pesar de que los tratamientos tradicionales da 12 dias de duracion son
los mas utilizados en la actualidad, la fertiligddalenida es variable, lo cual ha sido
asociado con el envejecimiento de los foliculoslatesios (Revah & Butler, 1996;
Ungerfeld & Rubianes, 199%/ifoles et al. 2001). Sin embargo, la ovulacion de
foliculos envejecidos no siempre se relaciona e@nmenor fertilidad. Johnson et al.
(1996) obtuvieron una concepcion superior en ovegasbaja concentracion dg P
sérica respecto a un grupo de alta concentracidganset al. (2001), obtuvieron



embriones de calidad similar y porcentajes de parisimilares, comparando ovejas
gue ovularon foliculos jévenes vs. foliculos envigjes.

Adicionalmente, el uso reiterado de eCG puede mavalepresion de la
fertilidad (Allison 1982; Baril et al. 1996; Drioet al. 2002; Menchaca & Rubianes,
2004), asociado a la formacién de anticuerpose®B en ovejas y cabras (Roy et al.
1999; Maurel et al. 2003). La capacidad inmunogenie la eCG se atribuye a su
origen heterélogo, al alto peso molecular y/6 aisel de glicosilacién (Drion et al.
2001). Los anticuerpos anti eCG alterarian el pp®ovulatorio de LH
disminuyendo el porcentaje de hembras que ovulaiorflet al. 2001). Situaciones
similares de depresion de la fertilidad han sideeokadas cuando la eCG es
utilizada en forma consecutiva en las mismas owdymante 3 afios, recuperandose
los niveles de fertilidad al utilizarla en formaeahada (Duran G.; comunicacion
personal). Sin embargo, la respuesta en términodediidad, prolificidad y
concentracion de anticuerpos generados, es digeggrite majadas, entre ovejas de
una misma majada, y entre diferentes épocas de(Adfison 1982; Maurel et al.
2003).

Los tratamientos con progestagenos también pres@ntdlemas practicos,
como las pérdidas de esponjas (Duran del Campo; Mffles et al. 2007) y la
necesidad del uso de antibidticos para evitar vizsgyadherencias vaginales (Duran
del Campo 1980; Gonzalez-Bulnes et al. 2005; VBi@eal. 2006). A todas estas
desventajas, se suma el hecho de que los cons@wmidsitan preocupados por el uso
de hormonas y antibiéticos en los animales de caoosuy los desechos
contaminantes a nivel ambiental, demandando ptodguitmpios, verdes y éticos”
(Martin et al. 2004). El periodo de espera pareoesumo de la carne del animal y
de la leche (para consumo o industrializacion), des 30 dias luego de la
administracion de la medroxiprogesterona (Espoviggnales Syntex®, laboratorio
Syntex), y/o de la eCG (Novormon®5000, laborat@imtex). En ese sentido, la
utilizacién de prostaglandina o sus analogos sou®t seria una alternativa limpia y
verde para la sincronizacion del estro y la ovdla¢iContreras-Solis et al. 2009).

2.1.2Protocolos de IATF en base al uso de prostaglandina

El uso de prostaglandina ¢2 sus analogos sintéticos (P@iff2sta restringido
a la estacion reproductiva, ya que se basa erphlcichad de la hormona de promover
la lisis del CL (McCraken et al. 1970). Las protaadinas naturales tienen bajas
concentraciones plasméticas debido a que un 99%mstabolizadas en un solo
pasaje por el pulmén, por lo que no se acumulalo®nejidos (Moller-Holtkamp,
1980; Davis et al. 1980).

El mecanismo por el cual la PGF2Zenera la lateolisis es complejo y esta en
discusion. Wiltbank et al. (1990) sugieren que®&FRx causa una disminucion en el
flujo sanguineo hacia el CL, con la consiguienfmkia y regresion del tejido luteal,
debida a una degeneracion de los capilares lutesesque a una vasoconstriccion.
Otra teoria se basa en su accion directa sobreélatas luteales, generando una
disminucién en la produccién de progesterona y teueelular (Wiltbank &
Niswender, 1992). Niswender et al. (1994) sefalam lg PGF2 posee un efecto
anti esteroidogénico mediante la activacion deésia proteinkinasa C, mientras que
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Su accion citotoxica parece ser mediada por unegmde apoptosis celular, el cual
genera un incremento en los niveles intraceluldeesalcio libre. La PGFE2también
actla para facilitar la ovulacién. Se ha sugeride tp PGF& activa enzimas
proteoliticas, principalmente colagenasas que ituyen a la ruptura del foliculo
(Lemaire & Marsh, 1975; Espey 1980). Otros auttwas asociado los efectos de la
PGF2x en la ovulacion a un fenbmeno similar a una ré&actiflamatoria leve (ver
Davies et al. 2006).

Los tratamientos tradicionales con P@R#8e una o dos dosis separadas nueve a
12 dias) presentan dos inconvenientes importadfesina gran dispersion en la
manifestacion de estros (24 a 120 horas), y 2)conaistente baja fertilidad de los
mismos (Hackett et al. 1981; Loubser & van Niekd®81). Esta dispersion de 3 a 4
dias en la manifestacion de estros, limité duramieho tiempo su uso en protocolos
de IATF.

La incorporacién de la ultrasonografia en tiemp eelos estudios de dindmica
folicular permitié dilucidar los motivos de la degion de celos. La misma tiene
relacion con la edad del CL y con el estado derddkafolicular al momento de
aplicar la PGF@ (Kastelic & Ginther, 1991; Houghton et al. 1995ifiMes &
Rubianes, 1998). Cuanto mas desarrollado esté eln@ds demorara lasPen
alcanzar niveles sub-luteales y la oveja en maaifestro y ovulacién (Houghton et
al. 1995). El estado de la poblacion folicular dda individuo afecta el intervalo al
estro (Kastelic & Ginther, 1991; Vifioles & Rubiand®98). Si al momento de
inyectar la PGRQ el foliculo dominante de la onda esta en faserdeimiento, el
estro y la ovulacion ocurriran antes. Sin embasge] foliculo dominante esta en su
fase de regresion, un nuevo foliculo debe emergeadgurar, por lo que el estro y la
ovulacion ocurrirdn mas tarde.

Segun Acritopoulou & Haresign (1980) y Wiltbank &sWender (1992), el
periodo de sensibilidad del CL en la oveja a la RGéstaria entre los Dias 5y 14
del ciclo estral. No obstante, Rubianes et al. 820femostraron que es posible
inducir la luteolisis a partir del Dia 3 pos-ovuéat en la oveja; resultados que
fueron confirmados posteriormente por ContrerassSalal. (2009). Sin embargo,
Pope & Cardenas (2004) solo lograron generar lisise@ partir del Dia 3.5 pos celo.
Ha sido demostrado que las concentraciones y/dinadad de los receptores de
PGFaZx presentes en las grandes células luteales nonvdui@ante el ciclo estral
(Wiltbank, 1994). No obstante, los CL jévenes pnésme una mayor capacidad de
catabolizar la PGK2 respecto a CL maduros (Silva et al. 2000); lo quadria
explicar la refractariedad de CL jovenes a la PGGfRubianes et al. 2003).

2.1.2.1 Protocolo Synchrovine®

En base a los resultados obtenidos por Rubianed. gR003), fue posible
desarrollar un protocolo de sincronizacion de sstron la administracion de dos
dosis de PGR2 separadas siete dias. De ésta manera sin corlovemento del
ciclo estral durante el cual se administra la prangosis, al momento de administrar
la segunda dosis los CLs tendran tres a cincoydfadas las ovejas se encontraran
en la primer onda de desarrollo folicular. El use @bste protocolo determind la
sincronizacion del 78% de los estros entre las 28 fioras, y las ovulaciones entre
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las 48 y 72 horas de administrada la segunda dosisie permitié su uso para IATF
(Menchaca et al. 2004). Utilizando el mencionadootqoolo con IATF
(Synchrovine® 2003), se obtuvieron resultados dacepcion similares a los
alcanzados cuando se realiza IA en el estro ngtueadincronizado con una dosis de
PGFax (Forichi 2003; Rubianes et al. 2004; Forichi e2&04).

No obstante, los resultados reproductivos obtenaosvel comercial con éste
protocolo han sido variables y generalmente b&amdro 1). Hasta el momento, los
mejores resultados de fertilidad obtenidos sup&reemente el 50% (Menchaca et
al. 2004; Olivera et al. 2007; Menchaca 2010). &mbargo los resultados de
prolificidad respecto al celo natural son contraatios, con resultados inferiores
(1.19 vs 1.39, Forichi et al. 2004) o similaregstiro natural (1.08 vs 1.19; Fierro et
al. 2007). En base a los resultados reproductiiatenalos con el protocolo
Sinchrovine®, en los ultimos siete afos se hanzegd diferentes modificaciones al
protocolo, buscando obtener un incremento en tdided. En principio se plante6
evaluar si la deteccion de celo (Forichi et al. 200 dosis de PGle2y la paridad
(Olivera et al. 2004a, b) afectaban la respuestar@bcolo, sin obtener impactos
relevantes en ninguna de las variables evaluadastefbrmente se plantearon
modificaciones en el protocolo: incluir GnRH parajonar la sincronizacion de la
ovulacion (Gil et al. 2004; Correa 2006), amplidrirgervalo entre las dosis de
PGF2y (Olivera et al. 2007), 6 determinar el momento ag@®piado para la IA con
distintos métodos de preservacion seminal (Menchteh 2004; Fierro et al. 2007;
Fossati et al. 2008; Bottaro 2009); y utilizandfedintes vias de deposicion seminal
(Olivera et al. 2009; Menchaca 2010). A continuacge resumen los resultados mas
relevantes obtenidos con las diferentes modificeso

2.1.2.2 Modificaciones realizadas al protocolo Syacine®
Utilizacién de GnRH

El agregado de un anélogo sintético de GnRH (Blisaran, 8 ug, Receptal®)
al momento de la IATF luego de sincronizar con retgrolo Synchrovine®, no
mejoré los parametros reproductivos evaluados @mueoion, prolificidad y
fecundidad). No obstante, esa adicion de GnRH @em@r incremento en la
prolificidad (Gil et al. 2004). Los autores conatmyque el momento de inclusion de
la dosis de GnRH (al momento de IATF) podria nocetadecuado.

