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Introduccion

La presente contribucion ha sido preparada sobre la base de informacién nacional e
internacional a los efectos del dictado del curso de Teriogenologia, Biotecnologia de la
Reproduccion y Produccion de ovinos y caprinos que se desarrollan en la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata y para divulgar los conceptos que se
vierten sobre reproduccidon que puedan resultar de interés a productores, estudiantes de
escuelas agrotécnicas y estudiantes universitarios de carreras afines al sector agropecuario.
Esta obra abarca el tratamiento de la regulacién neuroendécrina del sistema reproductivo como
herramienta esencial para comprender los métodos bioldégicos y artificiales de intervencion
sobre la fisiologia reproductiva de la hembra, particularmente la sincronizacion de celos y la
induccién de la ovulacion y su asociacion a los procedimientos de inseminacion artificial, asi
como la descripcidn de esta ultima técnica.

A pesar de que el desarrollo inicial de ambas biotecnologias reproductivas data de décadas,
no dejan de realizarse investigaciones en pos de mejorarlas e incrementar su efectividad y es

nuestro objetivo describir en forma sintética los avances logrados.
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CAPITULO 1
Fisiologia de la reproduccion

Andrés Telésforo Soto y Maria Verano Gomez

Generalidades

Los ovinos y los caprinos son considerados animales poliéstricos estacionales de fotoperiodo
negativo; distinguiéndose una época o estacion reproductiva, una estaciéon no reproductiva o
contraestacion y dos estaciones de transicion.

El patrén reproductivo anual de estas especies es regulado por la melatonina, la cual es
liberada por la glandula pineal como respuesta a la percepcién de horas de luz/oscuridad. El
patrén de sintesis y liberacion obedece a un ritmo circardiano y circunanual donde la
melatonina se incrementa con la disminucion de las horas luz y actua en la regién hipotalamica
sobre la liberacion del factor de liberacién de gonadotrofinas (GnRH) bajo un mecanismo de
tipo indirecto inhibiendo a las neuronas GnlH. La estacion reproductiva se extiende, en la
mayoria de las razas ovinas y caprinas, desde mediados del verano a principios del invierno y
es la época en donde se presentan ciclos estrales regulares acompafados de ovulacién. Sin
embargo, dependiendo de diversos factores como la latitud, la raza, el estado nutricional y
categoria animal, la estaciéon reproductiva puede extenderse en el tiempo e inclusive los
pequefios rumiantes pueden comportarse como animales poliéstricos continuos, aunque
siempre la mayor actividad sexual sera en el otofio. La contraestacion reproductiva se
caracteriza por la disminucién o la ausencia de actividad sexual en el rodeo y los animales
carecen de ciclos estrales, foliculos ovulatorios y ovulaciones. La transicién entre la
contraestacion y la época reproductiva se caracteriza por una ciclicidad irregular de la majada o
el hato. Durante esta época se observan animales que presentan ciclos estrales cortos, cuya
duracién generalmente es de 5 a 7 dias, en anestro y algunas hembras presentaran ciclos

regulares.

Regulacion neuroendocrina

El ciclo estral ovino esta regulado por el eje hipotalamo-hipofisario-gonadal, el cual es
estimulado por la cantidad de horas luz diaria. Las variaciones en la intensidad y cantidad de

horas luz (estimulo fisico) son captadas por la retina, donde ese estimulo fisico es
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transformado en una sefal quimica (neurotransmisores), y redirigida a través del nervio 6ptico,
tracto retinohipotalamico, hacia el nucleo supraquiasmatico, luego al ganglio cervical superior
cuyas neuronas postganglionares realizan sinapsis con neuronas inhibidoras, quienes toman
contacto con los pinealocitos de la epifisis, en donde el mensaje nervioso actia modulando la
sintesis de la melatonina. La accion inhibitoria sobre los pinealocitos disminuye durante las
horas de oscuridad, permitiendo la sintesis y liberacién de melatonina, lo que provoca un

aumento en la produccién y secrecion de GnRH (Figura 1.1), lo cual lo haria a través de la

modulacién de la expresion de la hormona inhibitoria de gonadotrofina (GnlH).

Figura 1.1

Fotoperiodo y regulacion neuroendocrina en la oveja
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El factor de inhibicion de gonadotrofinas (GnlH) es un péptido sintetizado por neuronas
hipotalamicas involucrado en los mecanismos de regulacion de la sintesis de gonadotrofinas,
de la conducta y procesos autonémicos. Su funcion es inhibir la secrecién de gonadotrofinas al
disminuir la actividad de las neuronas GnRH y al ejercer una regulacion directa sobre la sintesis
y secrecién de gonadotrofinas hipofisarias, tanto en ovinos como en los caprinos. En los ovinos,
las neuronas GnlH se distribuyen principalmente en el area dorso medial hipotalamica y en el
nucleo paraventricular y sus fibras se distribuyen en el area predptica y area septal medial
hipotalamica, coincidiendo con areas de alta concentracion de neuronas GnRH, y en la
eminencia media, coincidiendo con una densa red de fibras GnRH vinculada estrechamente
con el sistema porta hipofisiario. Las neuronas GnlH también se vinculan con otros tipos
neuronales como neuronas oxitécicas, DOPA, pro-opiomelanocortin, factor liberador de
corticotrofina y kisspeptinas, lo cual crea un complejo sistema regulatorio neuroendocrino que

modula la respuesta reproductiva (Figura 1.2).

Figura 1.2

Modelo esquematico de la regulacién neuroenddcrina melatonina-GnlH-GnRH en el hipotalamo
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Nota. Las neuronas GnlH proyectan sus axones hacia las neuronas GnRH y a la eminencia
media. Los receptores GnlH se encuentran en las neuronas GnRH y en el gonadotrofo. La

GnlH inhibe la actividad de las neuronas GnRH y gonadotréfica de la hipofisis. La GnIH
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también regula la actividad de las neuronas GnRH a través de su accion sobre las neuronas
Kiss y proyectan sus fibras hacia otros tipos neuronales (dopamina, pro-opiomelanocortina
(POMC), factor liberador de corticotrofina [CRH]). La expresién de GnlH es regulada por la
melatonina, Ez y situaciones de stress ya que las neuronas GnlH expresan receptores a
melatonina (Mel-R),glucocorticoides (GC-R) y de estrégenos ([ERa] (Adaptado de Karsch
(1984), Malpeaux et al (2006), y Gémez; MV y Soto, AT (2020)

Las neuronas GnlH del nudcleo paraventricular hipotalamico expresan receptores a
melatonina por lo cual esta hormona actuaria directamente a través de su receptor en la
induccién de la expresion de GnlH. En mamiferos cuya actividad reproductiva se encuentra
regulada por el fotoperiodo, se constataron variaciones estacionales en el nimero de células
GnlH y en la expresion de GnlH cuando fueron sometidos a cambios en el nimero de horas luz
0 a la aplicacion de melatonina exdégena. En los ovinos, durante la época reproductiva, se
produce un incremento en la secrecién de melatonina que inhibe la expresién de GnlH. En
cambio, durante la contraestacion reproductiva, la GnlH se incrementa en el sistema porta
hipofisiario lo cual coincide con el hallazgo de que las fibras GnlH se disponen en una densa
red en la eminencia media. Ademas, las neuronas GnlH tienen receptores de 17( estradiol (Ez),
al igual que las neuronas Kiss, por lo cual estas neuronas responderian a la accion de esta
hormona induciendo una respuesta sobre las neuronas GnRH. En mamiferos
reproductivamente estacionales, los patrones de expresion de GnlH y sus correspondientes
receptores en el hipotalamo varian a lo largo del ciclo estral, siendo su maxima expresion
durante el diestro y su menor expresion en el estro.

La GnRH es un péptido sintetizado por neuronas hipotaldmicas que estimulan la sintesis de
gonadotrofinas y regula la conducta reproductiva. Las neuronas GnRH se disponen en forma
aislada o formando pequefios grupos en la parte ventral del hipotalamo, desde las areas
septales hasta la parte anterior de la region infundibular de los rumiantes. La mayor
concentracion de somas neuronales GnRH se halla en el area preoptica y en el area medial
predptica. Sus fibras neuronales se distribuyen en dos vias principales. Una via recorre la
pared del tercer ventriculo hacia el infundibulo atravesando sucesivamente los nucleos
periventricular, paraventricular y arcuato, los cuales son nucleos compartidos con neuronas y
fiboras GnlH, y la otra via esta conformada por la mayor parte de las fibras, las cuales
descienden hacia la eminencia media y forman una densa red que rodea los capilares primarios
del sistema porta-hipofisiario llegando en parte hasta el tallo de la pituitaria en contacto con las
células de la parte intermedia de la glandula hipdfisis (Imagen 1.1). La concentracion de fibras
inmunorreactivas a GnRH presentes en la eminencia media varia en diferentes estadios
fisiologicos (lactancia/seca), durante la época reproductiva (ciclicas y anéstricas) y el ciclo

estral (diestro y ovulacion).
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S —rasse s e Eesrd 2= _. Sk e ma s B
Nota. A) zona inmunoreactiva de fibras y GnRH libre (coloracién marrén) en la eminencia media
(EM) en contacto con la hipdfisis (40X) B) fibras y GNRH-ir libre en la eminencia media (EM) en
contacto con los vasos sanguineos del sistema porta hipofisiario (100X). Los asteristicos

indican vasos sanguineos (Soto, A.T. 2011).

Ciclo estral

El ciclo estral de la oveja tiene una duracion media de 17d +2 dias y de 21 £3 dias en la
cabra. La cabra de Angora generalmente tiene un ciclo de menor duracion, de 19d 1 dias. En
ambas especies, se considera fisioldgica la presencia de ciclos estrales cortos cuya duracion
es menor a 14 dias, presentando generalmente un rango de duracion entre 5 a 10 dias. Los
ciclos estrales cortos se presentan durante la transicion hacia la época reproductiva como
también, en mayor o menor medida, luego de efectuarse el efecto macho y en los procesos
artificiales de sincronizacion de celos. La proporcion en el nimero de hembras que presentan
estos ciclos cortos esta influenciada por el estado nutricional.

El ciclo estral, en ambas especies, comprende una fase lutea, que se extiende desde la
ovulacién hasta la lutedlisis, y otra folicular que comprende el periodo entre la lutedlisis y la
ovulacién durante el estro.

El celo o estro dura entre 24 y 38 horas en las hembras ovinas y hasta 48 horas en las
hembras caprinas. La duracién e intensidad del celo son menores tanto en las borregas como
en las cabrillas, La sintomatologia del celo en ambas especies es poco notable a los fines
practicos e inespecifica. En ambas especies se presenta edema y eritema vulvar, asi como una
escasa cantidad de flujo. Ademas, en la especie caprina, podemos observar un incremento en
la frecuencia de los movimientos de la cola y un bajo porcentaje (£3%) que se montan entre
ellas. En ambas especies, las hembras que se encuentran en celo suelen estar en las
cercanias o rodeando a un macho, lo cual es mas notable en la especie caprina. Dada las
caracteristicas estrales planteadas en ambas especies, y particularmente en las hembras

ovinas, al carecer de sintomatologia estral especifica, se considera a los fines practicos que

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS | UNLP 10



REPRODUCCION EN OVINOS Y CAPRINOS — A. TELESFORO SOTO — M. VERANO GOMEZ — C.A. SEILLANT

carecen de sintomatologia estral, por lo cual seria necesario la utilizacion de machos retajos
para identificar a las hembras en celo.

La ovulacion ocurre hacia el final del estro, aproximadamente 8 horas antes de su
finalizacién. La tasa de ovulacion varia entre 1 a 3 ovocitos por ciclo estral de acuerdo a la
condicién corporal, la raza y cruzas, la estacion del afio y la presencia de genes prolificos como

el gen Booroola entre otros.

Regulacién endécrina del ciclo estral

La sintesis y secrecion de gonadotrofinas es controlada a través de dos centros neuronales
GnRH ubicados en el hipotalamo, el centro tonico y el centro ciclico o preovulatorio. El centro
ténico, conformado principalmente por el nudcleo ventromedial y el arcuato, libera GnRH en
forma pulsatil. Estos pulsos constantes y de baja amplitud (5pg/ml) estimulan la liberacién de
pulsos de baja amplitud de la hormona luteinizante (LH). El centro ciclico, formado
principalmente por el nucleo supraquiasmatico y las areas preodptica, medial predptica e
hipotalamica anterior, produce la liberacién de concentraciones basales de GnRH hasta que
recibe el estimulo positivo apropiado que provoca pulsos de liberacion de GnRH de elevada
amplitud y frecuencia en un corto periodo de tiempo. Durante el inicio de la fase folicular
(proestro), la hormona foliculo estimulante (FSH) y la LH se incrementan debido a la liberacién
de GnRH. La FSH y la LH actuan en el ovario estimulado el crecimiento y desarrollo folicular y
la produccion de Ez por parte de los foliculos. Durante el estro, se incrementa la sintesis Ez e
inhibina por parte del foliculo dominante lo cual provoca la disminucion en la sintesis y
liberacion de FSH. El incremento en la sintesis y liberaciéon de E2 y las concentraciones basales
de progesterona (P4) conforman el estimulo necesario para desencadenar el incremento en la
frecuencia de pulsos de sintesis y liberacién de GnRH 14 horas previas a la ovulacion. El pico
preovulatorio de GnRH provocara el consecuente pico preovulatorio de LH y la ovulacion
(Figura 1.3 A). Luego de la ovulacion, el foliculo comienza a llenarse de sangre
transformandose en cuerpo hemorragico el cual desarrolla a cuerpo liteo a través del proceso
de luteinizacion por la accion de la LH sobre las células de la teca interna y de la granulosa del
foliculo ovulatorio. Las células de la teca interna desarrollan a células luteales pequefias y las
de la granulosa a células luteales grandes. Ambos tipos celulares sintetizan y secretan Pa,
diferencidndose en que las células luteales grandes producen la mayor cantidad de P4y no son
sensibles a la LH (Figura 1.3 B).