En el mismo sentido, Deligiannis et al. (2005) oi#ton resultados de fertilidad
de 50 %, utilizando un protocolo basado en la adtnation de una dosis de
analogo de GnRH, seguido por una dosis de R@HBs 5 dias y una segunda dosis
de GnRH a las 36 horas, e IATF via intrauterinasal2 a 14 horas de la segunda
administracion de GnRH.

Recientes trabajos han asociado la utilizacionpdatiocolo Synchrovine® y el
efecto macho (Contreras-Solis et al. 2009), logpand aumento de los niveles
basales de LH; lo cual sumado al incremento errdeuéncia de pulsos de LH
generada por el efecto macho reportados previanfeiaigken et al. 2007), podrian
determinar un incremento en la fertilidad y preldiad obtenida por el protocolo.



Por lo tanto, se requieren mas estudios para dducsi la sincronia en la
ovulacion es realmente un problema en el protoenke ha administrado la GnRH
en el momento inapropiado

Disminucion de la dosis de PG variacion del intervalo entre dosis

La disminucion de la dosis de PGH2tilizada (80 vs. 160 ug, Delprostenate,
Glandinex®), determindé una disminucion significatide la fertilidad obtenida
(Olivera et al. 2004a) (Cuadro ).

Olivera et al. (2007a), reportan que los resultatbotecundidad del protocolo
Sychrovine® son inferiores cuando el intervalo etds dosis de PGkZe extiende
a ocho vs. siete dias (Cuadro I). Estos resultadg®ren que la respuesta ovulatoria
fue mas dispersa, debido a la presencia de ove@ewlan foliculos generados en
la primer y segunda onda de desarrollo foliculariignes et al. 2003).

Vias de inseminacion

La utilizacion de la IA intrauterina ha logrado wrgyr los resultados de
fertilidad obtenidos via cervical (52.6 % vs. 324 IA intrauterina vs. cervical
respectivamente; P<0.05) (Menchaca 2010). Vifiolesale (2007), obtuvieron
similares resultados de fertilidad (47%) con senfresco via intrauterina. Sin
embargo, la IA intrauterina mediante laparoscopda ha logrado incrementos
sustanciales en la fertilidad obtenida que pernstanso masificado. No obstante, se
la ha sefialado como un factor de fuerte impactdosmresultados reproductivos
obtenidos cuando se ha asociado el Synchrovine® smmen congelado y
refrigerado (Olivera et al. 2009; Cuadro II).

Momento de IA y método de preservacion seminal

Menchaca et al. (2004), compararon diferentes mawaette |IA con semen
fresco y concluyen que el momento mas adecuadolpdda seria a las 42 h pos
segunda inyeccion de PGEZCuadro I). Fossati et al. (2008) no encontraron
diferencias en fertilidad y fecundidad inseminardtas 42, 48 y 54 h con semen
fresco (Cuadro ). Utilizando semen refrigeradojt&o (2009) observan mejores
resultados de fertilidad y fecundidad cuando senmisa a las 48 y 54 h pos segunda
inyeccion de PGRR por via cervical (Cuadro Il). Los resultados detilfdad
utilizando semen congelado via intrauterina a @&a$ pos segunda PG&Bon muy
bajos (fertilidad=13% y fecundidad=0.13; Gil et2006).

Estos trabajos dejan de manifiesto que el momeptimé para realizar la 1A
depende del método de preservacion seminal, eamde necesidad de continuar
desarrollando alternativas para la utilizacion el@en congelado.



Categoria animal

La categoria de la hembra inseminada ha sido otgetstudio (Olivera et al.
2004b; 2006), no encontrandose diferencias edidudi y fecundidad en borregas y
ovejas sincronizadas con el protocolo Synchrovine®eminadas via cervical con
semen fresco.

Cuadro I. Resultados reproductivos obtenidos por difereatgsres utilizando el
protocolo Synchrovine® (dos dosis de P@GKB2paradas siete dias), inseminando con
semen fresco via cervical.

Autor n Concepcién Prolificidad Fecundidad Hora IA
Forichi et al. 2004

Presyn 104 59 1.39 0.68 10-12
Synchrovine® 102 47 1.18 0.51 10-12
Menchaca et al. 2004

Synchrovine® 152 36" - - 42
Synchrovine® 120  25* - - 48
Synchrovine® 164 22 - - 54
Gil et al. 2004

Synchrovine® 111 49 1.13 0.56 42
Synchrovine® + GnRH 104 37 1.28 0.48 42
Olivera et al. 2004a

Synchrovine®HD 64 40.6 - 0.44 42
Synchrovine®LD 63 23.8 - 0.27 42
Olivera et al. 2004b

Synchrovine®N 18 39 1.00 0.38 42
Synchrovine®M 93 52 1.14 0.59 42
Olivera et al. 2006

Synchrovine®N 79 37 1.032 0.38 44
Synchrovine®M 90 40 1.79 0.48 44
Olivera et al. 2007

Synchrovine® 145 45" 1.09 0.49 42
Synchrovine® 145 51° 1.03 0.57 48
Synchrovine®8 98 36 1.03 0.37 42
Synchrovine®8 146 29 1.19 0.34 48
Fossati et al. 2008

Synchrovine® 82 27 1.09 0.29 42
Synchrovine® 96 31 1.03 0.32 48
Synchrovine® 90 26 1.04 0.27 54

n: nimero de animales por grupo; Concepcidn (ovegestantes/ovejas inseminadas*100);
Prolificidad (fetos/ovejas gestantes); Fecundidéetds/total de ovejas); Hora IA: momento de la
inseminaciéon en horas posterior a la administracde la segunda dosis de prostaglandina; Presyn:
pre sincronizacion con una dosis de PGF2 |IA en el estro espontaneo posterior al inducido;
Synchrovine®HD: dos dosis de 160 pg Delprosteneparmdas 7 dias; Synchrovine®LD: dos dosis
de 80 pg Delprostenate separadas 7 dias; Syncle®8ndos dosis de PGlXeparadas 8 dias. Los
superindices de significacion comparan filas dermteocada trabajo citado (P<0.05), no comparan
resultados entre trabajos de diferentes autores.
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Cuadro Il. Resultados reproductivos obtenidos por difereatdsres utilizando el
protocolo Synchrovine® (dos dosis de P@B2paradas siete dias), inseminando con
semen fresco o refrigerado (5°C por 24 horas),difarentes momentos (horas) y
utilizando diferentes vias de inseminacion.

Autor N Concep Prolif Fec IA Hora Semen
Fierro et al. 2007

Synchrovine® 90 40 119 048 C 42 Fresco
Synchrovine® 138 10 1.00 0186 C 46 Ref
Bottaro, 2009

Synchrovine® 89 () 1.00 008 C 42 Ref
Synchrovine® 89 24 100 024 C 48 Ref
Synchrovine® 91 22 105 028 C 54 Ref
Synchrovine® 96 31 103 032 C 48 Fresco
Olivera et al. 2009

Synchrovine® 216 13 1.04 0132 C 54 Ref
Synchrovine® 222 A7 1.07 058 IU 54 Ref

n: nimero de animales por grupo; Concep: Concep¢aiejas gestantes/ovejas inseminadas*100);
Prolif: prolificidad (fetos/ovejas gestantes); Fdecundidad (fetos/total de ovejas); IA: insemidac
cervical, C= cervical, IU= intrauterina; Hora: momeo de la IA en horas posterior a la
administracion de la segunda dosis de prostaglamdiBemen: estado de preservacion seminal:
fresco (colectado inmediatamente antes del seiyi¢kef (refrigerado a 5°C por 24 horas). Los
superindices de significacion comparan filas dermteocada trabajo citado (P<0.05), no comparan
resultados entre trabajos de diferentes autores.

Considerando que las modificaciones realizadasabgolo Synchrovine® no han
resultado en mejoras sustanciales en la fertilatadnida luego de su aplicacion, nos
planteamos la necesidad de generar informaciércddgie permita identificar el
origen de los bajos indices reproductivos. A caraaion, se hace referencia a los
trabajos que describen alteraciones del ciclolasttacidas por la administracion de
PGF2.

2.2 Modificaciones del ciclo estral generadas poral utilizacion de
prostaglandina:

La luteolisis inducida por la administracion de R&Exdgena, determina
una brusca reduccion en los niveles plasmaticoB,dmmparada con la luteolisis
natural (Stacey et al. 1976), completandose la misntre las 72 h vs. 8 a 16 h,
natural vs. inducida respectivamente (Wiley et1897). La rapida caida de la P
secretada por el CL podria ser la causa de quevgasocon ciclos estrales cortos
(<£16.5 dias), luego de la administracion de la RGE&2comportamiento estral se
adelante, y el ciclo posterior al inducido se alar{.2 dias (Cardenas et al. 2004).

Barrett et al. (2002), sugieren que la luteolisengrada por la PGE2
exogena podria alterar el reclutamiento de losuitds para la posterior ovulacion.
Liu et al. (2006) reportan que la luteolisis gedaraor la administracion de PGF2
podria alterar el ritmo endégeno de la FSH. Eld@paumento de los ;Epos
luteolisis, daria lugar a una rapida disminucioradeSH, disrupcion que afectaria el
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origen de los foliculos ovulatorios, pudiendo estsociado a una ruptura folicular
adelantada y a la formacién de CLs de vida coritagt.al. 2006).

Davies et al. (2006) luego de la administracionud@ dosis de PGl2
observaron la ovulacion de los foliculos existersi@sque las ovejas demostraran
comportamiento estral 6 pico de LH. En todos lasdallé la formacion de un CL
de vida media y de capacidad de sintesis deoFmal; atribuyéndolo a un efecto
directo a nivel ovérico de la PGiePnas que a la caida brusca dejalA falla en la
luteogénesis podria estar atribuida a un inadecdesarrollo del FPO (Bartlewski et
al. 2003); esos foliculos fallan en estimular eré@mento en LH preovulatorio, el
cual es necesario para la ovulacion y la luteogémesmal (Niswender et al. 1986).
Los insuficientes niveles de LH, podrian ser deteadios por la falta de feed back
positivo LH-E producidos por el foliculo dominante. Los nivetiesE producidos
por el foliculo dominante inducido a ovular por wegunda dosis de PGEF2n
cabras (con un intervalo de 10 dias entre las YJasia menores comparadas con los
producidos por un foliculo que ovula debido a unarsnizacion con progestagenos
(Fernandez-Moro et a2008).

El efecto de la administracion de PG@F2obre el tamafo folicular es
contradictorio. Houghton et al. (1995), observagae los foliculos que ovulan luego
de la administracion de una PGF2on de menor tamafio que los que ovulan
espontdneamente; y los que ovulan de manera iratamnagorano en el ciclo, son mas
grandes que los que ovulan de una etapa mas tRrdfarma opuesta, Nephew et al.
(1991) describen que el diametro folicular y laacgdn RB:E; en el liquido folicular,
no se vieron afectados por la disminuciéon drasteda R plasmatica. Sin embargo,
los foliculos generados presentan menor numercéligas granulosa y resultan en
una menor concentracion dg énhtre los Dias 3 y 6 pos celo (Nephew et al. 1991;
Wiley et al. 1997). Estos resultados concuerdanlosmdescritos por White et al.
(1987), quienes observan que foliculos alteradogrge CL de menor vida media,
gue secretaran menor cantidad der@&pecto a CL generados por foliculos de
calidad normal. Recientes hallazgos en cabras (\&zqt al. 2010), confirman esa
hipotesis; CLs inducidos por la administracion @& secretan menor cantidad de
P, entre los Dias 5 y 15 del ciclo, comparados cos @& cabras cuya formacion
ocurrioé luego de un estro espontaneo. Estas menoreentraciones de, Bodrian
afectar la capacidad de sobrevivencia embrionasaryen parte responsables de la
baja fertilidad obtenida luego de la sincronizaaon PGFAa.

2.3 Desarrollo embrionario temprano, reconocimiento materno 'y
mantenimiento de la gestacion.

Posterior a la fertilizacion, se producen las prasedivisiones celulares del
embridn en el oviducto, llegando al Utero aproxiamadnte el Dia 4 post-estro, bajo
la denominacion de morula compacta. A continuas@iforma el blastocisto (Dia 6)
gue eclosiona de la zona pellcida en los Dias.&aDia 11 el embrién adopta una
forma tubular para luego elongarse, denominandag®ién flamentoso (Dias 12 a
16), crecimiento que permite iniciar el procesdrdplantacion, ocurriendo la unién
final al endometrio a partir del Dia 16 (Winterbeeg Torres & Sevellec, 1987).
Hasta la implantacion, el embrion se desarrolleelitente en el oviducto y en el
Utero, dependiendo de sus secreciones para sabréwmivtricion histotrofica)

12



(Spencer et al. 2004a). El fluido oviductal inflisabre la funcion de los gametos y
el desarrollo embrionario. Uno de los principalesnponentes de esa secrecion
oviductal son las glicoproteinas especificas dedumid (también denominadas

oviductinas), que promueven la capacitacion esp@ajainion del espermatozoide

y el évulo, y el desarrollo embrionario; y la ogientina que favorece la fertilizacion

y el desarrollo embrionario (Killian 2004). La cajmlad secretoria del oviducto y

Utero es regulada por la sensibilidad de los tejaltas hormonas esteroideas.

El reconocimiento materno de la gestacion es unesi fisioldégico por el
cual el embrién envia sefiales a la madre que diet@nnta prolongacion de la vida
del CL, y por ende la sintesis y liberacion de LR P, actia a nivel uterino
estimulando funciones que permitiran el desarr@labrionario, implantacién,
placentacion y mantenimiento de la gestacion (Sgenet al. 2004a). El
reconocimiento materno de la gestacion requiereetj@enbrién se elongue hasta su
forma filamentosa para producir interferon tau NFue es la sefial embrionaria
qgue previene el mecanismo luteolitico (Spencer &dBal996). Las células del
trofoectodermo embrionario son las encargadasrdetiziar y secretar el INFentre
los Dias 10 a 25, siendo su liberacion maxima snDias 14 a 16 (Roberts et al.
1999: citados por Spencer et al. 2004a). EltlldEtua a nivel del tejido luminal y
glandular endometrial, estando su efecto antilitteolbasado en la supresion directa
de los RE e indirecta de los RO, y manteniendoelaesién de Ppor el CL
(Fleming et al. 2001).

Por lo anteriormente expuesto queda de manifiestoogalquier alteracion
en los patrones de secrecién de estradiol y pregest, producidos por un foliculo y
un CL de calidad insuficiente, podrian afectardasibilidad del Utero a la accidén de
los esteroides, que son clave en el desarrollo iemdrio y la induccion del
reconocimiento materno de la prefiez.

2.4 Pérdidas Reproductivas

La mortalidad embrionaria es definida como la padiel producto obtenido
entre la concepcion y el fin del periodo embriamdfia 45), y es una causa de
pérdidas econdmicas en sistemas de produccion diAeaandez Abella, 1993;
Dixon et al. 2007).

Las principales pérdidas embrionarias ocurrensamét Dia 20 post servicio
(mortalidad embrionaria precoz) (10 — 25%), disrgendo éstas al ingresar en la
etapa fetal (menor al 7%) (Wilkins & Croker, 199Bactores genéticos, fisiologicos,
enddcrinos, ambientales (Diskin & Morris, 2008)utritionales (Abecia et al. 2006;
Sosa et al. 2004; 2008) han sido identificados carigen de éstas pérdidas
embrionarias.

Kleemann & Walker (2005), destacan la necesidaddelerminar para cada
region en particular los origenes de las pérdiggsoductivas. Estudios a nivel
internacional, demuestran que las causas de pércigaoductivas son similares en
Australia y Nueva Zelanda; estando representadas Jpobaja tasa ovulatoria
(asociado a deficiencias nutricionales), 2) ovefascidas al servicio pero que no se
prefian (principalmente fuera de estacion reprodaixti3) las fallas parciales de
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ovulaciones multiples (ovejas que producen menaslecos respecto a la tasa
ovulatoria que presentan), y 4) mortalidad de cosigKelly & Croker, 1990;
Knight 1990).

Poca informacion ha sido generada en nuestro palise slas pérdidas
reproductivas en condiciones naturales. Los reeseestudios realizados demuestran
un efecto marcado del estado corporal, dispondiilide forraje, dotacion utilizada y
carga parasitaria (Fernandez Abella et al. 200620)7; Fernandez Abella &
Formoso, 2007).

2.4.1 Parasitosis

Fernandez Abella et al. (2006a,b) reportan unasdr relacion entre la carga
parasitaria y los niveles de pérdidas reproductiasiO se vio disminuida entre 15
y 21 % (1.21, 1.06, 1.00; Fernandez Abella et &062); explicado por una
disminucién en el nimero de foliculos que se deBamr desde el reclutamiento al
estado de preovulatorio (Fernandez Abella et @6B) Las pérdidas embrionarias
incrementaron segun la carga parasitaria: 5.6, $220.0 % (cargas parasitarias
Baja- HPG= 1306, media- HPG= 1413- y alta- HPG= 915é&spectivamente,
correspondiendo los valores de HPG a promediosaies; P<0.01; Fernandez
Abella et al. 2006a). Reportes posteriores (Feraardella et al. 2008b), confirman
éstos resultados y permiten identificar que aatgas parasitarias superiores a los
900 HPG individual, la tasa y el nivel ovulatorioifnero de CLs totales/total de
ovejas), y la fertilidad se ven disminuidos sigrativamente.

2.4.2 Nutricién

El nivel nutricional y la concentracidbn de, Plasmatica estan inversamente
relacionados. Bajos niveles nutricionales han saf@acionados a altos niveles dg P
circulantes, pero la concentracion deeR el endometrio es menor, lo que explicaria
las mayores pérdidas embrionarias en ovejas sulalasit(Abecia et al. 2006). La
menor concentracion de Bn el Utero se asocia con una menor expresioRBlan
el organo blanco (Sosa et al. 2004). La sub-notriciambién disminuye la
sensibilidad del oviducto a los esteroides ovari¢Gesa et al. 2008). Estas
alteraciones en la sensibilidad del oviducto yaifectan el desarrollo embrionario.
Los embriones de ovejas sub nutridas secretan eeoantidades de IFNt in vitro, y
el tejido endometrial secreta mayores cantidadeBGIE2:. (Abecia et al. 1999), lo
que compromete el mecanismo de reconocimiento nmatde la prefiez y la
sobrevivencia embrionaria (Lozano et al. 2003).

El incremento de la dotacion animal (7.4 vs. 148jas/hectarea) aumenta las
pérdidas embrionarias (5.3 vs. 12.7 %; P<0.05, pajga dotacion respectivamente)
(Fernandez Abella & Formoso, 2007). En forma opmyesina mejora en la
disponibilidad y calidad del forraje incrementars Iparametros reproductivos
obtenidos (Fernandez Abella et al. 2007; Ferndadetla & Formoso, 2007).

Estados corporales superiores a 2.5 (FernandedaA&eFormoso, 2007) y a
2.75 (Menchaca et al. 2003) (escala de 0 a 5; Resaé 1969) han sido asociados a
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incrementos en concepcion y fecundidad respectostad@s inferiores. Segun
Fernandez Abella & Formoso (2007), estados corpsrdé 2.25 determinaron una
TO inferior e incrementos hasta del 10 % en pésdetabrionarias respecto a ovejas
en estado 2.5 a 2.75; observando ademas que har restgmlo corporal la TO
aumento al igual que las pérdidas embrionarias.

Los resultados de diferentes autores dejan de mstoif que el manejo
nutricional de la majada es un aspecto relevamegatar pérdidas reproductivas.