La P4 ejerce un efecto inhibitorio sobre el eje hipotalamico-hipofisiario, inhibiendo la sintesis
y secrecion de GnRH, FSH y LH y regula la expresiéon de receptores involucrados en la
regulacion del ciclo estral y en la secreciéon de prostaglandina F2a (PGF). La P4 es la hormona
responsable de la preparacion uterina para la implantacion del embrién, asi como del
mantenimiento de la gestacién y del desarrollo mamario previo al parto. Al final de la fase luteal,

de estar presente un embridn, éste sintetizara interferon tau el cual inhibe la sintesis uterina de
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PGF. De no producirse esta sefial embrionaria se desencadenara el proceso luteolitico (Figura
1.4 Ay B).

Figura 1.3

OVARIO TROMPAS OVARIO TROMPAS
UTERINAS UTERINAS

Nota. A) Representacién esquematica del momento ovulatorio y post ovulatorio. El periodo se
caracteriza por una alta concentracion plasmatica de estroégenos y una baja concentracion de
progesterona. Inmediatamente al proceso de ovulacion se inicia una nueva onda folicular y el
ovocito comienza a transitar las trompas uterinas para su fertilizacion. B) Representacion
esquematica del periodo inicial de la fase lutea en la cual se forma el cuerpo hemorragico
seguido de su transformacion en cuerpo luteo con el consecuente incremento en la sintesis y
liberacion de P4. Paralelamente se produce el proceso de fertilizacion y primeros estadios

embrionarios en las trompas uterinas (Soto, A.T. 2020).

Figura 1.4
Representacion esquematica del periodo final de la fase lutea
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Nota. A) En caso de la existencia de un embrién viable, el mismo sintetizara interferén tau el
cual inhibira el complejo de liberacion de prostaglandina F2a y la persistencia del cuerpo luteo.
B) Debido a la inexistencia de un embrién, y por ende la ausencia de interferén tau, se
desencadena el proceso de sintesis y liberacion de prostaglandina Fza y la regresion del

cuerpo luteo (Soto, A.T.).
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La lutedlisis es un proceso irreversible por medio del cual el cuerpo luteo pierde su
funcionalidad, degenera y las concentraciones sanguineas de P4 caen abruptamente. La
lutedlisis se compone de dos fases de regresion, una funcional y otra estructural. La fase de
regresion funcional corresponde a la disminucién en la sintesis y secrecién de P4 y ocurre antes
que la fase de regresiéon estructural. La fase de regresion estructural se caracteriza por la
apoptosis de células luteales con disminucion del tamano del cuerpo luteo. Las hormonas que
controlan el mecanismo de lutedlisis son la P4, los Ez, la oxitocina luteal y la PGF uterina. La P4
previene la lutedlisis hasta el dia 10-12 del ciclo estral momento en el cual pierde la habilidad
de bloquear la formacion de receptores de oxitocina en el utero, y por ende los E: sintetizados
por el foliculo promueven el desarrollo de receptores oxitdcicos en el Utero. La oxitocina
hipotalamica y luteal se acopla a su receptor endometrial y activa un complejo enzimatico
(fosfolipasa A2, COX-2 peroxidasa y PGF-sintetasa) que provoca la sintesis de PGF a partir del
acido araquidonico. La PGF difunde desde la vena uterina a la arteria ovarica a través de un
mecanismo de contracorriente en cantidades suficientes para inducir la lutedlisis (Figura 1.5).
Este transporte local es necesario y de suma importancia, ya que los en los pulmones de los
ovinos se metaboliza el 99% de la PGF a metabolito inactivo. La PGF produciria la lutedlisis a
través de tres mecanismos de accién. Por un lado, actuaria sobre las células luteales grandes
activando la fosfolipasa C, el sistema de proteina quinasa C y la sintesis de PGF a través de la
via PGF endoperdéxido sintetasa, dando como resultado un incremento en la produccién de
PGF luteal. EI segundo mecanismo de accion se relaciona con la reduccién de la
esteroideogénesis ya que ejerce su accion sobre las células endoteliales del CL que liberan
endotelina, la cual actua sobre las células luteales grandes inhibiendo la sintesis de P4. Por
ultimo, la accion vasoconstrictora sumatoria de la PGF y la endotelina 1 resulta en la apoptosis
de las células luteales lo cual facilita la regresion del cuerpo luteo, comenzando de esta manera
un nuevo ciclo estral.

En sintesis, el ciclo estral esta regulado por el eje hipotalamo-hipdfisis-gonadal. En el
hipotalamo se halla un grupo neuronal que sintetiza GnRH la que actua sobre células
adenohipofisiarias estimulando la sintesis y liberacién FSH y LH. Ambas hormonas tienen como
tejido blanco al ovario, en donde actian sobre el crecimiento y desarrollo folicular. El foliculo
dominante sintetiza y secreta principalmente inhibina y E2; esta ultima hormona ejerce una
retroalimentacion positiva sobre el hipotalamo y la hipdfisis, produciendo una mayor secrecion
de FSH y LH. De no existir inhibiciéon por la P4, ocurre la maduracion completa del foliculo, se
produce la maxima concentracion de E: y el pico pre-ovulatorio de LH, y la posterior ovulacion.
En el sitio ovulatorio se forma el cuerpo hemorragico y luego de un proceso de transformacién
celular el cuerpo luteo, el cual sintetiza y secreta P4. Esta hormona ejerce un efecto inhibitorio
sobre el eje hipotalamico-hipofisiario, afectando la secrecion de GnRH, FSH y LH. En caso de
que no ocurra la fecundacion, el cuerpo luteo sufrira la regresion hacia el final de la fase luteal
(lutedlisis) por accién de la PGF endometrial, comenzando de esta manera un nuevo ciclo

estral.
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Figura 1.5
Representacion esquematica del mecanismo de sintesis de PGF2a uterina
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Nota. La P4 previene la lutedlisis hasta el dia 10-12 del ciclo estral momento en el cual pierde la
habilidad de bloquear la formacion de receptores de oxitocina (ROx) en el Utero, y por ende los
E2 sintetizados por el foliculo promueven el desarrollo de ROx en el utero. La oxitocina se
acopla a su receptor endometrial y activa un complejo enzimatico que provoca la sintesis de
PGF2a a partir del acido araquidénico (Soto, AT y Gémez, MV 2020).

Dinamica folicular

El crecimiento folicular ocurre a través de un patrén de ondas de crecimiento y regresion, de
manera similar a lo que ocurre en bovinos.

Una onda folicular se define como la emergencia de un grupo de foliculos antrales de 2-
3mm de diametro, de los cuales uno o mas alcanzan un diametro de = 5mm. El nimero de
ondas por ciclo estral varia entre 2 y 3 en los ovinos y de 3 a 5 ondas en los caprinos. En el
desarrollo de esta onda folicular se distinguen tres etapas: el reclutamiento, la seleccién y la
dominancia. Este desarrollo folicular tiene una duracion de 5 a 7 dias en ambas especies.

La onda folicular esta regulada por la acciéon de las gonadotrofinas, siendo la FSH quien
domina la etapa de reclutamiento y la LH la etapa de la dominancia, y ambas durante el
proceso de seleccion. En cada onda de crecimiento folicular, los foliculos =2 2mm se desarrollan
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a partir de un pool donde algunos contindan su crecimiento y otros se atresian. Finalmente 1 a

3 foliculos llegan como foliculos dominantes. En caso de que la P4 esté ejerciendo su accion,

los foliculos dominantes se atresian. En cambio, si pertenecen a la ultima onda folicular y al no

encontrarse la inhibicion por la accion de la P4, los foliculos dominantes ovulan (Figura 1.6).

La dinamica folicular ha sido demostrada durante el ciclo interovulatorio, en el anestro

estacional, en la gestacion y el pueperio, durante el inicio de la estacion reproductiva y durante

el periodo de transicion que ocurre desde la finalizacion de la época reproductiva al anestro

estacional.

Figura 1.6

Desarrollo folicular y patrones hormonales durante el ciclo estral ovino
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Nota. (Adaptado de Simonetti, 2012)

Las principales caracteristicas del desarrollo folicular son:

>
>

al menos un foliculo de 2 5mm de diametro se presenta en cada onda folicular.

el crecimiento del foliculo mayor de cada onda ocurre durante 5-7 d, con una tasa
de crecimiento aproximada a 1mm/d,

el diametro maximo del foliculo mayor de cada onda difiere entre ondas foliculares,
a medida que transcurre la fase luteal, aumenta la concentracion sérica de P4 lo
que provoca que el diametro maximo del foliculo de mayor tamafo sea menor; que
el recambio folicular se vea favorecido y que el intervalo entre ondas sea mas corto

que durante la fase luteal temprana,

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS | UNLP 15



REPRODUCCION EN OVINOS Y CAPRINOS — A. TELESFORO SOTO — M. VERANO GOMEZ — C.A. SEILLANT

» la mayoria de los foliculos que ovulan son aquéllos que presentaban el mayor
didmetro el dia que se produjo la lutedlisis,

» en la mayoria de las ovulaciones multiples, los foliculos ovulatorios provienen de la
misma onda folicular

» las ovulaciones multiples ocurren en un rango menor a 12 h.

El conocimiento de la regulacion endécrina del ciclo estral asi como de la dinamica folicular
y del proceso de ovulacién es indispensable para la comprension de los fundamentos de los

esquemas de sincronizacién de celos e induccion de la ovulacién.
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CAPITULO 2
Sincronizacion de celos e induccion de la
ovulacion

Maria Verano Gomez y Andrés Telésforo Soto

Generalidades

La intervencion en la fisiologia reproductiva, tanto en ovinos y caprinos, se puede llevar a
cabo tanto con métodos bioldgicos, fisicos o farmacologicos o bien combinaciones de los
mismos. Si bien, los procesos de intervencion sobre la fisiologia reproductiva de las hembras
de pequefios rumiantes se pueden llevar a cabo por cualquiera de esos métodos, no todos
tienen el mismo efecto, la misma efectividad y practicidad de uso, siendo el control hormonal de
la reproduccion el método mas utilizado (Tabla 2.1). A través de la administraciéon de hormonas
se puede controlar o modificar diferentes aspectos de la fisiologia de las hembras de los
pequefios rumiantes. Hormonalmente, podemos intervenir sobre la época reproductiva,
tratando de obtener un adelantamiento de la estacién reproductiva y por ende que la misma
tenga una mayor duracidén en el tiempo, e intervenir sobre la duracién del ciclo estral,
acortandolo o prolongandolo, con el objetivo de concentrar los celos (sincronizacion). Ademas,
los avances en los estudios de la fisiologia reproductiva en estas especies han permitido /a
intervenciéon sobre la emergencia de la onda folicular y la induccién de la ovulacion lo cual
permitid el establecimiento del proceso de inseminacion a tiempo fijo (IATF).

El principal objetivo de la sincronizacion de celos es lograr que las hembras,
mayoritariamente, tengan un celo fértil durante un periodo que sea lo mas acotado posible en
el tiempo. Acorde al grado de concentracion de los celos en el tiempo que se produzca a partir
de la implementacién de un determinado protocolo de sincronizacion, éste permitira la
implementacion o no de procesos de inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF). Un protocolo de
sincronizacion de celos para IATF no s6lo debe sincronizar el mayor porcentaje de celos en un
tiempo acotado, sino que también debe sincronizar la emergencia de la onda folicular y el
momento de ovulacién. Caso contrario, cuando la sincronizacion provocada por un determinado
protocolo tiende a la dispersion de celos, se debera recurrir a la deteccion de celos para la

implementacion de los procesos de inseminacion artificial (IACD).
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Tabla 2.1
Métodos de intervencién sobre la época reproductiva y el ciclo estral
METODOS Ejemplo
BIOLOGICOS o NATURALES Efecto macho
Efecto hembra
. a) Modifican la época Modificacién del
Fisicos , .
reproductiva fotoperiodo: Luz

a) Modifican la época

ARTIFICIALES ) reproductiva
Farmacoldgico

Melatonina

» ) Prostaglandina F2a,
(hormonal) b) Modifican el ciclo
Progesterona,
estral

progestagenos

Métodos biolégicos o naturales de intervencion sobre la

fisiologia reproductiva de la hembra

Generalidades

Diversos estudios iniciales realizados en ratones han descripto los efectos biolégicos de la
interaccién socio-sexual entre machos y hembras. A partir de ello, fueron estudiados en
especies animales domeésticas y silvestres. Entre los principales efectos definiremos:

» Efecto Lee-Boot. los ciclos estrales de las hembras ante la ausencia de un
macho se tornan irregulares, disminuyen su duracion, hasta que finalmente
entran en anestro

> Efecto Whitten: las hembras en una situacion de anestro frente a la introduccion
de un macho o sus olores comienzan a ciclar y sus ciclos estrales tienden a
sincronizarse. Este efecto ha sido el mas estudiado en pequenos rumiantes y
recibe el nombre de “efecto macho”.

» Efecto Bruce: las hembras con gestaciones precoces, al introducirse un macho
diferente de aquel que la haya copulado tienden a la pérdida de la gestacion.

» Efecto Vandenbergh: se produce un adelantamiento en la edad a la pubertad de

la hembra frente a la presencia de un macho.

A continuacién, describiremos los principales efectos bioldgicos de las interacciones socio-

sexuales entre machos y hembras en las especies caprina y ovina.
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Efecto macho

El efecto macho, también denominado bioestimulacién, es definido como el efecto
estimulador de un macho presente sobre la actividad sexual de la hembra que es expuesta al
mismo. Es un fendmeno socio-sexual en el cual la introduccion de un macho sexualmente
activo estimula a hembras en anestro fisiolégico a ciclar. Es una técnica utilizada para
reestablecer y sincronizar la ciclicidad e inducir ovulaciones en las hembras. En la practica es
utilizado principalmente durante la transicion de la contraestacion reproductiva a la época
reproductiva, momento en el cual las hembras de una majada o de un hato caprino se pueden
encontrar en anestro o ciclando, tanto con ciclos cortos o regulares, en diversas proporciones.
De esta manera se logra adelantar y ampliar la temporada reproductiva entre 30 y 45 dias.
También, se ha observado su efecto en hembras pre-puberes induciendo una aparicion mas
temprana de la ciclidad (pubertad). En hembras posparto el efecto es mayormente variable
dependiendo de factores tales como la condicién corporal, balance energético y la presencia o
ausencia del cordero al pie. En hembras ovinas ciclando, al momento de inducir el efecto
macho, se observé una mayor tasa de ovulacion en comparacion con majadas sin efecto
macho en el primer ciclo estral.

Para lograr el efecto no sélo podemos utilizar machos enteros, sino que también podemos
recurrir a la utilizacién de machos retajos vasectomizados e inclusive capones androgenizados.
En cualquiera de los casos, el porcentaje de machos a utilizar debe ser del 3-6%. Si se utilizan
machos enteros, los mismos deben tener el apto reproductivo, particularmente de buena libido,
ya que durante la época no reproductiva presentan una disminucién en la misma y en la
sintesis testosterona. Para que se produzca el efecto macho, los machos deben estar aislados
de las hembras durante un periodo de tiempo y a una distancia tal que las hembras no puedan
detectar a los machos por ninguna de las vias sensoriales. El tiempo de separacion entre sexos
debe ser de al menos de 3 — 4 semanas y la distancia es variable, teniendo en cuenta que
generalmente se necesita un mayor distanciamiento en caprinos que en ovinos. Se aconseja
que la distancia entre ambos grupos sexuales no sea menor a los 40 — 50 metros pudiendo
llegar a los 500 metros. Durante este periodo se recomienda que las hembras no tengan
contacto con elementos que puedan estar impregnadas con las feromonas de los machos
(ropa, lana, instalaciones, etc). Luego de este aislamiento, los machos son introducidos
abruptamente en el grupo de hembras, provocando cambios neuroenddcrinos en ellas e
induciendo la ovulacion, la cual puede o no estar acompanada de celo.

El efecto macho se produce por la estimulaciéon endécrina en las hembras a través de las
diversas vias sensoriales. Sin embargo, diferentes estudios indicarian que el olfato es el
principal sensorio interviniente, pero tanto el tactil y en menor medida la visién, la audicion, y
las sefales comportamentales serian indispensables. Es dificil discernir la implicancia y
prevalencia que puede tener cada uno de los sentidos aunque diversos trabajos de
investigacion, en los cuales a las hembras se les inducia una anosmia artificial suprimiendo el

epitelio olfatorio y el neuroepitelio del érgano vomeronasal y luego eran expuestas a un macho,
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dan cuenta que el olfato seria la principal via para provocar el efecto ya que se encontraron
diferencias significativas en los porcentajes de ovulaciones y celos inducidos comparativamente
con los grupos testigo. Las sefiales olfatorias transmitidas por los machos son dependientes de
andrégenos, y corresponden a sustancias quimicas volatiles denominadas feromonas,
presentes en secreciones sebaceas y sudoriparas. Estas sustancias son captadas por el
o6rgano vomeronasal y el epitelio olfatorio, y este mensaje hormonal es transformado en un
mensaje neuroquimico que a través de los nervios olfatorios e interacciones neuronales
concluyen en la estimulacion del sistema neuronal GnRH hipotaldmico. El incremento en la
sintesis y liberacion de GnRH provoca un rapido incremento en la sintesis y liberacion pulsatil
de LH, finalizando en el pico preovulatorio de LH y la ovulacion aproximadamente a las 30
horas de la introduccién del macho. Mayoritariamente, esta ovulacidon no va acompafada de
celo en las hembras ovinas, dependiendo del porcentual de hembras anéstricas o que hayan
ciclado previamente. Sin embargo, en las cabras alrededor del 70% de las hembras presentan
celo junto con la ovulacién. En ambas especies, la ovulacion se continta con la faz luteal la
cual puede presentar una duracion normal hasta la lutedlisis (dia 13-14 en la oveja y dia 16-17
en la cabra) o una duracion mas corta (generalmente menor a 10 dias) con un cuerpo ldteo que
produce valores hormonales subluteales. Luego de la lutedlisis, ocurre una nueva ovulacién
seguida, por lo general, de una faz luteal normal. Esta segunda ovulacién generalmente esta
acompafada de celo (Figura 2.1).

En caprinos, al introducirse los machos a un hato, se produce la ovulacién en mas del 90%
de las hembras en los primeros cinco dias con un pico a los tres dias, y esta primera respuesta
ovulatoria mayoritariamente es acompanada de conducta estral en aproximadamente el 60%
de los casos. Luego, una gran proporcion de las cabras experimenta un ciclo corto y
presentaran una segunda ovulacion entre los 7 y 11 dias de introducidos los machos, siendo el
pico ovulatorio a los 9 dias de la introduccidon de los machos. Estas hembras, a posteriori,
generan un ciclo normal cuyo pico ovulatorio y de celo se produce a los 30 dias de la
introduccion de los machos. Alrededor del 20 al 30% de las hembras generan un ciclo normal
luego de la primera ovulacion por lo cual se genera la segunda ovulacion entre el dia 21 y 25,
con un pico aproximado al dia 24 de la introduccion de los machos (Figura 2.1). Tanto los celos
que se producen durante el primer y el segundo pico, entre los dias 1 y 11 aproximadamente,
no debieran utilizarse para ser inseminados.

La resultante del efecto macho, expresada en el porcentual de hembras que tuvieron
ovulacién o expresaron celo, es variable. La situacion de anestro de una hembra en particular o
de la majada no so6lo es dependiente de la especie y época reproductiva. Factores tales como
la presencia del cordero al pie de la madre, la lactancia, el balance energético negativo y la
baja condicién corporal tienen un rol negativo en cuanto a la posibilidad de que las hembras
puedan salir del anestro estacional. También, situaciones particulares individuales, tales como
patologias ovaricas o del utero, determinan un impedimento para la induccion de la ciclicidad.
Ademas de la especie, debemos considerar la raza entre los factores que influyen sobre la

respuesta al efecto macho. En razas ovina como Merino e Ideal se considera que el 50-90% de
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las hembras responden al efecto. Sin embargo, en razas como Corriedale, Border Leicester o

Suffolk la respuesta suele ser menor al 30%.

Figura 2.1
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Nota. Representacion esquematica de la respuesta ovulatoria (----) y estral (- - -) posterior a la
introduccion del macho en cabras anéstricas. A partir de la introduccion de los machos, en los
primeros cinco dias se produce la ovulacion en mas del 90% (y1) de las hembras (A), con un
pico a los tres dias (x), y esta primera respuesta ovulatoria es acompafiada de conducta estral
en aproximadamente el 60% de los casos (y2). Luego, la mayoria de las cabras (y3)
experimenta un ciclo corto y presentaran una segunda ovulacién entre los 7 y 11 dias, siendo el
pico ovulatorio a los 9 dias (B). Estas hembras, a posteriori, generan un ciclo normal cuyo pico
ovulatorio y de celo se produce a los 30 dias de la introduccién de los machos (pico D).
Alrededor del 20 al 30% de las hembras generan un ciclo normal luego de la primera ovulacion
por lo cual generan la segunda ovulacion entre el dia 21 y 25, con un pico aproximado al dia 24

(pico C) de la introduccion de los machos. (Adpatado de Chemineau, P 1983).

Efecto hembra

Se cit6é que el efecto macho es un fenédmeno socio-sexual. Sin embargo, cuando pensamos
en una poblacién reproductiva se plantea al menos tres interacciones entre los individuos:
macho-hembra, hembra-macho y hembra-hembra.

Como fue descripto, la introduccién repentina de los machos en una majada o en un hato
caprino provocaba un efecto sincronizador de los celos en las hembras. Sin embargo, también

las hembras en celo inducen cambios hormonales y de la conducta en los machos durante la
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contraestacion reproductiva. La presencia de hembras en celo promueve en los machos un
incremento en el olfateo de la regidn urogenital, aproximaciones, montas, presencia de
secreciones derivadas de las glandulas anexas y eyaculaciones. Se observé que la libido de un
macho mejoraba cuando era introducido junto a hembras en celo 24-48h previas a ser
introducido en el grupo de hembras en anestro. También, se ha constatado que la presencia de
hembras en celo causa un inmediato incremento en la frecuencia de pulsos de LH y en la
concentracién plasmatica de testosterona (Figura 2.2).

La interaccion hembra-hembra produce principalmente dos efectos como respuesta. En
primer término, la presencia continua de hembras ciclicas o la introduccion de hembras en
estro por inducciéon hormonal sobre hembras en anestro estacional es capaz de inducir la
ovulacion y la sincronizacion de las mismas. Sin embargo, cuando una poblacion de hembras
se encuentra mayoritariamente en anestro estacional y en ausencia de machos tiende a que se
inhiba la ciclicidad de las hembras que se encontraban ciclicas y que la poblacién de hembras
culmine en un estado de aciclia (Figura 2.2).

Otro punto que favorece la respuesta tanto del efecto macho como del efecto hembra es la
introduccién de machos o hembras nuevos a la majada.

A modo de conclusion, las interacciones sociales entre machos y hembras provocan efectos
reproductivos que tienden en adelantar la temporada reproductiva, sincronizar los celos y las
ovulaciones de las hembras, y mejorar la libido de los machos, acorde a como se manejen

estas interacciones y de las posibles variables presentes (Figura 2.2).

Figura 2.2

Representacién esquematica de las interacciones macho-hembra y sus principales efectos

da reproductiva
-

Sinerohizar celos "
b
oA
aw

Nota. (Soto, A.T y Gomez, M.V. 2021)
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Métodos artificiales de intervencién sobre la fisiologia

reproductiva de la hembra

Generalidades

Los métodos artificiales son de indole fisico, como el manejo de la luz con el objetivo de
iniciar la época reproductiva anticipadamente, o de indole farmacolégico, mediante la utilizacion
de hormonas. ElI método farmacolégico es el mas utilizado en la practica para iniciar
anticipadamente la época reproductiva, inducir ovulaciones y sincronizar los celos mediante la
aplicacion de una hormona principal, asociada en ocasiones a otra hormona, en un momento y
tiempo determinado. La duracion de la colocacion o los tiempos en que se aplica la hormona
son la base para la conformaciéon de protocolos de sincronizacién. Las principales hormonas
que se emplean para intervenir sobre la fisiologia reproductiva de los pequefios rumiantes son
la melatonina, la cual permite modificar el inicio de época reproductiva, la progesterona y sus
derivados sintéticos (P4) y la prostaglandina Fza (PGF) las cuales son capaces de modificar el

ciclo estral.

Uso de hormonas para modificar la estacién reproductiva

Melatonina

La melatonina exdgena es utilizada en el control de la actividad reproductiva en forma de
implantes auriculares en los pequefios rumiantes dada la necesidad de garantizar una
liberacién continua. El tipo de liberacion hormonal causada por el implante hace que la
hormona proporcione una informacion fotoperidédica que es interpretada como de dias cortos
por parte de los ovinos y caprinos. Los implantes de melatonina pueden ser utilizados tanto en
hembras como en machos en la contraestacion reproductiva.

Se ha observado que el empleo de implantes de melatonina en el carnero y macho cabrio
tiene efecto sobre la calidad seminal, la sintesis y secrecion de testosterona y LH, en el tamafio
testicular e incrementar la libido. El tratamiento con melatonina en los machos incrementa la
frecuencia de montas y servicios.

El uso de implantes auriculares de melatonina en las hembras ovinas y caprinas induce la
ciclicidad en hembras anéstricas y los protocolos pueden ser utilizados solos o bien
combinados con efecto macho. También, pueden ser combinados con otros tratamientos de
accion fotoperiddica (luz artificial) u hormonales de sincronizacion de celos con el fin de lograr

este ultimo efecto de sincronizacién. Se ha observado, que generalmente los mejores
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resultados en el porcentaje de gestacion y de prolificidad se obtienen cuando ambos sexos han
recibido el tratamiento con melatonina.