2.4.3 Efectos ambientales

Diversos trabajos identifican el efecto de altasperaturas y su asociacion
con pérdidas embrionarias en bovinos (Rensis &fdearzi, 2003) y ovinos (Dultt et
al. 1959; Dutt, 1963; Naqvi et al. 2004). La expasi a 32 °C en el Dia 12 del ciclo
previo al servicio, disminuye la tasa de fertididam y aumenta a 85 % las pérdidas
embrionarias, comparada con ovejas a temperaturaah@Dutt et al. 1959). Los
embriones ovinos son mas susceptibles al estrésataken sus fases tempranas de
desarrollo (Dutt 1963), observandose mayores pasdidando se produce entre los
Dias 0 y 5, comparado con el Dia 8 (61.5 a 100 %40s%; Dias 0 a 5 vs. 8
respectivamente; Alliston & Ulberg, 1961; Dutt 1968sto ha sido explicado por un
incremento en la velocidad de transito a través adéducto, determinando una
asincronia entre el embrion y el desarrollo enddaietesultando en un aumento de
la mortalidad embrionaria por la llegada al Uteeoednbriones inmaduros (Alliston
& Ulberg, 1961), 6 con anormalidades morfologicBsit{ 1954). Las pérdidas se
incrementan en servicio por IA respecto a la mowtaural (Thwaites 1969; Duran
del Campo 1980). El desarrollo de la placenta,pesb del feto durante la gestacion
y al nacimiento, también han sido afectados pest&Es calérico (Shelton 1964; Bell
et al. 1989; Early et al. 1991; McCrabb et al. 1998& Hayder, 2008).

La accion de las precipitaciones sobre los par@metproductivos ha sido
reportada a nivel internacional (Griffiths et a@70; Doney et al. 1973; Gunn &
Doney, 1973) y en nuestro pais (Fernandez Abelt €008a). Doney et al. (1973)
y Gunn & Doney (1973) observaron incrementos emiartalidad embrionaria
temprana cuando se expone a los animales a fymeeipitaciones, principalmente 3
dias luego del servicio (Doney & Gunn, 1972, ciagor Duran del Campo 1980).
El estrés generado por lluvia artificial generéxdisucion del nivel ovulatorio de la
majada respecto al grupo control (0.71 vs. 0.8pecs/amente; lluvia vs. control),
sin afectar los demas parametros reproductivos ani pérdidas embrionarias
(Fernandez Abella et al. 2008a). Sin embargo, auaeditilizaron capas protectoras,
se observaron diferencias significativas en el giaje de ovejas que demostraron
estro (100 vs. 50%), la duracion de estro (19:44L6s48 h), el nivel ovulatorio (96
vs. 44 %) y la TO (1.20 vs. 1.0) (grupo con capasurs capa). En contraposicion a
los reportes internacionales, estudios realizadosngestro pais no registraron
incrementos en pérdidas embrionarias por el efdetoestrés pluviométrico. La
combinacion de las precipitaciones con bajas teatpers, incrementaria el estrés
aumentando las pérdidas (Griffiths et al. 1970).

El mecanismo de accion del estrés sobre la repeilucaun no esta
totalmente dilucidado. No obstante, se ha deseligdecto sobre el eje hipotdlamo —
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hipdfisis - gonadas, afectando la liberacion de BryRoor lo tanto la liberacion de
las gonadotropinas (FSH y LH) y el pico preovulatode LH y la ovulacion
(Tilbrook et al. 2000; Dobson et al. 2003).

2.4.4 Pérdidas reproductivas asociadas a sin@woidiz de celos

En ovejas sincronizadas con progestagenos y e@&Gpriacipales causas de
pérdidas reproductivas observadas son las alteexioen el transporte y
sobrevivencia espermatica (Quinlivan & Robinson6%9Smith & Allison, 1971;
Hawk & Conley, 1972); y las fallas en la fertilizéc y la mortalidad embrionaria
(Lunstra & Christenson, 1981).

En cuanto a las pérdidas reproductivas generadadapsincronizacion con
PGF2:, existen varios estudios internacionales. Hawk78)9reporta que la
sincronizacion con PGl2genera una disminucion en la cantidad de contaesi
uterinas dirigidas hacia el oviducto, por lo tantenor nimero de espermatozoides
llegan al sitio de fertilizacion a las 24 h posvazgo.

Se ha sugerido también la alteracion de las cafsiitas del mucus vaginal
(Hawk et al. 1981), las que disminuyen el transpdg los espermatozoides desde el
cérvix. Esto provoca una reduccion en la cantidadéalulas espermaticas que llegan
al oviducto luego de IAlo que se asocieon los bajos porcentajes de fertilizacion
(55%) reportados por Trounson et al. (1976) tratshyasobre ovejas superovuladas;
y por Boland et al. (1978a) cuando las ovejas fuesiacronizadas con PG&2s.
ovejas sincronizadas con progestagenos (7% vs.;89%9)r ende menor fertilidad
(Lightfoot et al. 1976, citados por Boland et a®78a; Boland et al. 1978b). La
utilizacion de la IA intrauterina para evitar esarrbra anatdémica ha permitido
mejorar los resultados de fertilidad (Olivera et 2009); siendo una técnica que
permitiria incrementar la fertilidad obtenida.

La sincronizacion con PGE2promueve el desarrollo de foliculos ovulatorios
con baja capacidad de producir esteroides, detandola formacion de un CL que
secreta menores cantidades de (®/hite et al. 1987), y por ende una menor
sobrevivencia embrionaria (Ashworth et al. 1989 H®92). Existe evidencia de
que pequeiias disminuciones en la concentracion, @erPa del Dia 14 luego del
servicio, estdn asociadas con mayor mortalidad iemdnia (ver Scaramuzzi &
Martin, 1984).

Gonzalez—Bulnes et al. (2005) describen que laemdracion media deEen
plasma al igual que layn la fase luteal temprana (posterior a la segdodes de
PGF2:1), es superior en ovejas sincronizadas con RGF&specto a ovejas
sincronizadas con progestagenos (P<0.05). Losl& P, regulan la expresion de sus
propios receptores (Clark & Mani, 1994, citados $osa, 2007; Ing et al. 1996; Ing
& Ott, 1999). En ese sentido, la sincronizacion @rogestagenos generd una
disminucién en la expresion de los RE y los RPdutto y Utero comparado con
la sincronizacion con PGk Garcia-Palencia et al. 2007). La tasa de featiiin,
embriones recuperados y la tasa de viabilidad emaria, presentan tendencias
favorables al Cloprostenol respecto a los progesids) (Gonzalez—Bulnes et al.
2005), pudiendo estar relacionada a la mayor exprede receptores en ovejas
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sincronizadas con PG&ZGarcia-Palencia et al. 2007). En forma opuestaentes
ensayos en nuestro pais describen una disminueida tsa de concepcién cuando
las ovejas fueron sincronizadas con P&GFEbmparadas con los clasicos protocolos
de progestagenos y eCG (Fossati et al. 2008). éafidas reproductivas absolutas
entre el no retorno al estro al Dia 23 y la feféti a la ecografia, fueron superiores
en las ovejas sincronizadas con el protocolo Syvie® (Fossati et al. 2008).

El efecto de la administracion de PG@F2obre la TO y prolificidad, es
contradictorio. Houghton et al. (1995), Rubianesle{2004) y Fierro et al. (2007)
concuerdan en que no existen efectos deletéreose sedios parametros. Sin
embargo, Forichi (2003) y Forichi et al. (2004)idewciaron una menor prolificidad
en ovejas sincronizadas con el protocolo Synche®inespecto a ovejas en celo
natural. Los mencionados resultados, y la mejorsemada con la inclusion de
GnRH al momento de la IA, estarian evidenciand@asible efecto negativo de la
PGF2x sobre la prolificidad, y por ende sobre la fecdadifinal (Correa 2006).

Los resultados obtenidos hasta el momento indicae egxisten pérdidas
reproductivas de diferentes origenes, que ocumediferentes momentos cuando
sincronizamos con PGE2las cuales deben ser identificadas para ini¢cipraseso
de mejora de los resultados reproductivos obtenmosel protocolo para IATF
Synchrovine® (Figura 2).

1A p
Dia 9 -2 - 0 5 12 17 30 60 147
l Pérdidas embrionarias
Desarrollo tardias
folicular -
y cL Falla reconocimiento Pérdidas fetales
duracién matermno
ambiente v corta
hormonal Transporte

Pérdidas embrionarias tempranas
gametos

Fertilizacion
TO

Figura 2: Representacion esquematica de las posibles cgusaementos de
pérdidas reproductivas en ovejas sincronizadagkprotocolo Synchrovine®.

IA: inseminacion artificial; P: parto; Transportpzs Transporte espermatico; TO:
tasa ovulatoria; CL:cuerpo luteo; Dia: dia delai@ia 0= dia de la IA).

17



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y OBJETIVOS

La utilizacion de analogos sintéticos de prostatjta seria una alternativa mas
econdmica, practica y que potencialmente generasneontaminacion, respecto al
uso de los protocolos en base a progestagenosaglgimapinas; sin el inconveniente
de generar anticuerpos contra la eCG, y sin lobl@nmas practicos de las esponjas
intravaginales.

Sin embargo, los bajos resultados reproductivosenitbds a nivel de
experimentacién y de campo, conllevan a la necesittaidentificar las causas y
momentos en que se producen las pérdidas repreasicieneradas por los
protocolos en base a prostaglandina para la IATF.

Existen experiencias a nivel nacional e internaaiafonde comparan ambos
protocolos de sincronizacion para la IATF (prosiadina vs. progestagenos-eCG),
pero no existen referencias que comparen los aekdtreproductivos obtenidos
luego la sincronizacion con PGk2especto al estro espontaneo.

Los trabajos realizados, no aportan informacionchomente acerca de los
motivos por los cuales ovejas sincronizadas con 2BGRue demuestran
comportamiento estral y ovulan en forma sincrorazadbtienen bajos porcentajes de
prefiez a pesar de utilizar IA intrauterina.

El objetivo general de ésta tesis fue obtener informacion sobre ladigss
reproductivas en ovejas generadas por la sincronizae estros con PGé&2

Los objetivos especificosle ésta tesis fueron:

- Determinar las caracteristicas de crecimiento &€ fnducido a ovular por
la sincronizacion con PGE2y compararlo con el FPO de ovejas que ovulan
espontaneamente.

- Cuantificar la concentracion de En el periodo preovulatorio; y los niveles
de R, desde el Dia -6 al 6, y los Dias 12 y 17 de g@&sta®ia 0= IA), en
ovejas sincronizadas con PGR2en ovejas en estro espontaneo.