Los implantes de melatonina (18mg) son colocados en forma subcutanea en la cara externa
de la base del pabelldon auricular de los animales. Los machos, en caso de ser tratados, se les
colocara 3 implantes. De realizarse el protocolo con efecto macho, independientemente que se
realice o no el tratamiento con melatonina de los machos, las hembras deben separarse de los
machos por al menos 30 dias, aunque se recomienda una separacion de 45 dias. Inicialmente
una vez colocado los implantes auriculares a las hembras (0d) las mismas estaran separadas
de los machos por 45 dias, momento en el cual se introduciran los machos. Durante este
periodo de 45 dias, las hembras comenzaran a ciclar en un tiempo variable, dependiendo de
diversos factores (especie, raza, balance energético, condicion corporal, fecha de inicio del
tratamiento con melatonina, empleo de otros tratamientos de induccién, entre otros). No hay un
proceso de sincronizacion en la induccién de la ciclicidad particularmente cuando se emplea
solo implantes de melatonina. Generalmente, la mayoria de las hembras del hato caprino o de
la majada se encontraran ciclando dentro de los 40 dias. A partir de la introduccion de los
machos (45d) se producira un pico de servicios entre los dias 7 y 15, entre los 52 y 60 dias

desde el momento del implante auricular. Los servicios se llevaran a cabo por un tiempo de 35

dias.
Figura 2.3
Protocolo de utilizacién de implantes de melatonina exégena en caprinos asociado con efecto
macho
Pico de los
servicios DG
Colocacion de implantes e esralcrnwzoe —— '
de melatonina \ 1
0 45d 81d 110d
L Retiro de Ils machos
Retiro deLs machos Intreduccidn de los

machos

Nota. (Adaptado de Gatica, M.C. 2012)

Uso de hormonas para modificar el ciclo estral

Los ciclos estrales pueden ser modificados en su duracion. Los mismos pueden acortarse o
prolongarse de acuerdo a la hormona utilizada dado sus correspondientes mecanismos de
accion. La progesterona y sus derivados sintéticos, los progestagenos, tienen la capacidad de

prolongar el ciclo estral y la PGF de acortarlo. Si bien los corticoides (dexametasona) pueden
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prolongar el ciclo estral en los rumiantes al inhibir la sintesis de prostaglandinas, no son
utilizados en los procesos de sincronizacién de celos, pero debemos tenerlo en cuenta dado su
frecuente empleo en los tratamientos clinicos de la practica veterinaria, por lo cual podria

interferir con el tratamiento de sincronizacion.

Prostaglandina F2a

La prostaglandina F2a es un acido graso insaturado derivado del acido araquidénico. Actua
sobre el cuerpo luteo provocando la lisis del mismo (lutedlisis) lo que conlleva al acortamiento
en la duracion del ciclo estral. Actualmente se utilizan andlogos sintéticos, tales como el
cloprostenol sodico y el delprostenate; de aqui en adelante utilizaremos PGF para nombrar
tanto a la prostaglandina natural como a sus analogos sintéticos. La via de administracion mas
generalizada es la intramuscular aunque puede utilizarse otras vias como intravulvo-
submucosa. La dosis para lograr la lutedlisis es variable dependiendo principalmente del tipo
de analogo que se utilice y la via de administracion.

Teniendo en cuenta que el mecanismo de accién de la PGF es la lutedlisis, su efecto sélo
es esperable en hembras ciclicas; es necesaria la existencia de un cuerpo luteo para que
pueda ejercer su accién. Esta limitante fisiolégica conlleva a que la utilizacion de la PGF sea
posible sélo durante la época reproductiva y que las hembras se hallen ciclando. Sin embargo,
tiene la ventaja de su facil administracion y costo accesible aunque debe tenerse la precaucion

de mantener el producto en lugares frescos y protegidos de la luz.

Progesterona y progestagenos

La progesterona (Ps) exdgena y los progestagenos actuan sobre el eje hipotalamo-
hipofisiario inhibiendo la liberacién de GnRH, FSH y LH simulando la accién de un cuerpo luteo.
Al momento de interrumpir su administracion provocan la liberacion de FSH y LH. Por su
diferente mecanismo de acciéon que la PGF, la P4 y los progestagenos tienen la ventaja de
poder utilizarse tanto en hembras ciclicas como en anestro por lo cual pueden ser usadas tanto
en la estacion reproductiva como en la contraestacion. La via de administracion mas frecuente
es la via vaginal mediante el empleo de dispositivos intravaginales de liberaciéon, aunque se
pueden administrar por via oral, intramuscular o subcutanea. Estas ultimas vias de
administracion presentan como desventaja la necesidad de un mayor niumero de encierres.

Los dispositivos intravaginales de liberacion pueden ser esponjas intravaginales (Imagen 1
A) o dispositivos intravaginales siliconados (Imagen 2.1 B y C). Las esponjas intravaginales
generalmente contienen acetato de medroxiprogesterona (MAP, 60mg) o acetato de
fluorogestona (FGA, 40/45mg). Los dispositivos intravaginales siliconados estan impregnados
con P4 natural (300mg). Los dispositivos intravaginales de liberacion deben ser conservados en

ambientes frescos, secos y oscuros.
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Imagen 2.1

Dispositivos intravaginales utilizados en la sincronizacion de celos en ovinos y caprinos

Nota. A) Esponjas con acetato de medroxiprogesterona (MAP, 60mg); B) CIDR impregnado con
P4+ natural (300mg); C) CRONIPRES impregnados con P4 natural (160mg) (Soto, A.T. y
Gdémez, M. V. 2020)

Los protocolos de sincronizacion de celos de acuerdo al tiempo en el cual las esponjas o los
dispositivos siliconados se mantienen colocados en la hembra se pueden clasificar en cortos o
largos. Los protocolos cortos tienen una duracion en el tiempo de 5 a 7 dias y se fundamenta
en la duracién de una onda folicular. Los protocolos largos tienen mayoritariamente una
duracién de 12 (contraestacion reproductiva) a 14 dias (estacion reproductiva) y se basan en la

duracion de la faz latea del ciclo estral.
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Protocolos de sincronizacion de celos

Existe una diversidad de protocolos de sincronizacién de celos los cuales pueden variar de
acuerdo a su duracion, en la combinacion de métodos naturales y artificiales, en la hormona
principal y las combinaciones hormonales que se utilizan y acorde a la época en que van a ser
utilizados. Cada uno de los posibles protocolos presenta ventajas y desventajas en el uso lo
cual se debera tener en cuenta para un correcto empleo y optimizar los resultados. De manera
similar, tener el conocimiento de la existencia de diferentes protocolos de sincronizacion de
celos permite una mayor eficiencia al momento de organizar un proceso de sincronizacion de

celos escalonados.

Protocolos basados en el uso de prostaglandina F2a

Los protocolos basados en PGF mas sencillos implican la utilizacién de una dosis unica o
dos dosis separadas a un intervalo 9-14 dias dependiendo de la especie animal. La utilizacion
de una dosis Unica sincroniza el celo al 60-75% de las hembras y una doble aplicacién una cifra
mayor al 85% durante los cuatros dias siguientes a la ultima aplicacién, concentrandose los
celos entre las 24 y 72 h (Figura 2.4). Debido a la dispersion de los celos, estos protocolos
debieran ser utilizados preferentemente para procesos de inseminacion a celo detectado
(IADC) e inclusive algunos autores prefieren no utilizar el celo sincronizado sino el posterior.
Sin embargo, hay ensayos satisfactorios con la utilizacion de una doble aplicacion de 125ug
cloprostenol e inseminacion a tiempo fijo (IATF) a las 53-56 de la uUltima aplicacion con semen
fresco.

Existe la evidencia de que el cuerpo luteo en los ovinos seria refractario a la accién del
analogo delprostenate sélo en los primeros 2 dias post-ovulacion. En base a dichas
observaciones se propuso un protocolo de sincronizaciéon de celo y ovulacion denominado
Synchrovine® el que consiste en la aplicacion de 2 dosis de PGF con un intervalo de 7d. El
protocolo Synchrovine® produce una alta sincronizacion de celos (94%) durante las primeras
72 h luego de la segunda aplicacion de delprostenate (160 ug/dosis), concentrandose los celos
entre las primeras 25-48 h (78%). El porcentaje de prefiez con este protocolo varié entre el 30-
65%, dependiendo de la via y el momento de IA. Sin embargo, el porcentaje de prefiez fue del
37% mediante el empleo de IATF a las 42 h por via cervical con semen fresco. Modificaciones
en el protocolo original tales como la disminucién de la dosis, la separacién en 8 d entre
aplicaciones o la aplicacion de GnRH, no arrojaron mejoras en los valores de fertilidad.

En sintesis, en las majadas donde la condicion corporal es baja o hay un alto nimero de
ovejas en anestro, la eficiencia global de los protocolos en base a la aplicacion de PGF se
reduce sustancialmente, por lo cual su uso esta limitado a majadas con un alto porcentaje de

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

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

Figura 2.4

o 24 h T2/O6 h a5/40d

i ] 912d 45/50 d

Nota. Representacion esquematica de protocolos de sincronizacion de celos con una o dos

aplicaciones de PGF. DG: diagndstico de gestacion (Soto, A.T. y Gomez, M.V.)

Protocolos basados en el uso de progesterona o progestagenos

La P4 o sus derivados sintéticos podian ser administrados por diferentes vias. Sin embargo,
nos limitaremos a desarrollar protocolos mediante el uso de dispositivos dado que son los de
mayor practicidad y frecuencia de uso. Los protocolos de P4 o sus derivados sintéticos tienen la
ventaja de que pueden ser utilizados en cualquier época del afio para sincronizar celos. Como
se menciond anteriormente, el tiempo de colocacién de la esponja o el DIV determina el tipo de

protocolo de sincronizacién, largo o corto.

Protocolos de sincronizacion largos

Los primeros protocolos de sincronizacion de celos mediante el uso de esponjas o DIV
impregnadas con P4 0 sus derivados sintéticos se basaron en la duracion de la fase lutea, por
lo que los DIV o esponjas permanecian colocados por un lapso de 12-14d (figura 2.5).
Inicialmente fueron utilizados solos, sin la aplicacion de otra hormona, durante la estacion
reproductiva dando como resultado una sincronizacion de celos y ovulaciones dispersas, por lo
cual se realizaba deteccion celos para llevar a cabo el proceso de IA (Figura 2.5A).
Posteriormente, este protocolo fue combinado con la aplicacién IM de gonadotrofina coriénica
equina (eCG) a las 24/48h previas o al momento del retiro del DIV permitiendo una mayor

concentracion de celos y ovulaciones, y el empleo de IATF (Figura 2.5B y C).
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Figura 2.5
Representacion esquematica de protocolos de sincronizaciéon de celos largos mediante la

utilizacion de dispositivos intravaginales
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Nota. A) En estacion reproductiva sin la aplicacion de eCG. B) En estacion reproductiva con la

aplicacion de eCG. C) En contraestacion reproductiva. (Soto, A.T. y Gémez, M.V.)

Estos protocolos largos se caracterizan por causar concentraciones superiores a 2ng/ml de
P4 durante los primeros 6 dias, mientras que en los ultimos 6 o 4 dias del protocolo ocurre un
descenso a concentraciones séricas subluteales (~1ng/ml). Esto difiere de lo que ocurre
fisiolégicamente, ya que durante la fase luteal las concentraciones de P4 séricas aumentan
lentamente y al momento de la lutedlisis disminuyen abruptamente (Figuras 2.6 y 2.7). Las
concentraciones séricas subluteales de P4, a partir del dia 6 de colocado el DIV, provocan un
recambio folicular mas lento y promueven un excesivo desarrollo y persistencia del foliculo
mayor lo cual conlleva a que el foliculo dominante presente mayor vida media y tamario, y que
la ovulacion ocurra a partir de ovocitos envejecidos predisponiendo a una menor fertilidad

respecto a las ovulaciones no inducidas artificialmente.

Protocolos de sincronizacion cortos

A partir de la confirmacion de la presencia de ondas foliculares durante el ciclo estral de los
ovinos y caprinos, se realizaron experiencias de sincronizacion de celos basandose en el
tiempo transcurrido entre la emergencia de una y otra onda folicular. Estos protocolos de

sincronizacion de celo se caracterizan por presentar un periodo de exposicion a la P4+ exdgena
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o progestagenos de 5 a 7 dias, evitando concentraciones seéricas subluteales de P4 por
periodos de tiempo prolongados. Las concentraciones séricas supraluteales de P4 disminuyen
la tasa de crecimiento y el tamafno del foliculo dominante y favorecen el recambio folicular,

asegurando la presencia de un foliculo “joven” al momento de la ovulacion.

Figura 2.6

Concentraciones plasmaticas de P+ en ovejas durante el ciclo estral
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Figura 2.7
Concentraciones plasmaticas de P4 en ovejas con DIV durante 14d Dia 0: insercion DIV Dia 14:
retiro DIV
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La aplicacion de la PGF en los protocolos cortos durante la estacion reproductiva resulta
indispensable ya que la duracion del tratamiento, el tiempo en que esta inserto el DIV en el
animal, es menor a la fase lutea, por lo cual sin la aplicacion de PGF persistiria el cuerpo luteo
en un porcentaje alto de las hembras luego de retirado el dispositivo (Figura 2.8 A y B). La
implementacion de protocolos cortos sin la aplicacién de PGF durante la época reproductiva
induce dispersiéon de celos (36-144hs) ya que la regresion luteal se produce en diferentes
momentos. Sin embargo, durante la contraestacion reproductiva, no existe la necesidad de

aplicar la PGF ya que la mayoria de las hembras se encontrarian en anestro (Figura 2.8C).
Figura 2.8
Representacion esquematica de protocolos de sincronizacion de celos cortos mediante la

utilizacion de dispositivos intravaginales
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Nota. A) En estacién reproductiva con la aplicacion de PGF al momento del retiro del DIV. B)
En estacion reproductiva con la aplicacion de PGF al inicio del tratamiento. C) En

contraestacion reproductiva (Soto, A.T. y Gomez, M.V.)

Por lo explicitado con anterioridad, ademas de la aplicacion de una dosis de eCG al
momento del retiro del DIV, se debera aplicar una dosis de PGF en el momento de la
colocacion o del retiro del DIV (Figura 9A y B). En ovinos, la aplicacion de PGF 24h previas o al
momento del retiro del dispositivo produce un elevado porcentaje de ovejas en celo (~83%),
con un porcentaje de prefiez al primer servicio de ~67%. En cabras, la aplicaciéon de una dosis

de PGF al inicio de un tratamiento corto de sincronizacion de celos indujo la regresion del CL
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en el 91,3% de los animales con un porcentaje de prefiez del 49,3% y del 63,7% luego de una

IATF a las 48 y a las 54 h, respectivamente.

Reutilizacion de DIV

Los DIV comerciales (CIDR-G®, DICO®) poseen una concentracion de 300mg de P4 y
fueron desarrollados para ser utilizados durante 12-14d en los protocolos de sincronizacién de
celos, por lo que su utilizacion durante 5-7d posibilita su posterior re-uso. Con el fin de
maximizar la relacién costo/beneficio en los protocolos de sincronizacion de celos, se realizaron
varios ensayos relacionados a la reutilizacion de los mencionados DIV en los cuales se
concluyé que la reutilizacion seria una buena alternativa a implementar en los protocolos cortos
de sincronizacion de celos en ovinos. En estos estudios, el porcentaje de ovejas detectadas en
celo y el porcentaje de ovejas que ovularon fue del 80% y 100% (1er uso), 90% y 100% (2do
uso), y 70% y 100% (3er uso, respectivamente). Ademas, el porcentaje de prefiez fue de 75-
80% y 44-67% para el 1er y 2do uso del DIV; pero cuando se los utilizd6 por 3ra vez, el
porcentaje de prefiez fue altamente variable. Asimismo, las concentraciones séricas de P4 se
mantuvieron por arriba de 2 ng/ml para el primer y segundo uso del DIV; pero las
concentraciones séricas fueron inferiores a 2 ng/ml para el tercer uso.

Debe tenerse en cuenta que luego del retiro del DIV, deben higienizarse los mismos con
solucién sanitizante, secados y guardados en recipientes o bolsas que los protejan de la
humedad y la luz.

Empleo y dosificacion de eCG

En rumiantes, la eCG tiene la capacidad de unirse a receptores de FSH y de LH, con una
accion principal similar a la FSH y secundariamente a la LH. En pequefos rumiantes, los
protocolos de sincronizacion de celos basados en el uso de Ps o progestagenos se
complementan con una aplicacion IM de eCG, independientemente de la duracién del
tratamiento (largo o corto) y de la época (reproductiva o contraestacion).

La aplicacién de eCG se puede realizar 48h o 24h previas, o al momento del retiro del DIV o
esponja. Para evitar un encierre mas y en pro del bienestar animal, la aplicaciéon de eCG se
realiza al momento del retiro del DIV o esponja.

El uso reiterado de eCG en cabras y ovejas tiene el inconveniente de provocar una
respuesta humoral inmune anti-eCG disminuyendo su eficacia a partir de un retraso en la
presentacion de celo y del pico preovulatorio de LH, una menor tasa de fecundacion y
gestacion que conllevan a un descenso de la fertilidad.

El principal factor a tener en cuenta para dosificar es la época del ciclo reproductivo en la
cual se va a sincronizar. En términos generales, durante la época reproductiva se administran
entre 250 a 400 Ul y en la contraestacion 400 a 500 UlI.

Otros factores a tener en cuenta son:
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v' Tratamientos previos con eCG: la presencia de anticuerpos anti-eCG conlleva a un
aumento de la dosis.

v' Categoria de la hembra (borrega/oveja): en la categoria borrega suele utilizarse la
dosis minima recomendada, en parte porque existe una alta probabilidad de que no
haya sido expuesta a la eCG.

v" Raza o cruza (tasa ovulatoria): en razas con alta tasa de ovulacién deben aplicarse
dosis menores que en razas menos prolificas ya que se corre el riesgo de provocar
superovulaciones.

v' Estado fisiolégico (secallactante): las hembras durante la lactancia se encuentran
con un balance energético negativo y si ademas se encuentran con el cordero al pie
determinan que la fertilidad sea menor. Ademas, en un sistema tradicional de cria
ovina o caprina se encontrarian en contraestacion reproductiva.

v" Condiciéon corporal: las hembras deberan tener preferentemente una condicién
corporal de 3 y no menor a 2,5 para el proceso de sincronizacion de celos e
inseminacion artificial. Cuando esta condiciéon no se cumple se puede incrementar la

dosis eCG para mejorar la respuesta del proceso de sincronizacion.

Protocolos asociados al empleo de GnRH o estrégenos

Con el fin de sincronizar el inicio de la onda folicular o inducir la ovulaciéon en un momento
determinado, tanto en protocolos basados en el uso de PGF o P4, se han ensayado protocolos
que involucran la administracién de GnRH o estrégenos (Ez).

El Ovsynch, es un protocolo que combina PGF con GnRH y ha sido implementado en
cabras. El protocolo Ovsynch consiste en la aplicacion de una dosis inicial de GnRH (0d) con el
objetivo de generar una nueva onda folicular. A los 7 dias de iniciado el protocolo se aplica una
dosis de PGF con la finalidad de provocar la lutedlisis. Finalmente, se aplica una segunda dosis
de GnRH a las 48h (9d), para inducir la ovulacién y la IA se realiza a las 16h de la segunda
aplicacion de GnRH (Figura 2.9). Sin embargo, se observé una regresion prematura del cuerpo
luteo en el 30% de las hembras frente al 17% que presentaron las hembras sincronizadas con

esponjas+eCG.
Figura 2.9

Representacion esquematica de un protocolo de sincronizacion de celos en base a la
aplicaciéon de PGF y GnRH (Ovsynch)
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0 7d ad 16h 40/45d

Nota. DG: diagnéstico de gestacion (Soto, A.T. y Gomez, M.V)

Otra alternativa planteada al Ovsynch es la aplicacion de GnRH (0d) y PGF al dia 5 en
forma conjunta con eCG en el cual se produce la ovulacion a las 53h promedio e
inseminandose a las 52h promedio de la aplicacion de eCG. Esta ultima hormona puede
sustituirse por GnRH, pero su aplicacion se realiza al dia 6 de iniciado el tratamiento. También,
se planted un protocolo similar al Ovsynch el cual varia en el dia de aplicaciéon de PGF el cual
se realiza al dia 6 del tratamiento. Uno de los protocolos experimentales mas sencillos
planteados mediante el uso de PGF y GnRH consiste en la aplicacion de PGF (0d -5mg
dinoprost-) y GnRH (2d -buserelina 0.004mg-) e inseminando entre las 16-18h luego de la
aplicacion de GnRH. Este protocolo induce la ovulacion en el 85% de las hembras. Sin
embargo, en contra partida, el 40% de las hembras generé un ciclo corto.

También, se han ensayado protocolos basados en el uso de P4 que involucran la
administracion de GnRH. Dentro de esta alternativa se ensay6 con en la aplicacion de GnRH
(d0) al momento de la colocacién del dispositivo intravaginal, el cual permanece por el término
de 7 dias, y al momento de su retiro se aplica una dosis de PGF y eCG (d7). Este protocolo ha
sido empleado tanto en estacion reproductiva como en contraestacion, con el cual se logré
entre el 78 y 89% de ovulaciéon y ~60% de prenez (Figura 2.10), Una variante ensayada se
realiz6 sin la aplicacion final de eCG al momento del retiro del dispositivo intravaginal en el cual
la mayoria de las ovulaciones se produjeron entre las 67 y 79h desde el retiro del dispositivo

intravaginal.

Figura 2.10

DG

GnRH PGF+eCG
i i ATT 5048 “

Dia 0 7 40

Nota. Representacion esquematica de un protocolo de sincronizacion de celos mediante el uso
de dispositivos intravaginales impregnados de P4 y una dosis de GnRH inicial para sincronizar

las ondas foliculares. DG: diagndstico de gestacion (Soto, A.T. y Gomez, M.V)
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Otras variantes ensayadas fueron la colocacion de un dispositivo intravaginal impregnado
con P4 durante el término de 6 dias y 24h previas al retiro del dispositivo intravaginal se aplicé
una dosis de eCG y PGF, y finalmente una dosis de GnRH a las 24/36h pos retiro del
dispositivo; por otra parte se ensayé con la colocacion de un dispositivo intravaginal
impregnado con P4 durante un periodo de 5 dias y la aplicaciéon de una dosis de PGF al inicio
del tratamiento (d0) y una dosis de GnRH a las 30h pos retiro del dispositivo.

Una alternativa al empleo de GnRH para inducir el momento de ovulacion ha sido el empleo
de benzoato de estradiol. En el protocolo ensayado durante la época reproductiva se utilizé un
dispositivo intravaginal impregnado con P4 durante el término de 5 dias y al momento de su
retiro se aplicé una dosis de PGF y benzoato de estradiol (100ug) realizandose la IATF a las
50-55h de retirado el dispositivo. El 80% de las hembras ovularon entre las 12 y 54h de retirado
el dispositivo y el 67% de los mismas ocurrieron entre las 30 y las 42h inclusive. El porcentaje

de gestacion por inseminacion cervical fue del 42% con semen fresco (Figura 2.11).

Figura 2.11
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Nota. Representacion esquematica de un protocolo de sincronizacién de celos en base a la
aplicacion de P4y benzoato de estradiol DG: diagndstico de gestacion (Gémez, M.V y Soto,
A.T. 2020).

Consideraciones en la colocacién y retiro de los DIV o esponjas

La colocacién de DIV siliconados o esponjas presenta pautas basicas de higiene y de
técnica necesarias para evitar lesiones, infecciones y resultados negativos luego de la
sincronizacion. A continuacion, se mencionan los puntos claves para una colocacién y retiro de
los dispositivos intravaginales

v' Uso de guantes descartables.

v" Los aplicadores deben estar limpios y desinfectados. La limpieza y desinfeccion
del aplicador debe realizarse entre animal y animal, y posteriormente secado con
papel absorbente descartable o similar.

v' EI DIV o esponja se coloca dentro el aplicador, el cual es introducido primero hacia
dorsal para evitar el piso de la pelvis y luego hacia craneal lo mas profundamente

posible. Se coloca la esponja empujando con una varilla y el DIV presionando el
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émbolo del aplicador. En el caso de la esponja, se retira la varilla y el tubo
aplicador de manera simultanea o bien primeramente la varilla, previo a haber
desplazado levemente hacia caudal el aplicador. En el caso del DIV se retira el
aplicador con en el émbolo presionado (Imagen 2.2).

v" En las borregas y cabrillas preferentemente realizar aplicacion manual.

v" No es necesario desinfectar los dispositivos. Algunos autores recomiendan la
aplicacion de antibiotico sobre las esponjas para evitar vaginitis y adherencias.

v En caso de utilizar esponjas, el hilo debe pasar sobre la esponja para que la
misma gire al ser retirada (Figura 2.12). Si los hilos son excesivamente largos,
deberan cortarse (que no sobresalgan mas de 5 cm) para evitar pérdidas. Las
pérdidas deberan ser inferiores al 3-5%.

v" Una vez colocado el DIV o esponja se debera traccionar levemente para confirmar
la correcta colocacion (Imagen 2.2).

v'Las esponjas deberan retirarse con una fuerza constante.

v'  Es factible que al momento de retirar las esponjas o DIV, particularmente cuando
se implementoé un protocolo largo, se presente un flujo abundante y oloroso. Esto
se debe al acumulo de moco, proliferacion bacteriana y falta de higiene al
momento de la aplicacion lo que provocan una vaginitis que puede o no interferir
significativamente con la fertilidad.

v' Si piensa reutilizar los DIV, los mismos deberan ser guardados limpios, secos y al
resguardo de la luz.

v' La mayoria de las hormonas son sensibles a las altas temperaturas. Durante el
trabajo deben mantenerse en un lugar fresco y a resguardo de los rayos solares

No dejarlas en el baul del vehiculo.
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Imagen 2.2

Nota. A) Colocacion de un dispositivo intravaginal siliconado. B, C y D) Momentos del retiro del

dispositivo intravaginal en unam oveja (Gémez, M.V. 2020)
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Figura 2.12
INCORRECTO

CORRECTO

Nota. A y B) Disposicion incorrecta de los hilos de la esponja al momento de su colocacién. C y
D) Disposicién correcta. Los hilos de la esponja pasan sobre la misma lo cual permitira su

rotacion al momento de la extraccion.
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CAPITULO 3
Inseminacién Artificial
Carlos Alberto Seillant, Maria Verano Gomez y Andrés

Telésforo Soto

Generalidades

La inseminacion artificial (IA) es una biotecnologia reproductiva en la cual, mediante un
instrumental especifico, se introduce una dosis de semen en el sistema genital de la hembra de
manera artificial, sin contacto directo entre el macho donante y la hembra receptora.

El proceso de |A tiene el objetivo de mejorar la productividad del hato o majada a través de
la mejora genética. De esta manera es posible la utilizacion de material genético superior a
partir de machos, presentes o no, en el establecimiento. Ademas, la implementacion de la IA
tiene ventajas como la de prevenir el ingreso de enfermedades de transmision sexual, permitir
el uso de machos que no son del establecimiento, disminuir los costos de inversion en
genética, incrementar la presion de seleccion y disminuir el nimero de reproductores machos
en el hato o majada, utilizar machos incapacitados temporalmente, mantenimiento de registros
seguros (paternidad), evitar interacciones sociales, como la dominancia entre los machos o de
preferencia sexual macho-hembra que pueda presentarse en determinados casos y su empleo
en otras biotecnologias reproductivas (ej: transferencia de embriones). Sin embargo, a pesar de
que es una técnica con grandes ventajas en su aplicacion, presenta algunas desventajas que
deben ser tenidas en cuenta al momento de su implementacion. El costo de la técnica y la
necesidad de personal entrenado son los dos factores mas importantes que influyen en la
decision al momento de plantear la utilizacion de la |IA. El costo esta relacionado con el
protocolo de sincronizacion de celos utilizado, con el método de conservacion del semen y con
la técnica de IA a utilizar (vaginal profunda, cervical, intrauterina laparoscopica). También,
existe es el riesgo de consanguinidad cuando se emplea la IA, principalmente en hatos o
majadas pequenios, al utilizarse semen de un mismo animal en un ndmero importante de
hembras y en afios sucesivos. Otra desventaja, si bien no debiese ocurrir, es que el semen se
encuentre infectado y por ende el proceso de |A actuaria como diseminador de la enfermedad.
Finalmente, el porcentaje de gestacion que se pueda lograr es variable de acuerdo al protocolo
de sincronizacion, via de inseminacion y conservacién de semen utilizados y pueden resultar

menor a los obtenidos por servicio natural.
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Las diferentes técnicas de IA pueden realizarse con deteccién de celo (IACD) o en un

momento determinado luego de finalizado el protocolo de sincronizacion, denominandose IA a

tiempo fijo (IATF). La IATF se realiza a un tiempo fijo de horas luego de finalizado el protocolo

de sincronizaciéon y el momento de inseminacion depende principalmente del protocolo de

sincronizacion utilizado, la via y técnica de inseminacion.