- Cuantificar las pérdidas reproductivas desde etidnidel protocolo de
sincronizacion hasta el Dia 60 de gestacion, y ewarfas con las pérdidas
reproductivas observadas en ovejas en estro esganta

Se plantea la hip6tesis de que la sincronizaciénesieos con el Protocolo
Synchrovine® (dos dosis de PGF3eparadas siete dias e IATF), no generaria
disminucién de la TO, pero disminuiria la capaciéateroidogénica del FPO y la
produccion de P por el nuevo CL; lo que determinaria una menoidal
embrionaria y mayores pérdidas reproductivas rés@eovejas en estro espontaneo.
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4. ESTRATEGIA DE LA INVESTIGACION

Para testar la hipGtesis presentada, se realizatom experimentos
simultaneos: uno controlado (experimento |) y arbensivo (experimento II); los
cuales fueron conformados por dos grupos de owada uno: un grupo de ovejas
sincronizadas con PG&% otro grupo de ovejas en estro espontaneo.

El experimento | (controlado), se disefid con eletp de estudiar el
desarrollo y capacidad esteroidogénica del FPOciddua ovular por el tratamiento
de sincronizacion, cuantificar las pérdidas en Talidad embrionaria, y niveles
plasmaticos de FAdurante y hasta el Dia 6 luego de la sincroniza@ia 0= dia de
la 1A).

En el experimento Il (extensivo), el objetivo fueterminar la produccion de
P, por el nuevo CL generado por el protocolo de simzacion (hasta el Dia 17); y
cuantificar pérdidas reproductivas hasta el Didé&@estacion.

Ambos experimentos fueron llevados a cabo en fosmaultanea y
posteriormente se realizaron las mediciones hortesna

5. MATERIALES Y METODOS

Los experimentos fueron llevados a cabo en ladtachgraria La Carolina,
ubicada sobre ruta 23 Km. 162.500, Ismael CortiRbses, Uruguay (33 S-57 W),
durante la estacion reproductiva (abril - mayo, @00 odos los procedimientos
experimentales fueron avalados previamente poogiité de Bioética Animal de la
Facultad de Veterinaria de la Universidad de lalRépa.

51 Animales

Se utilizaron 238 ovejas multiparas de la razai€date (mayores a 2.5 afios
de edad), clinicamente aptas para la reproducc@mun moderado estado corporal
(3.1 £ 0.06, escala 0 a 5; Russel et al. 1969)sp pevo de 45.7 £ 0.9 Kg para el
experimento I; y 3.2 + 0.02 y 47 + 0.3 Kg paraxgerimento Il respectivamente.

5.2 Manejo

En ambos experimentos (I y Il) los animales perroi@nen pastoreando
campo natural con una disponibilidad de 1444 Kg M&dtarea, 8% de proteina
cruda y 8.5 MJ de energia metabolizable/ Kg MS.eEaxperimento |, las ovejas
fueron encerradas durante la noche con agua asiligpg para realizar ayuno
previo al sangrado diario.
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5.3  Disefo Experimental

Se realiz6 un disefio experimental completamentzal. Las ovejas fueron
asignadas aleatoriamente a un grupo Control y a gumpo tratado con
prostaglandina: 30 ovejas en el experimento | @G¥grupo); y 208 en el experimento
Il (n=73 en el grupo Control y 135 en el grupdadm con PGRZ Figura 3).

Grupo 1 “Control”: las ovejas fueropre sincronizadas mediante doble inyeccion im
de DL — Cloprostenol (125ug/dosis, Sincron®, Labmia Uruguay, Montevideo,
Uruguay), administradas con un intervalo de ochas déntre ambas dosis,
aplicandose la primer dosis 27 dias previo a IlgDfa 0, Figura 3). Se detecto el
estro espontaneo a partir del Dia 17 de la segdiosia de PGR2

Grupo 2 “sincronizado” (PG):sincronizacion mediante doble inyeccion im de DL —
Cloprostenol (125ug/dosis, Sincron®, Laboratoriaidiray, Montevideo, Uruguay),
administradas con una separacion de siete diag emibas dosis (Protocolo
Synchrovine®; Dia -9 y Dia -2, Figura 3). Se ddieastestro sincronizado.

Las inyecciones de PG&2ueron aplicadason jeringa de insulina (para una
administracion mas exacta de la dosis) y aguj@silest descartables.

La deteccion de estros se realiz6 cada 12 hs ntedlanutilizacion de
capones androgenizados de la raza Corriedale (@ictidpropionato de
testosteronal00 mg/dosis, tres dosis administiad@sn un intervalo entre ellas de
siete dias; Testosterona Ultra Fuerte®, LaboratDigpert, Montevideo, Uruguay)
(6 capones/100 ovejas). Las ovejas detectadas tem ®ron identificadas y
permanecieron separadas del resto de la majadaytaaestrés por manejo.

Grupo PG CE
PG PG 1A s 10 g s Eco Eco
4 I O 8 & O 4 4
[ ]
9 -6 2 10 567 12 17 30 60 (dias)
Eco folicular NRR
I I
Grupo Control CE
PG PG IA s T0 g g Eco Eco
) 4 . 4 e o ¥ & v ¥ ) 4
[ ]
-27 -19 -9 10 567 12 17 30 60 (dias)

Figura 3. Esquema del disefio experimental.

Grupo Control: ovejaspre sincronizadas mediante doble inyeccion im de-DL
Cloprostenol (125ug / dosis-PG-), administradas woa separacion de ocho dias,
comenzando 27 dias previo a la inseminacién adifi®ia 0); Grupo PG: ovejas
sincronizadas mediante doble inyeccion im de DLlepfdstenol (125ug / dosis),
administradas con una separacion de siete diaso¢Blo Synchrovine®; Dia -9 y
Dia -2); Eco folicular: desarrollo folicular determinado por ecografiangrectal;
DE: deteccion de estro$A: inseminacion artificial via intrauterin&€E: colecta y
evaluacion embrionarialf O: ecografia realizada el Dia 7 para evaluacion da tas
ovulatoria;NRR: control de no retorno al celo (Dias 15 a Hdp 30 y 60fertilidad

y prolificidad evaluadas por ecografia los Dias 30 respectivamenteArea
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sombreada: muestreo sanguineo (S) Dias -6 a 6 (experiment®ips 0, 5, 12y 17
(experimento II).

5.4  Muestreo sanguineo y mediciones hormonales

El muestreo sanguineo fue realizado mediante parsédla vena yugular,
utilizando agujas descartables y tubos de vidrio keparina, refrigerados a 4°C
hasta la centrifugacion. En el experimento |, lagstras de sangre fueron extraidas
en condiciones de asepsia una vez por dia (en fimmaa desde el Dia -6 al Dia 6;
con una repeticion de sangrado a las 12 hs lue§jand®o del estro. En el
experimento Il, las muestras fueron colectada®las 0 (25 ovejas / grupo), 5, 12y
17 (57 ovejas / grupo; designadas de manera tgudelas ovejas del grupo PG
hubieran demostrado comportamiento estral al dia i#, e inseminadas el mismo
dia que las del grupo Control).

Las muestras de sangre fueron centrifugadas ar@bd@urante 15 minutos,
el plasma fue aspirado con pipeta y almacenadd&G2hasta la determinacion
hormonal. Los niveles hormonales fueron analizados el Laboratorio de
Radioinmuno andlisis (RIA) de la Facultad de Vetaia (UdelaR), donde se
cuantificaron los niveles plasmaticos de yPE, utilizando la técnica descrita por
Meikle et al. (1997). Las concentraciones ddueron determinadas por un RIA en
fase sélida utilizando kits de DPC (Diagnostic RicidCo., Los Angeles, CA, USA).
Las muestras fueron analizadas en dos ensayosncarmracion minima detectable
(sensibilidad) fue de 0.3 nmol/L. Los coeficientls variacion intra ensayo en el
ensayo | (muestras del experimento 1), para cagrbdjos (2.5 nmol/L), medios (6.4
nmol/L) y altos (23.8 nmol/L) fueron 13.4%, 5.4% Y%, respectivamente. Para el
ensayo Il (muestras del experimento Il), los coefites de variacion intra ensayo
para controles bajos (2.5 nmol/L), medios (6.7 Mo} altos (24.2 nmol/L) fueron
13.4%, 4.7% y 6.2%, respectivamente. Los coefieeme variacion inter ensayo
para los mismos controles fueron 12.6%, 4.9%, 5.88spectivamente. Las
concentraciones de Bieron determinadas por un RIA en fase liquidbzatido kits
de DPC (Diagnostic Product Co., Los Angeles, CAAYJ®n muestras obtenidas 48
hs previo hasta la IA en el experimento |. Todasnaestras fueron analizadas en
duplicado en el mismo ensayo. La concentracion mdnietectable del ensayo fue
de 3.6 pmol/L. El coeficiente de variacion intrasgyo para el control bajo (6.0
pmol/L) y alto (21 pmol/L) fue de 22.3% y 3.7% resppvamente.

55 Coleccion seminal e inseminacion artificial

Se utilizaron tres carneros adultos de la razai€taie (mayores a 1.5 afios),
clinicamente aptos para la reproduccién (exameiicolly seroldgico - detecciéon de
Brucella ovis mediante inmuno difusion en gel darad. La coleccion y evaluacion
seminal fue realizada utilizando la metodologiacdpta por Evans & Maxwell
(1987). Se colectaron dos eyaculados consecutigosgrnero, que tras hacer un
pool, se procesaron como un solo eyaculado (paotgimero). Luego de la colecta,
los eyaculados de cada carnero permanecieron em dmfagua entre 30 y 33°C
(“bafio Maria”), se evalué la concentracion espeaatcon un fotdmetro
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(Spermacuig, Minitib, Landshut, Germany), y se realizé un pdelsemen donde
cada carnero aporté similar cantidad de espermiaieso

La dilucion seminal fue realizada con un diluyerde base a leche
descremada UHT, con 5% de yema de huevo y con itaéadde antibidticos
(100.000 Ul penicilina G procainica + 100 mg dibestreptomicina en 100 ml de
diluyente). La dilucion fue de 1:5 (un volumen @een en 5 de diluyente), con una
dosis inseminante final de 0.20 ml/oveja contenieh@0 x 16 de espermatozoides
totales/oveja.