Consideraciones generales para llevar a cabo la IA

La IA es una serie de procesos que no solo implica la aplicacion de una técnica sino que

comprende una serie de actividades previas en la majada y situaciones que debemos tener en

cuenta para cumplir nuestro objetivo.

Previo al inicio de la sincronizacion de celos y durante la IA se debera realizar un control de la

majada que incluira:

v
v

\

Destetar los corderos al menos un mes antes de la IA.

Estado dentario: solamente deberian inseminarse ovejas con buen estado dentario
(Imagen 3.1A).

Control de la condicion corporal: las ovejas deben estar preferentemente en
balance energético (+) y una condicion corporal de 2,5 a 3 puntos.

Elevado porcentaje de ciclicidad durante la época reproductiva.

Control de ubre: ubre sana

Realizar despezufiado y pediluvios. No incluir aquellos animales que presente
enfermedades podales (Imagen 3.1B).

Control de enfermedades parasitarias externas e internas por lo menos un mes
antes del inicio del trabajo.

No inseminar hembras que pudiesen tener sintomas de alguna enfermedad
(fiebre, diarrea, secreciones vaginales, entre otros) ya que condicionara los
resultados de la IA.

Limpieza de cara y region urogenital (Imagen 3.1C).

Se deberan evitar los arreos excesivos en dias pre y post inseminacion, lo cual
implica tener un potrero cercano y con buena disponibilidad de forraje destinado
para el proceso de |A. El mismo debe tener sombra y agua.

Evitar cambios en la alimentacién.

Es recomendable realizar una ultrasonografia previa a la sincronizacion de celos
con el objetivo de eliminar aquellas hembras que pudiesen tener alguna patologia

en el aparato genital o bien que se encuentren gestantes por robo.
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Imagen 3.1

Nota. A) Determinacion del desgaste dentario, boqueo B) Despezuie C) Esquila previa a la IA

de la region urogenital de la oveja (Seillant, C.A.)

En caso de que el proceso de IA lo llevemos a cabo con semen fresco o refrigerado con
carneros del establecimiento tendremos en cuenta:

v" Los machos destinados a la IA deberan ser aptos reproductivos para lo cual 60 dias
antes del comienzo de la IA deberan ser revisados (Imagen 3.2 Ay B).

v' Se deben evitar cambios en la alimentacioén y si los hubiese deberan tener un periodo
de acostumbramiento.

v' En épocas calurosas se aconseja que los mismos estén esquilados. De no encontrase
esquilados realizar una esquila de la region urogenital y abdomen.

v' Asegurarse que los carneros acepten el uso de la vagina artificial. Los carneros sin
experiencia deberan ser amansados y entrenados para la extraccion con vagina
artificial.

v' Tener un lugar destinado para la extraccion de semen y otro para la evaluacion y

dilucion seminal

Es recomendable contar con al menos dos potreros para el manejo de la majada durante la
IA, uno para los animales a inseminar y uno o dos para los inseminados. Preferentemente, se
debera tener un piquete o corral cercano de encierre nocturno para los carneros marcadores.
Para facilitar el trabajo de IA es necesario contar con corrales y manga para el aparte de las
ovejas en celo, un galpén cubierto con piso de material para la extraccién de semen y la
realizacion de la inseminacion al resguardado de factores climaticos e instalaciones para la
sujecion de la oveja a inseminar mediante cepos giratorios, fijos o bien que permitan una buena

sujecion a mano con un ayudante.
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Nota. A y B) Examen de aptitud reproductiva del carnero: examen clinico particular de los genitales

externos (Seillant, C.A.)

También, durante la planificacién previa de los diferentes procesos que conlleva la IA
debemos tomar conocimiento del numero y calificacién del personal con el que contariamos.
Debemos evitar que la IA se realice en un momento inoportuno, por ejemplo, evitar que
coincida con otras actividades que puedan presentarse en el establecimiento que conllevaria
una disminucién en el numero del personal auxiliar, o bien un dia no laborable o festivo.
También, es recomendable tener en cuenta las condiciones climaticas para evitar que el
momento de IA e inclusive el de sincronizacidon de celos coincidan con situaciones de estrés
térmico. Dependiendo de las instalaciones que tenga el establecimiento, de ser posible, otras
situaciones climaticas como lluvias o vientos fuertes debieran tenerse en cuanta para la
planificacion de los procesos de IA. Se recomienda que la planificacién se realice
retrospectivamente, primero determinando el dia de IA y a partir de alli planificar el protocolo de
sincronizacion de celos y la obtencion de dosis inseminantes.

En el caso de la IACD es necesario realizar la deteccion celos para lo cual se podra utilizar
tanto machos enteros con delantal, carneros vasectomizados, capones androgenizados u otras

alternativas.

Técnicas de inseminacion artificial

Acorde al lugar anatémico donde se realiza el depdsito de semen y la via de abordaje, el
proceso de IA recibe una denominacion especifica. La canalizacion del cérvix en pequefios
rumiantes representa una problematica, sea desde la consideracion anatémica como por el
instrumental que vayamos a utilizar. Es por ello que la via cervical recibe diferentes nhombres

acorde a la profundidad en el que se pudo depositar el semen en el Utero. También, acorde a la
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via de inseminacion es el tipo de semen conservado que vamos a utilizar preferentemente
(Cuadro 3.1).

Cuadro 3.1
Vias de inseminacioén, lugar de deposicion y tipo conservaciéon seminal
Via de Tipo de conservacion de semen

. . Lugar de depésito seminal o .
inseminacion utilizado de preferencia

Vaginal Vaginal profunda Fresco
Exocervical Fresco
Cervical Fresco, refrigerado
Cervical (cervix) Cervical profunda Fresco, refrigerado, congelado
Transcerv[cal (cuerpo del Fresco, refrigerado, congelado
utero)
Transabdominal Cuerno uterino refrigerado y congelado

(laparoscopia)

El momento 6ptimo para realizar la 1A esta relacionado con la via y técnica de IA, el
protocolo de sincronizacion de celos utilizado y con el tipo de conservacion de semen. Los
procesos de IA se pueden llevar a cabo mediante la deteccion de celos (IACD) o en un
determinado momento, posterior a la culminacion del protocolo de sincronizaciéon (IATF). Sin
embargo, el momento de la IATF varia acorde a la via de inseminacion sea esta cervical o bien
intrauterina laparoscoépica. Por otro parte, en pequefios rumiantes, los procesos de IA se
podran llevar a cabo tanto con semen fresco, refrigerado o congelado. Si bien se puede
inseminar con cualquier tipo de semen conservado por cualquier via, de preferencia se utiliza el
semen fresco por via vaginal, fresco o refrigerado por via cervical y semen congelado en la IA
laparoscoépica. Los motivos de esta asociacion entre la via de inseminacién y el tipo de
conservacion radica en que la via cervical resulta una técnica sencilla, econémica, de buenos
resultados generales de primoinseminacion con semen fresco (250% de gestacién) pero no asi
con semen congelado (220%<35% de gestacion). La via laparoscopica es de mayor
complejidad, requiere de personal profesional y los resultados con semen congelado son
siempre superiores a los logrados por la via cervical (240%<80% de gestacion).

A continuacién describiremos las técnicas de IA mayormente utilizadas que son la via

cervical y laparoscopica.

Inseminacién por via cervical

La via cervical es, preferentemente, utilizada con semen fresco y generalmente el mismo es
obtenido de carneros del establecimiento inmediatamente antes de la |IA. Por ello, cada
eyaculado debe ser valorado antes de llevar a cabo el proceso de dilucién e inseminacion. No

obstante, también se puede utilizar semen refrigerado o congelado.
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Técnica de extraccion de semen, valoracion del eyaculado y dilucion

El eyaculado ovino o caprino se obtendra mediante la técnica con vagina artificial o en caso
de ser necesario, ya sea por rechazo de la vagina artificial o por una impotencia coeundi
extragenital adquirida, por electroeyaculacion.

Para la extraccion de semen con vagina artificial debemos contar con un cepo, un sucubo,
el macho dador de semen y una vagina artificial. El sicubo es el animal, generalmente una
oveja, sobre el cual salta el carnero.

La vagina artificial consta de dos tubos, uno externo rigido de 15 a 25 cm de longitud y uno
interno flexible de latex de mayor longitud que permite doblar los extremos y sujetarlos con
bandas de goma, determinando un espacio libre entre ellos. A través de una valvula o de uno
de los lados se introduce agua a 60 -70°C para que, al momento de la extraccion, el interior
alcance una temperatura de 40-42°C para lograr la eyaculacion.

La presion se regula por medio de la introduccion de aire por la valvula. En un extremo de la
vagina se coloca una copa de vidrio graduada seca y limpia para la recoleccién del eyaculado,
la cual esta cubierta por un protector que protege el eyaculado de los rayos UV, golpes y de las
bajas temperaturas evitando la muerte de espermatozoides por shock térmico (Imagen 3.3).

Para la extraccion, la oveja se inmoviliza en el cepo (puede ser cepo o brete al ras del piso o
elevado), el cual estara sujeto preferentemente sobre un piso de cemento (Imagen 3.4 A). El
operario acerca al carnero hacia la region caudal de la hembra. Generalmente, el carnero
reacciona oliendo la region vulvar y realizando el reflejo de Flehmen. Para incrementar el grado
de excitaciéon sexual, el operario puede realizar dos tipos de maniobras: la falsa monta y la
retraccion al salto. La retraccion al salto ocurre cuando el macho al momento de saltar, para
realizar la monta, se lo retira y la falsa monta consiste en dejar montar al carnero y lateralizar el
pene por el prepucio impidiendo la penetracion. Estas maniobras, preferentemente, no deben
realizarse en mas de tres ocaciones. Finalmente, el operario se coloca al lado de la oveja,
dejando al carnero realizar la monta, desviando el pene por el prepucio hacia la vagina artificial
permitiendo la introduccion, estocada y eyaculacion (Imagen 3.4B).

Si el macho introduce el pene y no eyacula habra que corregir las condiciones de
temperatura o de presién de la vagina artificial. Se debera constatar que de que la temperatura
no sea elevada ya que podriamos quemar la mucosa peneana.

La frecuencia de extraccion debiera ser de dos a tres eyaculados por dia a intervalos

mayores a quince minutos.
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Imagen 3.3

Nota. Partes constitutivas de una vagina artificia tipo danesa: camisas externas (A); camisa
interna de latex (B); conos intermediarios de recoleccién de latex (C); diferentes tubos

graduados de recoleccion (D) (Seillant, C.A.)

Imagen 3.4

Nota. A) Sucubo sujeto en un brete de salto B) Momento de la extraccién de semen con vagina

artificial por parte de un operario (Seillant, C.A.)
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Luego de la obtencion del eyaculado, debe evaluarse al mismo macro y microscopicamente
y de ser necesario se realizaran tinciones espermaticas. Todo el material utilizado durante la
evaluacion debera estar atemperado y el semen conservado en bafio Maria a una temperatura
de 37°C.

El examen macroscépico comprendera la evaluacion de los siguientes parametros: el
volumen, el aspecto, pH, motilidad de masa macroscépica y la presencia de cuerpos extranos.
El examen microscopico comprendera la concentracion, la motilidad de masa microscépica, la
motilidad individual y el vigor.

La lectura del volumen se realiza directamente en el tubo de recoleccion graduado, sin tener
en cuenta la espuma que pudiese existir. El aspecto del semen estd dado por el color y la
densidad, requiriéndose eyaculados blancos lechosos a cremosos para el uso en |IA (Imagen
3.5 A). El pH del semen es ligeramente acido (pH=6,7-6,9) y se puede medir con una cinta
indicadora colocando una gota de semen sobre la misma. El semen puede estar contaminado
por elementos propios del animal (materia fecal, pus, sangre u orina) o externos (tierra, pasto,
talco, entre otros), los cuales generalmente producen un cambio de coloraciéon en el semen
(Imagen 3.5 B).

Imagen 3.5

Nota. A) Eyaculado normal blanco cremoso B) Eyaculado hemospérmico (Saillant, C.A.)

El examen microscopico del semen fresco comprende dos tipos de evaluaciones, una con
semen puro y otra con semen diluido.

Para el examen del semen puro se colocara una gota de semen puro en un portaobjeto
sobre la platina térmica (37-38°C) y se observa a 40x totales (lupa). En la evaluacion de la
motilidad de masa microscépica se observara la formacion e intensidad con que se arman y
desarman las ondas (Imagen 3.6). Cuanto mas rapido se arman y desarman estas ondas
mayor sera la motilidad y vigor de los espermatozoides (valoracion subjetiva). La amplitud de
las ondas nos indica la concentracion espermatica (valoracién subjetiva). Cuanto mas finas son
menor es la concentracion espermatica. Sin embargo, si queremos saber el nimero de

espermatozoides con mayor exactitud debemos realizar el conteo en una camara cuenta
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glébulos o cualquier otro método de conteo. Los espermatozoides muertos se observaran
principalmente en el borde de la gota (valoracion subjetiva). Sin embargo, preferentemente
debe ser valorado a través de una coloracion vital (método objetivo). Generalmente, se utiliza

una escala de valoracion de 1 a 5, siendo este ultimo el valor maximo.

Imagen 3.6

Nota. Motilidad de masa microscépica: se observan ondas espermaticas gruesas (izquierda);

ausencia de ondas y abundante presencia de cuerpos extrafos (derecha) (Soto, A.T.)

Para realizar la evaluacion del semen fresco diluido se debe colocar en un tubo una gota del
eyaculado y dos 0 mas gotas de un diluyente isoténico (por ejemplo: citrato de sodio 2,9%) y se
colocard una gota de esta dilucidon, previamente homogenizada, entre cubre y portaobjeto
sobre platina térmica y la observacion se realizara a 100x y 400x aumentos totales. Se valorara
el tipo de movimiento de los espermatozoides, el cual se expresa como el porcentaje de
espermatozoides con movimiento progresivo rectilineo, y el vigor. Se define como vigor a la
intensidad de movimiento de los espermatozoides y se evalla en una escala subjetiva de 0-4.

La determinacion de la concentracion objetiva puede realizarse a través del recuento con
una pipeta de globulos rojos y camara Neubauer. De no contar con una pipeta de glébulos
rojos se procedera a realizarse una diluciéon conocida en un tubo.

En la siguiente tabla se presentan los valores seminales minimos aceptables para algunos
de los parametros mencionados anteriormente, para la utilizacion del eyaculado ovino y caprino
tanto fresco como refrigerado a una temperatura de 5°C o 15°C.

Una vez valorado el semen debe ser conservado a 30°C en bafio Maria o en un termo hasta
el momento de la inseminacion. El semen fresco puede ser utilizado puro o bien diluido con
diluyentes a base Tris, citrato y yema de huevo o leche descremada. Para la inseminacion con
semen fresco por via cervical se emplean dosis conteniendo 50-200x108 espermatozoides y un
volumen de 0,1ml o menor. En caso de que el semen vaya a utilizarse refrigerado a 5°C, el
mismo sera diluido con leche descremada o medios sintéticos de tal forma que cada dosis
contenga 100-300x10° espermatozoides totales.
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Tabla 3.1
Valores seminales minimos aceptables para su uso fresco o refrigerado
Parametro Valor minimo aceptable
Volumen 0,5ml

Aspecto (concentracion subjetiva) Cremoso tenue (2,5-3,5x10%spermatozoides/ml)

Concentracion (objetiva) 2,5 x10°%espermatozoides/ml
% de espermatozoides vivos 70%

Motilidad progresiva individual 70%

Vigor (0-4) 3 (motilidad progresiva rapida)

Proceso de inseminacion artificial por via cervical

Para llevar a cabo el proceso de IA vaginal o cervical debemos considerar en primer término

las instalaciones con las cuales debemos contar. De preferencia, debemos contar con un sitio

que tenga varios corrales para facilitar el manejo de las hembras pre y pos inseminacion y la

sujecion de las mismas lo cual contribuye a una mayor eficiencia laboral y al bienestar animal.

La inmovilizacion de la hembra durante la IA es de suma importancia para lograr una labor

eficiente por parte del veterinario en relacién al nimero de animales inseminados por jornada,

una situacion minima de estrés para el animal y evitar lesiones tanto en la hembra como en los

operarios. La sujecidon de la hembra se podra realizar tanto en forma manual o mediante un

brete. La sujecion manual se realiza de manera tal que la hembra quede con el tren posterior

apoyado sobre la ultima tabla de la manga o la empalizada del corral a una altura de 80-90 cm,

sujeta de ambos miembros posteriores por las manos del operario y apoyando los miembros

anteriores en el piso y sujeta por el cuello entre las piernas del operario. De esta manera, se

logra que el animal esté a unos 45° o mas con respecto al piso, lo cual permite un

desplazamiento hacia craneal del aparato genital lo que facilita la realizacion de la

vaginoscopia, la visualizacion del orificio cervical, la cateterizacién del canal cervical y la

posicion del inseminador (Imagen 3.7 A, By C).

Los bretes de sujecion preferentemente deben estar adyacentes a una fosa (Imagen 3.8 A)

o bien elevados (Imagen 3.8 B) para facilitar la tarea del inseminador, ya que de esta manera

no debe agacharse y su vista es directa a la regién urogenital de la hembra.

Es recomendable que el lugar donde se procesara el eyaculado o la pajuela esté al reparo

del viento y de los rayos solares. Previo a la IA debe identificarse y registrarse la hembra a

inseminar, asi como el macho dador de semen en el caso de utilizar el eyaculado de animales

propios del establecimiento o bien los datos correspondiente a las pajuelas.
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Imagen 3.7

Nota. Sujecidon de la oveja sobre empalizada del corral A) Previo a la higiene de la region

urogenital (Soto, A.T.) B) Durante la higiene urogenital (Seillant, C.A.). C) Durante el proceso de
inseminacion artificial (Seillant, C.A.)

Imagen 3.8

20/10/2008

Nota. A) Brete de inseminacion con fosa. B) Brete de inseminacion elevado (Seillant, C.A.)

El instrumental basico para realizar la |A estaria compuesto por:

a) un espéculo vaginal tipo de pico de pato (bivalvo) (Imagen 3.9 A y B) o un
vaginoscopio (Imagen 3.9 C y D) preferentemente con luz incorporada o con fuente
externa.

b) Una pipeta o pistola de inseminacién, multidosis (Imagen 3.10 A y B) o monodosis
(Imagen 3.10 C y D).

c) Elementos de limpieza para la region urogenital (torundas humedas, toallas de
papel para secado, entre otros).

d) En caso de usar semen congelado sera necesario contar con un bafio Maria o un
termo de nitrogeno, tijeras, toallas de papel, pinza para el manejo de las pajuelas y
alarma entre otros.

Las pipetas o pistolas monodosis pueden ser empleadas tanto con semen fresco como
refrigerado y tienen la ventaja de que se puede lograr una mayor penetracion en el canal

cervical El extremo (tip) se reemplaza en cada inseminacién por lo que se incrementa la higiene
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y disminuye el riesgo de transmision de enfermedades (Imagen 3.10 C). Para realizar la IA
cervical con semen congelado debemos recurrir a la pistola universal o de Caseaux con su
correspondiente vaina protectora las que se reemplazan en cada inseminacién (Imagen 3.10
D).Las pistolas multidosis constan de una canula larga que mediante un embolo, accionado por
una varilla dentada, permite descargar dosis de 0,1 ml. Si bien son practicas, tienen la limitante

de que solo se pueden realizar inseminaciones exocervicales (Imagen 3.10 Ay B).

Imagen 3.9

Nota. A y B) Espéculo bivalvo sin fuente de luz en posiciéon abierto (A) y cerrado (B). C)

vaginoscopio con fuente de luz. D) Operador realizando una vaginoscopia (Gomez, M.V.).
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Imagen 3.10

1= R <

Nota. A) Pistola de inseminacién multidosis para semen fresco y refrigerado. Se observa el
extremo inseminante que corresponde a una pipeta de vidrio. B) Pistola de inseminacion
multidosis con su vaina protectora (negra) la cual tiene la funcién de evitar el shock térmico y
de proteger de los rayos UV a las dosis inseminantes, ademas de proteger a la pipeta de vidrio
de golpes que podrian causar su rotura. C) Pistola monodosis de elaboracién casera para
semen fresco y refrigerado. D) Pistola monodosis universal de Caseaux (Gémez, M.V.; Seillant,
C.A,; Soto, A.T.)

Técnica de inseminacién artificial
Antes de dar comienzo a la descripcion de la técnica de la inseminacién cervical
realizaremos una resefia del aparato genital de la hembra, lo cual nos permitira indicar el lugar

de depdsito de la dosis inseminante acorde a le técnica.

Reseia del aparato genital de la hembra

El aparato genital de la hembra ovina y caprina esta compuesto por la vulva y su vestibulo,
la vagina, el Utero; las trompas de Falopio y los ovarios (Imagen 3.11 A). El utero comprende el
cuello o cérvix uterino, un pequefio cuerpo y dos cuernos. La vagina mide aproximadamente 8

cm de longitud, el cérvix varia en su largo entre 5 a 10 cm, el cuerpo no mayor a 2cm y los
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cuernos uterinos tienen 10-12 cm de longitud. Tanto el cuello uterino de la oveja como el de la
cabra presentan entre 5-7 pliegues cervicales o anillos fibrocartilaginosos que no se encuentran
alineados ni son completos, con una forma similar a un cono truncado orientado hacia la
vagina, lo cual produce una disminucién del espacio cervical y un trayecto sinuoso del mismo
(Imagen 3.11 B y C). Asi mismo, la os cervical u orificio cervical caudal presenta, generalmente,
cuatro tipos de formas basicas debido a la presencia o no de pliegues. Estas formas se
clasifican en: pico de pato, flap (o tapa), roseta y espiral.

Lugar de deposicion de la dosis inseminante

La inseminacion artificial cervical consiste en el depdsito del semen en el cuello uterino a la
mayor profundidad posible, lograndose, en ocasiones, atravesar por completo el canal cervical
(IA intrauterina transcervical). Sin embargo, el grado de penetraciéon cervical no solo es
dependiente del diametro y forma del canal cervical sino que también es dependiente del
instrumental a usar. Dependiendo del instrumental y de las caracteristicas particulares de cada
cérvix se podra lograr una mayor o menor profundidad de siembra.

Imagen 3.11

Nota. A) Partes constitutivas del aparato genital de la hembra: os cervical (1), cuernos uterinos
(2), trompas de Falopio (3) y ovarios (4). B) Cuello uterino ovino con anillos completos
(flechas) y canal cervical recto de mayor facilidad de atravesarse. C) Cuello uterino ovino con

anillos incompletos (flechas) y canal cervical sinuoso (Gémez M.V.)
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Cuando la IA se lleva a cabo sin el auxilio de un vaginoscopio o espéculo para la
localizacion del cérvix, la dosis inseminante se depositara en el fondo de la vagina en la
cercania del cérvix denominandose a esta técnica vaginal profunda (Imagen 3.12 A). De
contarse con un vaginoscopio o un espéculo se podra observar y localizar el orificio cervical y
por ende tratar de canalizar al mismo si el tipo de instrumental lo permite. Cuando la deposicién
de la dosis seminal se realiza alrededor o en la os cervical, o bien se penetra levemente en el
canal se denomina IA exocervical (Imagen 3.12 By C)

Acorde al grado de penetraciébn que se logre cateterizar del cuello uterino, la 1A se
denominara cervical, cuando se logre atravesar el primer pliegue cervical y no mas alla del
segundo (Imagen 3.13 A y B), cervical profunda cuando el grado de penetraciéon supere el 3
anillo cervical (24 cm) (Imagen 3.13 C) y cuando se logre traspasar el cérvix y depositar el
semen en el cuerpo del utero denominaremos a la técnica como ftranscervical intrauterina.

Una de las técnicas para realizar la IA transcervical intrauterina es el denominado método
Guelph. Para realizar este tipo de IA, la hembra puede sujetarse en estacion en un brete o en
una camilla en decubito dorsal. Si bien no es un método muy utilizado en la préactica; para
llevarlo a cabo se introduce un espéculo y se localiza el cérvix, el cual se sujeta con un par de
férceps de Bozeman y se realiza la traccion del cérvix hacia la vulva. De esta manera, se logra
una mayor visualizacion y apertura del orificio cervical y mantener el cérvix con firmeza lo cual
permite maniobrar y ejercer mayor fuerza para canalizar el canal cervical. El método Guelph, en
lineas generales, permite realizar la IA intrauterina en el 75% de las veces con un % de
gestacion variable (32-45%) al utilizarse dosis de semen congelado-descongelado. Asi mismo,
es considerada una técnica cruenta debido a la traccién y a las posibles lesiones y procesos
inflamatorios que se podrian producir en el cérvix. El tiempo de ejecucion es de 2 a 6 minutos

aproximadamente.

Momento de la IA

El momento de la IA dependera si la misma se realiza a celo detectado (IACD) o bien a
tiempo fijo (IATF) y la posibilidad de utilizar una u otra depende del tipo de protocolo de
sincronizacion de celos que se ha utilizado. Los protocolos de sincronizacion de celos
comunmente utilizados estan basados en la aplicacion de PGF o del empleo de dispositivos
intravaginales impregnados con P4 o progestagenos (DIV). La aplicacién de una o dos dosis de
PGF o el uso de DIV solo produce una dispersién de celos durante las 72h posteriores a la
ultima aplicacion o retiro del DIV, por lo cual generalmente se realiza la deteccién de celos
previo a la IA. En cambio, los protocolos que permiten el uso de IATF no solo inducen celos
sincronizados sino que también provocan la sincronizacién de las ondas foliculares y el
momento de la ovulacion, hechos que permiten que la IA se realice en un tiempo determinado.
Uno de los protocolos de sincronizacion de celos mayormente empleado para IATF es
mediante el empleo de dispositivos intravaginales impregnados con P4 o progestagenos junto

con la aplicacion de eCG.
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Imagen 3.12

Nota. La punta del tip amarillo indica el sitio de deposicion de la dosis seminal. A) IA vaginal
profunda. B) Orificio cervical (op) en forma de roseta (circulo). C) IA exocervical. Orificio

cervical en forma de flap o tapa (circulo) (Gémez, M.V.)
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Imagen 3.13

Sitio de deposicion en la IA cervical

Nota. A) El tip solamente puede penetrar una corta distancia dentro del cérvix. B) Corte
longitudinal del cuello uterino donde se visualiza que el tip ha transpuesto el primer anillo
cervical C) Sitio de deposicion en la IA cervical profunda (Gomez, M.V.)
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La IACD por via cervical se realiza a las 12h luego de detectado el celo de la hembra. En
caso de realizar una doble inseminacion, la segunda se realizara a las 12h de la primera. La
IATF, en términos generales, se realiza a las 50-55h de retirado el dispositivo intravaginal.