Las dosis fueron mantenidas en tubos de plastico tapa de rosca a
temperatura ambiente, protegidas de la luz solznybios de temperatura hasta el
momento de la utilizacion (3 hs de tiempo totaldéeks dilucion al final de la 1A).
Se monitored la motilidad espermética del semeuiddil previo a su utilizacion,
durante y finalizada la IA.

La IA fue realizada por via intrauterina por doseiminadores, utilizando
endoscopio rigido (IFT®, Canada, 0° con fuente we led incorporada; y Karl
Storz® 30° con fuente de luz externa), siguiend¢étaica descrita por Evans &
Maxwell (1987). Las ovejas fueron inseminadas ak&anente entre inseminadores
y grupos. La IA se realiz6 a estro detectado enokagjas del grupo control
(deteccion de estros por la noche e IA por la mafiana tiempo fijo en todas las
ovejas del grupo PG (a las 48 hs de la adminiginag la segunda dosis de P@)2
Para la evaluacion de los indicadores y pérdidpsodeictivas, solo se usaron las
ovejas del grupo Control que demostraron compodataiestral el mismo dia que
se realizo la IATF en el grupo PG, siendo éstxpdi@acion de un menor numero de
ovejas en el grupo Control en el experimento Il.

5.6 Tono uterino

Al momento de la IA, se evaluo el tono del Uterdizsindo una escala
previamente definida. La escala subjetiva utilizaa 1- flacido (baja contractilidad
que dificultaba la puncion del utero con el aspj@®@)normal (contractilidad normal,
la puncion del Utero se realizaba con escasa Hdaty 3: turgente (alta
contractilidad, los cuernos uterinos eran facilragnincionados con el aspic®).

5.7  Recoleccion y clasificacién de estructuras embnarias

Las ovejas del experimento | fueron sometidas atasi@ general el Dia 7,
mediante asociacion de maleato de acepromacin®d E§oveja Prequillan®,
Laboratorio Fatro, Bolonia, Italia) - xilacina iM.Q mg/oveja, Seton®, Laboratorio
Calier, Barcelona, Espafa) y maleato de acepromd2iii mg/oveja) - ketamina iv
(2.0 mg/oveja, Vetanarcol®, Laboratorio Konig, BasrAires, Argentina); para la
recuperacion de las estructuras embrionarias geéaera

Se realizé un procedimiento mixto endoscopico +mgico, utilizando una

técnica anterégrada para el lavado “flushing” wter(Tervit & Havik, 1976). El
medio de lavado (PBS-BSA 0.4% a 38°C; Emcare® I€PVWZ, Laboratorio
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Syntex), fue inyectado a la luz uterina a travéamédbocat® (ubicado cercano a la
unién utero tubal) y recolectado en una placa de adravés de una sonda Foley®
(fijada mediante la insuflacion de su balon de haeia craneal de la bifurcacion de
los cuernos uterinos). El procedimiento fue redizeen cada cuerno uterino,
utilizando 20 a 25 ml de medio de lavado/cuerno.

Las estructuras embrionarias fueron identificadas kupa estereoscoépica
(Arcano 600® x 20-40, Buenos Aires, Argentina) ynteaidos en forma conjunta
por oveja donante en pocillos de placas NUNC® (Bioe® USA) con DMPBS-
BSA 0.4% (Laboratorio Nutricell, Brasil) a tempena ambiente hasta su
evaluacion.

El estadio de desarrollo y la calidad subjetivatdeas las estructuras
embrionarias obtenidas, fue determinada por un sdiservador utilizando la
metodologia descrita por Winterberguer & SevellE28{) y Stringfellow & Seidel
(1998). La escala utilizada para clasificar la dadi de los embriones fue: 1-
excelente, 2- bueno, 3- pobre, 4- degenerado @selo.

5.8  Evaluacion ecogréfica

En el experimento |, se evalué diariamente el omemito de los foliculos
existentes en ambos ovarios, mediante ultrasoriagrahsrectal con un transductor
lineal de 7.5 MHz diseflado para evaluacion prastdhiumana, con un ecografo
ALOKA 500 (Overseas Monitor Corp. Ltd., RichmondC BCanada), utilizando la
metodologia descrita por Rubianes et al. (1997&a)e§istraron el nimero, diametro
y posicion relativa de los foliculas 2mm y CLs de ambos ovarios. Las ecografias
fueron realizadas en ambos grupos diariamente ehbé& -9 (dia de administracion
de la primera PGF3 y el dia del inicio del estro sincronizado (Dfg por la
segunda dosis de PGEZSe utilizaron las siguientes definiciones parastélidio del
crecimiento folicular: el dia de la emergencialeleD fue el dia en el cual el foliculo
fue identificado retrospectivamente con 2-3 mm d@metro; el didmetro a la
emergencia fue el diametro (mm) del foliculo ese di dia de maximo diametro fue
el dia luego de la emergencia en el cual el FP@natt su maximo diametro. La tasa
de crecimiento fue calculada como la diferenciadémetro desde la emergencia
hasta el maximo diametro, dividido el nimero desdgue duré la fase de
crecimiento y fue expresado en mm/d. La vida mddlaPO fue calculada como el
namero de dias desde la emergencia hasta la Uitvalaacion ecografica (el dia
previo a la 1A). Las ovejas se colocaron en un cdigefiado para la sujecién en
estacion, se vacio el recto manualmente y se caontré 20 a 30 ml de carboximetil
celulosa para evitar dafios a la mucosa rectalrmipeun mejor contacto entre la
mucosa Yy el transductor. Las mediciones realizaagegistraron en planillas
previamente diagramadas.

En el experimento I, se evalud la TO (nimero det@al de ovejas que
ovularon, n= 57/grupo; las mismas ovejas a las sgieextrajeron muestras de
sangre); concepcion (ovejas gestantes/inseminad@g*1 prolificidad
(embriones/oveja gestante) y fecundidad (embrionegls sincronizadas), los Dias
7 y 30 respectivamente; mediante ultrasonogradilastectal con transductor lineal
de 7.5 MHz (Aloka®, Tokyo, Japan). La concepciopryglificidad al Dia 60 fue
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evaluada mediante ultrasonografia transabdominglizamdo un transductor
convexo de 3.5 MHz (Aloka®, Tokyo, Japan).

5.9 Analisis estadistico

Variables continias con medidas repetidas en ehptie (desarrollo FPO,
concentracién de /Py Ey): se analizaron mediante ANOVA, procedimiento rdixe
del programa SAS (2001). Los efectos fijos fuerrgrupo, dia y su interaccion. La
oveja dentro de cada grupo fue considerada conmioetdeatorio. Se modeld la
covarianza para considerar la correlacion entreidasducesivas del mismo animal,
con la opcién auto regresiva de orden 1 (AR (1ps ldatos de Py E, fueron
transformados a log y log-1 respectivamente. Erfitasas se presentan datos no
transformados.

Modelo: Yinzl.l + G+ Dj + (GXD)J' + O+ Bms+ €ijk
Donde:
K media global

Gi: Efecto del i-ésimo grupo

D;: Efecto del j-esimo dia

(GxD);: Efecto de la interaccion entre el i-ésimo grupal j+ésimo dia (Efecto
de interaccion)

Ok: Efecto del k-ésimo oveja dentro de cada grupo
Bms covarianza medidas sucesivas del mismo animal

€ik: error experimental

La tasa ovulatoria (1, 2 6 3), concepcion (0 o6 drplificidad (1, 2 6 3) y
fecundidad (0 a 3), fueron analizadas medianteradgaimiento Genmod de SAS
(2001) luego de transformar los datos a log, asuoiauna distribucion binomial
(concepcion) 6 multinomial (tasa ovulatoria, pioldad y fecundidad). Los efectos
fijos fueron el grupo (PG y control), el Dia (7, $060) y sus interacciones. Se
considero al inseminador como efecto aleatorio.

Modelo: Yinzl.l + G+ Dj + (GXD)J' ¥ |k+€ijk
Donde:
K media global

Gi: Efecto del i-ésimo grupo

D;: Efecto del j-esimo dia

(GxD);: Efecto de la interaccion entre el i-ésimo grupal j+ésimo dia (Efecto
de interaccion)

I« Efecto del k-ésimo inseminador

€ij: error experimental
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Para el estudio de las pérdidas embrionarias lem®Wueron clasificadas en 10
categorias segun sus parametros reproductivosie]asocon TO= 1, prolificidad al
Dia 30 de gestacion (P30)= 0 y prolificidad al Bade gestacion (P60)= 0; 2) TO=
1, P30=1, P60=0; 3) TO=1, P30=1, P60= 1; 4) POR30= 0, P60=0; 5) TO= 2,
P30= 1, P60= 0; 6) TO= 2, P30= 1, P60=1; 7) TOPZ= 2, P60= 0; 8) TO= 2,
P30= 2, P60= 1; 9) TO= 2, P30= 2, P60= 2; 10) TO+30= 3, P60= 3. Las
Pérdidas reproductivas fueron calculadas comoovags que no tuvieron pérdidas
(Retencion Total -RT-) = igual TO que embrioneslen Dias 30 y 60; pérdidas
embrionarias parciales (PP= mayor TO que embri@megl Dia 30 (PP30) y 60
(PP60)); y pérdidas totales de embriones (PT=TQOlLde 2 y ausencia de los
embriones en los Dias 30 (PT30) 6 60 (PT60)). $sideraron como efectos fijos a
la categoria, grupo y sus interacciones. Todosvédsres son presentados como
medias * error estandar de la media.

Modelo: Yj=p + G+ G + (GXC); + €
Donde:
K: media global

Gi: Efecto del i-ésimo grupo

C;: Efecto del j-ésimo categoria

(GxC);: Efecto de la interaccion entre el i-esimo grupel y-ésimo categoria
(Efecto de interaccion)

€;;: error experimental

Las diferencias fueron consideradas como signiiaatcuando P< 0.05.

6. RESULTADOS

Concentraciones hormonales y desarrollo folicular

La concentracion plasmatica dgfBe inferior en el grupo PG entre el Dia -6
y el Dia 1 (Figura 4; P<0.05); no observandosereiifeéias durante la fase luteal
temprana (Dia 2 a Dia 6) (experimento |, Figurd®#0.05). La evolucion de los
niveles de Pentre los Dias -4 y -2 del grupo PG fue opuestdedlgrupo Control.
Mientras que en el grupo Control los niveles déueron disminuyendo hacia el Dia
0, el grupo PG presento un incremento en sus siviEd? hasta el Dia -2 (Figura 4).
Las concentraciones plasmaticas dadfueron estadisticamente diferentes entre los
grupos los Dias 0, 5, 12 y 17 (Figura 5; P>0.05péeimento ).

Las ovejas del grupo PG presentaron un mayor drarfaicular en la dltima
ecografia (P<0.05); mayor diametro maximo del FPG0(053), y una tendencia a
una mayor tasa de crecimiento (P=0.08) respeagouglo Control (Cuadro Ill). Las
diferencias en diametro del FPO, no estuvieroniadas a una mayor capacidad
esteroidogénica (Figura 4; P>0.05).
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Figura 4. Concentracion de progesterona plasma=—"/ figura inferior) entre los
Dias -6 y 6; crecimiento del foliculo preovulator{===); y concentracién
plasmatica de 1 - estradiol =, figura superior) 48 hs previo a la inseminacion
artificial (Dia 0), en ovejas sincronizadas con dissis de DL-cloprostenol
administradas con una separacion de siete dia®¢pto Synchrovine®=C= -grupo
PG- n= 15) 6 en estro espontane®=(-grupo Control- n= 15). Los valores
presentados corresponden a medias + error estandar.
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Figura 5. Concentracion de progesterona plasmatica en las @(n= 25 / grupo), 5,
12 y 17 (n= 57 / grupo), en ovejas sincronizadas dws dosis de DL-cloprostenol
separadas siete dias (protocolo Synchrovimc=:grupo PG-) 6 en estro espontaneo
(~®= -grupo Control-). Dia 0 = inseminacion artificidlos valores presentados
corresponden a medias * error estandar. * P=0.24

Cuadro lll: Caracteristicas que definen el crecimiento dekditdi preovulatorio

determinado por ecografia transrectal, en ovejag@iizadas con DL-cloprostenol
(dos dosis separadas siete dias, “protocolo Symcla®” -grupo PG- n= 15), y

ovejas en estro espontaneo (grupo Control, n=15).

Foliculo preovulatorio PG Control P

Dia de emergencia -3.0£0.4  -3.0£0.3 0.96
Didmetro a la emergencia (mm) 2.810.1 2.7+0.1 0.26
Dia de maximo diametro 1.8+0.3 1.8+0.3 0.98
Maximo diametro del foliculo preovulatorio (mm) &®5  4.0+0.2  0.053
Diametro en la ultima ecografia (mm) 4.840.4 3.9+0.2  0.04
Tasa de crecimiento (mm/dia) 1.2+0.3 0.7£0.1 0.08
Vida media (dias) 3.0+0.4 2.6:£0.3 0.42

El dia de la emergencia fue analizado retrospeatigate desde el dia de la inseminacion artificial
(Dia 0). Las demas variables que caracterizan ltfo preovulatorio fueron analizadas respecto a
la emergencia como punto de partida. Los datospsesentados como medias + error estandar.

Tasa Ovulatoria, tasa de colecta, fertilizaciémldad embrionaria

Se observd una disminucion de la TO en las oveghgaipo PG (1.37 +
0.58) respecto al Control (1.61 + 0.59; P<0.059)etrexperimento II; pero la
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diferencia no alcanzd significancia estadisticaeerexperimento | (1.53+0.7 vs.
1.79+0.4, grupos PG y Control respectivamente, #530.

La tasa de colecta embrionaria (estructuras calast&€L observados *100)
fue menor (P=0.08) para el grupo PG (39%, 9/23)eet® al grupo Control (64%
16/25). Ambos grupos presentaron una elevada w@$artilizacion (embriones/total
de estructuras embrionarias recuperadas, 93.3%,09

El 80% de las estructuras colectadas corresponmdaembriones de 4,5 a 6,5
dias de edad (morula compacta y blastocito), nasret restante 20% se encontraba
en estadios retrasados al momento del lavado (D& @iclo estral).

En cuanto a la calidad de las estructuras embiasaolectadas, se observa
que el 52% de ellas fueron calificadas como extetea buenas (grado 1y 2) y el
48% restante con defectos morfologicos, degenexadasy retrasadas (grado 3y 4).
El porcentaje de embriones de calidad transfelitddidad 1 y 2 acumulados) fue
mayor pero no estadisticamente diferente en elog@gmntrol respecto al grupo PG
(63 vs. 27 %, P=0.15) (Cuadro IV).

Cuadro IV: Calidad embrionaria subjetiva obtenida en ovejasrenizadas con el
protocolo Synchrovine® (dos dosis de DL-cloprostesgparadas siete dias e IATF,
grupo PG) y ovejas en estro espontaneo (grupo a@nntr

Calidad embrionaria

1 2 3 4 Total embriones
Control (n=15) 7 3 4 2 16
PG (n= 15) 1 2 5 1 9

Calidad embrionaria subjetiva: 1: excelente; 2: boe 3: pobre; 4: degenerado ¢ atrasado. Los
datos son presentados son frecuencias.

Concepcidn, prolificidad y fecundidad

Como se observa en la Cuadro V, la concepcionifipiddd y fecundidad
obtenida en los Dias 30 y 60 fueron inferiores egjas del grupo PG respecto al
grupo Control (P<0.05).

La tasa de concepcion de las ovejas del grupo R&gmostraron (80/130;
61.5%) vs. las que no demostraron comportamientaleé//15; 46.6%; P=0.4) fue
similar. El porcentaje de ovejas del grupo PG qeraaktr6 comportamiento estral al
momento de la IA fue de 86.6%.
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Cuadro V: Concepcién (ovejas gestantes/ovejas inseminadag*300lificidad
(embriones/oveja gestant®) fecundidad (embriones/total de ovejas por grupo),
obtenida en ovejas sincronizadas con dos dosisldeldprostenol separadas siete
dias e IATF (protocolo Synchrovine®; grupo PG) yejas en estro espontaneo
(grupo Control); a los 30 y 60 dias de la insemgraartificial (Dia 0).

Ecografia Dia 30 Ecografia Dia 60
Control PG Control PG
Concepcién  88°%(64/73) 63°(85/135)  85%(62/73) 62°(84/135)
Prolificidad ~ 1.58%(101/64) 1.27°(108/85) 1.50%(93/62) 1.25°(105/84)
Fecundidad 1.38%(101/73) 0.8°(108/135) 1.27%(93/73) 0.78°(105/135)

vs.” P<0.05. Los datos de concepcion son presentado® porcentaje; prolificidad y fecundidad
son presentados como medias.

a

Las pérdidas reproductivas totales (TO vs. praliid al Dia 60 de
gestacion) fueron similares entre ambos gruposntieirel periodo de estudio. No
obstante, existié una tendencia a mayores péreiadsionarias totales al Dia 30 en
el grupo PG (P=0.08; Cuadro VI). No se encontraddierencias significativas
cuando comparamos las pérdidas reproductivas deatdgracada grupo en los
diferentes momentos de evaluacion (entre los D&80J y 7 a 60, P>0.05) (Cuadro
VI). Sin embargo, se identific6 una pérdida totgperior de gestaciones dobles al
Dia 30 en el grupo PG (8/23 vs. 4/41, PG vs. Coregpectivamente; P<0.05).

Las pérdidas reproductivas ocurridas entre los Rias 30 de gestacion,
evaluadas como ovejas con P4 alta al Dia 17 pergestantes al Dia 30, fueron
similares para el grupo PG (2.7 % (1/37)) y el gr@montrol (4.1 % (2/49); P>0.05).
En el mismo sentido, la magnitud de la disminu@énla tasa de concepcion entre
los Dias 30 y 60 fue similar entre grupos (1.6% 8%, PG vs. Control
respectivamente; Cuadro V).

Cuadro VI: Pérdidas reproductivas en frecuencias y en poleefgatre paréntesis),
en ovejas sincronizadas con DL- cloprostenol (dosisdadministradas con una
separacion de siete dias e IATF; protocolo Syncéhe®, grupo PG) y ovejas en
estro espontaneo (grupo Control).

PP30 PP30-PT60 PP60 PT30 PT60 PT
Control (n=57)  11(19) 1(2) 47y  8(14)* 0(0) 24(42)
PG (n=57) 7(12) 0(0) 1(2) 18(32)Y 1(2) 27(47)

*vs.Y; P = 0.08. PP (pérdidas reproductivas parciales)mmayor TO que embriones a los Dias 30
(PP30) y 60 (PP60), 6 disminucion en el nimero mbrones/fetos entre Dia 30 a Dia 60 (PP 30 -
PT60); PT (pérdidas reproductivas totales) = TOMe 6 3 y ausencia de embriones / fetos en Dia
30 (PT30) 6 60(PT60).
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Tono Uterino

Las ovejas del grupo PG (2.1 0.04) tuvieron un otonterino
significativamente mas bajo respecto a las ovegsgdupo Control (2.3 +0.04;
P<0.05).

7. DISCUSION

La hipotesis de que la sincronizacidon de estros &bn Protocolo
Synchrovine® no generaria disminucion de la TOp @rdisminuiria la capacidad
esteroidogénica del FPO, y la produccién depér el nuevo CL; generando una
menor calidad embrionaria y determinando mayoredigés reproductivas respecto
a ovejas en estro espontaneo, no fue aceptadainteorizacion de estros con
PGF2x indujo una reduccion en los niveles plasméaticoPddurante el desarrollo
del FPO, afectando su tasa de crecimiento y diamfatal, determinando una
reduccion en la TO. Ademas, las ovejas del grup@ieS&entaron menor concepcion,
prolificidad y fecundidad, siendo las pérdidas ogjpictivas similares respecto a
ovejas en estro espontaneo.

En el presente estudio, las ovejas del grupo P&eptaron una disminucion
en la TO comparada con ovejas en estro espontagrapo( Control). Nuestros
hallazgos no coinciden con los reportados por Htorgtet al. (1995), quienes
observaron que la TO no se alteraba con la utitmade un protocolo de una dosis
de PGFa (dos inyecciones administradas con una separat@otres hs). Se ha
descrito que la luteolisis inducida por la PGK®dria afectar el ritmo endégeno de
la FSH, alterando las caracteristicas de los fllécdesde su origen (Barrett et al.
2002; Liu et al. 2006). Barrett et al. (2002), ddmn que 30% de las ovulaciones
inducidas por un protocolo de doble dosis de RGR@ fueron seguidas por la
formacion de un nuevo CL, cuando la primera dastsaidministrada en la fase luteal
temprana. Rubianes et al. (2003) determinaron quprotocolo de doble dosis de
PGF2. efectivamente induce la ovulacién, la cual fueedainada mediante la
desaparicion del foliculo ovulatorio. Sin embargstos autores no evaluaron la TO a
través del niumero de CLs desarrollados posteritar avulacion. En el presente
trabajo la TO fue determinada mediante la evaludi& nimero de CLs presentes
siete dias luego de la IA, y los FPOs fueron ewllaaetrospectivamente desde la
tltima ecografia hacia el dia de la emergenciasioealisefio no permite descartar
la posibilidad de un patrén de FSH alterado queahafgctado el reclutamiento
folicular, la sensibilidad del foliculo a la LH @ kxistencia de un pico alterado de
LH que haya afectado la ovulacion y formacion dekwo CL. Sin embargo,
podemos relacionar la menor TO con el perfil deianeento del FPO.

El FPO de las ovejas del grupo PG crecid0 mas rapidlcanzdé un mayor
diametro final. Estos resultados estan en contreiposcon reportes previos donde
describen un tamafo similar (Nephew et al. 199Xhemor (Houghton et al. 1995)
de los foliculos ovulatorios de ovejas sincronizadan PGF2. Es conocido que un
foliculo de mayor tamafio produce mayores cantiddée®, generando una mayor
inhibicion de los niveles de FSH, lo cual reducedpacidad de otros foliculos de
llegar al estado de preovulatorio, (Baird 1983;Zoat al. 1997; 1998); ejerciendo
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un mayor efecto de dominancia sobre los otros & de la misma onda de
desarrollo, y determinando una reduccion en la ecumtulatoria (Baird 1983).
Ademas, la fase final de crecimiento de los fobisutlepende de la frecuencia de
pulsos de LH, la cual es regulada por los niveteB,dA pesar de que los niveles de
LH no fueron evaluados en éste trabajo, los bajeles de B observados podrian
explicar indirectamente el mayor desarrollo del F#tQas ovejas sincronizadas con
PGF2.

Se ha descrito que foliculos que se desarrollan asrbientes con
concentraciones sub-luteales de 98n mas grandes, su vida media es mayor y
producen mas E(Sirois & Fortune, 1990; Stock & Fortune 1993; dés et al.
1999; 2001). Sin embargo, el mayor diametro del EB@as ovejas del grupo PG no
estuvo asociado a mayores concentraciones plasmatie & Posiblemente la
frecuencia de sangrado no fue la adecuada panarilede las concentraciones de E
con exactitud. Por otro lado, las ovejas del grB@mostraron menor tono uterino
al momento de la IA respecto a ovejas del grupoti@brresultado que podria ser
explicado por los hallazgos de White et al. (198t)enes observaron que foliculos
inducidos a ovular luego de una PG@HR2roducen menosE Para dilucidar esta
aparente contradiccién son necesarios trabajogieoflaumentando la frecuencia de
sangrados para medir las concentraciones circglamée i, y estudios a nivel
folicular para evaluar su capacidad esteroidogénycasensibilidad a las
gonadotrofinas.

Las ovejas sincronizadas con PG@K8rupo PG) presentaron menores niveles
de R, durante la fase de crecimiento del FPO, y losilpsrtle B fueron opuestos a
los del grupo Control. Es sabido que la primer amhelaesarrollo folicular emerge en
un ambiente donde las concentraciones gdeskn incrementandose (Ginther et al.
1995; Bartlewski et al. 1999a, b; Evans et al. 208 ambiente hormonal fue
opuesto para las ovejas del grupo Control, ya guensontraban en fase luteal
tardia; etapa en la que se inicia un proceso dmimigion de la P circulante
(Ginther et al. 1995; Evans et al. 2000). Laéyula la frecuencia de pulsos de LH,
que es clave en las etapas finales de -crecimientanagluracion folicular
(Acritopoulou et al. 1977; Parfet et al. 1989; Bawski et al. 2000). Sugerimos que
los bajos niveles desRnducidos por la sincronizacién con P@H2avorecieron el
desarrollo de un solo foliculo, opuesto a la situaen las ovejas del grupo Control.

El presente experimento confirma que la luteolisducida determind la
formacion de un CL con vida media y capacidad delycir B, normales; resultados
previamente reportados por Acritopoulou et al. {d9pero opuestos a lo observado
por White et al. (1987) y Liu et al. (2006). Sintmargo, Bartlewski et al. (1999b, c,
d) sefalan que CLs normales y alterados puedenistioeen diferentes ovarios 6
dentro del mismo ovario en la oveja. En el presexperimento, los niveles
plasmaticos de FAdurante la fase luteal temprana fueron similaréseegrupos. Por
lo tanto, si coexistieran CL normales y alteradesp no afecta la concentracion
promedio de Ppor oveja, y por lo tanto no seria el origen deligds reproductivas
cuando las ovejas son sincronizadas con RGF2

La concepcidn obtenida por las ovejas sincronizadasPGFa fue inferior

respecto a ovejas en estro espontaneo. Bajas ¢mamienes de Pdurante la fase
luteal del ciclo estral previo al servicio (Folmanhal. 1973), y en el periodo peri —
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ovulatorio (Dia 0 y 1; Ashworth et al. 1989), haaosasociadas a disminucion de la
fertilidad, lo cual concuerda con los perfiles homales observados en éste estudio.
Se podria especular que la baja fertilidad de sv&jacronizadas con PG odria
deberse a que muchas fueron inseminadas a tiefppa@rites de que manifestaran
comportamiento estral. Sin embargo, en concordarmiareportes previos (Olivera
et al. 2004b; Rubianes et al. 2004), las ovejagnmsadas a tiempo fijjo que
manifestaron o no estro, tuvieron una tasa de Ean@e similar.

La menor prolificidad en los Dias 30 y 60 de geétambtenida en éste
experimento por el grupo PG respecto al grupo ©bntoincide con reportes
previos (Forichi et al. 2004); y se explica porbl@a TO y la mayor pérdida de
mellizos observados en el grupo PG. Consideranddaguniveles plasmaticos dg P
en el periodo peri - ovulatorio, estan positivareeasociados a la sobrevivencia
embrionaria (Ashworth et al. 1989), es posible lpgebajos niveles en el grupo PG
expliquen las mayores pérdidas de mellizos. En syatas foliculos que se
desarrollan en un ambiente de bajos niveles devBlan un oocito que tiene la
capacidad de ser fertilizado, pero el desarrollbrenario es alterado, resultando en
una menor fertilidad al Dia 35 luego de la IA (@Gfston & Ploen, 1986). Sin
embargo, los resultados de prolificidad estan enraposicion con los obtenidos por
Fierro et al. (2007), quienes obtuvieron una preaibd similar al grupo Control. Los
mencionados resultados podrian estar determinawtosl fbiotipo utilizado en esos
experimentos. Mientras en el presente trabajo jpgmealizados por Forichi et al.
(2004), se utilizaron ovejas raza Corriedale y aveporriedale cruza con biotipos
carniceros, respectivamente; Fierro et al. (200)zaron ovejas raza Merino
Australiano. Quizas la depresion en TO sea evidema@do la PGF2se utiliza en
razas y/o biotipos con TO potencialmente mayor.

En el presente estudio, la calidad de los embriaitenidos 7 dias pos-
ovulacion no fue afectada por el tratamiento cof-RGresultados que concuerdan
con los obtenidos por Trounson et al. (1976). &ibargo, los mencionados autores
evaluaron embriones obtenidos por tratamientos agariaban PGRk2y eCG,
respecto a ovejas tratadas solo con RGFEn un grupo de ovejas en estro
espontaneo. Cabe destacar que en este experimectbestd un bajo nimero de
embriones, lo que disminuye la probabilidad de etreo diferencias significativas.
Ademas, las ovejas del grupo PG perdieron mas aeses dobles al Dia 30,
comparadas con las ovejas del grupo Control. Eetopermite especular que la
capacidad de desarrollo de esos embriones podrerdealterado luego del Dia 7,
independientemente de la existencia de nivelepé&mios de Pen los Dias 12 y 17,
gue haya provocado fallas en el reconocimiento matde la gestacion (deNicolo et
al. 2009).

La menor tasa de colecta embrionaria en ovejasssiizadas con PG ha sido
reportada previamente por Schiewe et al. (1990)engs la asocian con la
generacion de CLs que regresan tempranamente. barni@sa de recuperacion
podria también estar relacionada con el menor tw@no observado en las ovejas
sincronizadas con PGE2 Si la contractilidad del oviducto esta igualmente
disminuida, podria determinar fallas en el transpde los oocitos, y/o semen y/o
embriones hacia el utero (Barriere et al. 2002)a Explicacion alternativa, es que
en las ovejas del grupo Control se recuperaron endsriones porque la TO fue
superior (Ramon et al. 1991). Si asumimos que fobrienes recuperados y las
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estructuras no recuperadas mantuvieron la misraadgertilizacion, entonces ésta
fue similar entre grupos, resultados que no comlaurecon reportes previos (Boland
et al. 1978a, b). Dado que el disefio experimemtasel adecuado para extraer una
conclusion al respecto, se requieren mas estudializando lavados del oviducto en
diferentes momentos desde la ovulacion al Dia g @@aluar las causas de la menor
tasa de concepcion en ovejas sincronizadas con®GF2

8. CONCLUSIONES

Las pérdidas reproductivas en ovejas sincronizadas dos dosis de PG&2
administradas en un intervalo de siete dias e imselas a tiempo fijo (protocolo
Synchrovine®), estuvieron asociadas a un ambietégno dominado por bajas
concentraciones de;Rlurante el periodo de crecimiento del foliculoopreatorio,
determinando una mayor tasa de crecimiento y mdigonetro de ese foliculo. Estos
hallazgos se asociaron con una menor TO, concepmiodlificidad y fecundidad. La
sincronizacion con PGl2no aumentd las pérdidas reproductivas desde lzabta
el Dia 60.
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