Cuando realizamos la vaginoscopia podemos observar las caracteristicas del mucus
cervical, el cual varia sus caracteristicas durante el celo. El moco cervical inicialmente se
presenta claro y escaso, se hace abundante y opalescente (nuboso), y luego se incrementa su
densidad siendo espeso, cremoso y finalmente caseoso. La ovulacién generalmente coincide
con un mucus cervical espeso o cremoso, obteniéndose los mejores resultados cuando el

mucus se presenta claro a opalescente y abundante.

Técnica de inseminacion

Una vez sujeta y preparada la hembra para el procedimiento de inseminacion procedemos a
higienizar la region vulvar mediante una torunda humedecida y luego secamos con papel
absorbente (Imagen 3.14 A).

El vaginoscopio o el espéculo deben estar limpios, secos y atemperados. Para introducirlo,
primero se procede manualmente a la apertura de los labios vulvares y luego se lo introduce en
direccion al techo y fondo de vagina (craneo-dorsal) con suaves y leves movimientos rotatorios
en forma paralela a la columna vertebral. Los espéculos deben ser introducidos con las valvas
cerradas coincidiendo su eje mayor con el eje vulvar y deben retirarse abiertos para evitar
pellizcar la mucosa vaginal (Imagen 3.9 A y B). Puede ocurrir que el animal orine durante la
sujecién o al introducir el vaginoscopio. Si la orina se acumula en la vagina se eliminara por
completo y se procedera a lavar con solucion salina o en su defecto separaremos la hembra
para su posterior inseminacion. También, si en el fondo de la vagina hubiese abundante mucus
que impidiera ver el cérvix, se lo extrae con una pipeta adosada a una pera de goma o una
jeringa de 10ml y procedemos a ubicar el orificio cervical. Mientras se realiza la vaginoscopia,
un auxiliar cargara la pistola multidosis con las dosis inseminantes o bien una dosis de 0,1ml
con la pipeta monodosis (Imagen 3.14 B). El instrumental debera estar atemperado a una
temperatura similar a la cual estdn mantenidas las dosis seminales. Durante la carga de las
pipetas monodosis, en primer término procederemos a cargar una columna de aire de
aproximadamente 0,2ml previo a la carga de la dosis seminal. El aire tiene la funcién de
expulsar toda la cantidad de semen presente en la pipeta. Luego de la carga, el auxiliar entrega
la pipeta o pistola al inseminador quien coloca la misma dentro del vaginoscopio.

Una vez reconocido y localizado el orificio cervical (Imagen 3.14 C y D) se introduce la
pistola de IA por dentro del vaginoscopio y se intenta penetrar el cérvix. Como se menciond con
anterioridad con la pistola multidosis no se puede canalizar el cérvix o no mas alla de 0,5cm;
por lo cual la inseminacién sera de tipo exocervical (Imagen 3.14 E). Con las pistolas
monodosis se podra canalizar el cérvix en una profundidad variable, buscando sortear los
anillos cervicales hasta que se encuentre un impedimento para continuar. Al encontrar un tope

se retira levemente el instrumental para evitar el reflujo seminal y se descarga la dosis de
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semen. Esta ultima maniobra también la realizaremos con las pistolas multidosis, evitando asi
el reflujo de la dosis inseminante. Por ultimo, luego de la deposicion seminal, se retira el
instrumental junto con el vaginoscopio (Imagen 3.14 F). La cateterizacion del canal cervical en
las cabras suele ser mas facil con respecto a los ovinos, ya que los anillos cervicales
mayormente se disponen de manera tal que el canal cervical tiende a ser recto, lineal, por lo
cual se logra una mayor profundidad de siembra y en el 30-50% de las ocasiones se logra
inseminar intrauterinamente. Sin embargo, el proceso de canalizaciéon podria estar limitado por

el tamafio del cérvix de algunas razas caprinas.

Imagen 3.14
Wl

Nota. A) Limpieza de la region vulvar. B) Pistola de inseminacion multidosis cargada con semen
diluido. C) Vaginoscopia. D) Localizacion y observacion del os cervical E) Momento de la IA. F)

Retiro conjunto del vaginoscopio y pistola de inseminar (Fernandez Abella, D.H. y Seillant,
CA)
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El vaginoscopio o espéculo, luego de su uso debe ser lavado y secado por completo antes
de volver a ser utilizado, para evitar la transmisiéon de enfermedades entre animales por lo que
se recomienda poseer al menos dos vaginoscopios. En caso de que la pipeta o pistola se
contaminen durante la IA deben cambiarse por otras limpias y secas. En caso de utilizar las
pipetas monodosis se sustituye el tip empleado y en el caso de las pistolas tipo universal para

semen congelado se sustituye la vaina protectora.

Inseminacién artificial intrauterina laparoscoépica

Proceso de inseminacién artificial

La via laparoscoépica para la inseminacion intrauterina es la via de preferencia cuando se
utiliza semen congelado/descongelado ya que esta técnica quirurgica evita la barrera del cuello
uterino y. permite la deposicion de la dosis seminal se realice directamente en ambos cuernos
uterinos (Imagen 3.15). Asi mismo, si se cuenta con el equipo adecuado y personal entrenado
es posible inseminar hasta 150 hembras por inseminador. Esta técnica permite obtener
porcentajes de prefiez superiores a las demas técnicas y con un numero menor de
espermatozoides por dosis.

Previo a la IA intrauterina laparoscépica, las hembras deben ayunar al menos 12 horas,
privandolas de agua y alimento. De ser posible el ayuno sélido debe ser de 24 horas. De esta
manera disminuye el contenido ruminal y de la vejiga, lo cual disminuye el riesgo de penetrar
los mencionados 6rganos al utilizar el trécar, permite una mejor visualizacion del utero y se
evita la regurgitacion durante el proceso quirurgico.

Para la |IA por via laparoscépica es recomendable un lugar cerrado o protegido de las
inclemencias climaticas. Las hembras deben ser sujetadas de cubito supino o dorsal por medio
de una camilla, la cual posee correas o similar que permite la sujecién de cada miembro y, de
ser posible, que esté provista de ruedas para poder realizar la preparacion del animal en una
zona y la inseminacion en otra. La camilla se eleva a 40° o mas de manera que la hembra
quede inclinada con sus cuartos traseros elevados. Es recomendable poseer al menos dos
camillas ya que de esta forma mientras se realiza a inseminacién en un animal, se prepara otra

hembra en la segunda camilla (Imagenes 3.16 Ay B).
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Imagen 3.15

Inseminacioén artificial laparoscopica

Nota. (Gébmez M.V.)
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Imagen 3.16

Nota. A) Sujecion en la camilla de IA B) Sujecion y posicion de la oja bara IA laparoscépica
(Gémez MV, 2018)

El instrumental necesario para realizar la técnica de inseminacion artificial por laparoscopia
consiste en dos (2) trécares, uno de 5mm (para el inyector de inseminacién denominado Aspic)
y otro de 7-10mm (para el laparoscopio), un inyector de inseminacién, un endoscopio, una
fuente de luz y una fuente de insuflacion de aire estéril o CO2 (Imagen 3.17). Todo el

equipamiento debe encontrase sumergido en solucion estéril.

Imagen 3.17

Nota. 1) Inyector de inseminacion 2) Trocares para IA laparoscopica; b: (Gomez, M.V.)
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Técnica de inseminacion artificial intrauterina laparoscoépica

La hembra se coloca de cubito dorsal sobre una camilla, sujetandose los miembros
(Imagenes 3.16A) y se inclina a 45° de manera que la cabeza quede hacia abajo (3.16B y
3.20B). De esta manera se logra que las visceras abdominales se desplacen hacia craneal
permitiendo una mejor visualizacion del Utero al momento de la IA. Puede utilizarse una
sedacién suave para un mejor manejo de la hembra y disminuir el stress animal. Se esquila un
area del tamafio aproximado de la palma de una mano por delante de la ubre y se la rasura
(Imagen 3.18 y 3.20C). Posteriormente se limpia la piel del area rasurada con jabon antiséptico.
Luego se realiza la anestesia local por via subcutanea con clorhidrato de lidocaina, a unos 5
cm anteriores a la ubre y 4 cm laterales a la linea media, evitando los vasos sanguineos. En el
area anestesiada se procedera a realizar el abordaje de la cavidad abdominal mediante
trocarizacion a ambos lados de la linea media (Imagen 3.18 y 3.20C). Previo a las
trocarizaciones puede realizarse una incisiéon en la piel de 1cm para facilitar la perforacion del
trocar y ejercer una menor fuerza. La trocarizacion se realiza colocando el trocar casi en
paralelo a la piel y luego, perpendicularmente, se atraviesa la pared muscular del abdomen y el
omento mayor. La primer trocarizacion se realiza con el trocar de 10mm por donde se insuflara
la cavidad abdominal. La distencion abdominal causada por el aire permitira una mejor una

visualizacion de los 6rganos genitales (Imagen 3.20D).

Imagen 3.18

Nota. Area quirGrgica abdominal rasurada donde se realizan la trocarizaciones (circulo rojo)
(Gémez, M.V.)
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Se introduce el laparoscopio por la canula, con el objetivo de visualizar los cuernos uterinos
(Imagen 3.20E). El utero se localiza en craneal a la vejiga, pudiendo estar debajo debido a la
posicion del animal. Paso seguido, se realiza la segunda trocarizacion abdominal (trocar de
5mm) en el lado opuesto a la primera. Un auxiliar debe preparar el inyector de inseminacion
momentos antes de la segunda trocarizacién, luego de la cual, se retira el trécar y se introduce
el inyector de inseminacion, el que se puede utilizar para reubicar el atero en el campo visual
de ser necesario (Imagen 3.20F). Si el operador es diestro es recomendable que utilice el
laparoscopio con su mano izquierda y con la mano derecha el inyector, y a la inversa si es
zurdo. Una vez localizado el sitio de inseminacion, entre el tercio anterior y medio de la
curvatura mayor del Utero, se exterioriza la aguja del inyector y se perfora la pared uterina en
forma perpendicular a la pared, hasta llegar a la luz de dicho 6rgano (Imagen 3.19 A y B;
3.20F). Se realiza la descarga de la mitad de la dosis correspondiente y se repite la operacion

en el otro cuerno uterino.

Imagen 3.19

Nota. A) Representacion esquematica del sitio de inseminacion artificial via laparoscopica
(Adaptado de Fernandez Abella) B) Imagen laparoscopica del sitio de inseminacién (circulo

rojo) en el cuerno uterino. (a) Cuernos uterinos (b) Ovario. (Gomez, M.V.).

Se retira el instrumental, teniendo en cuenta de que antes de quitar la canula de 10mm se
libera el aire de la cavidad abdominal y se realiza la limpieza con antiséptico del abdomen vy la
aplicacion de un antiparasitario externo que evite la formacién de larvas de moscas (Imagen
3.20H). De ser necesario puede realizarse un punto de sutura en piel y aplicarse antibiotico por
via intramuscular. La hembra debe permanecer en un lugar tranquilo por un tiempo aproximado
de una hora luego de la laparoscopia.

Al finalizar la IA se deben registrar las observaciones o complicaciones presentadas durante
la realizacién de la IA y se debera procurar que las hembras queden alojadas en un lugar

tranquilo y al reparo durante al menos dos horas post-I1A.
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Procedimiento para descongelar pajuelas de semen

Las pajuelas de semen se encuentran conservadas en un termo de nitrégeno liquido a una
temperatura de -196°C. Para retirar las mismas debemos elevar el canastillo hasta la boca del
termo y se retira individualmente con una pinza larga preenfriada. Se recomienda el uso de
guantes gruesos Yy antiparras para realizar esta maniobra por posibles salpicaduras de
nitrégeno liquido. Una vez retirada la pajuela se la coloca en bafo Maria a una temperatura de
37°C durante 30 segundos. Se la retira del bafio Maria y se la seca con papel absorbente y se
corta la pajuela por el extremo donde se encuentra sellada, generalmente un tapdén de
alcoholpolivinilico, en forma perpendicular. Se coloca la pajuela dentro de la pistola de
inseminacion y se cubre el conjunto con la vaina correspondiente y se ajusta posteriormente
con la arandela. Por ultimo, se empuja suavemente el émbolo hasta que aparezca una
pequefa gota por el extremo inseminante de la pistola.

Se recomienda, previo al proceso de inseminacién, que se evalle microscépicamente las

dosis seminales. Las pajuelas descongeladas deben reunir ciertos requisitos minimos (Tabla

3.2).
Tabla 3.2
Valores minimos aceptables al descongelamiento de la pajuela de 0,25ml
Parametro Valor minimo aceptable
Dosis inseminante 20 (10-50) x10° espermatozoides/pajuela
% espermatozoides vivos 40-60%
Motilidad individual 250%
Vigor 23
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Imagen 3.20

Secuencia del procedimiento de inseminacién laparoscépica

. e S e R \ $ 4 §
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3

Nota. A) Preparacion del instrumental B) Preparacion del animal C) Trocarizacion D) Insuflando
de la cavidad abdominal E) Introduccién del laparoscopio F) Preparacién del material a

inseminar G) Inseminacion de la oveja H) Desinfeccioén de la zona quirdrgica (Seillant, C.A.)
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Resultados del proceso de inseminacion

Los resultados que se obtienen mediante el proceso de IA son variables (Tabla 3.3). Como
se ha desarrollado anteriormente, estos resultados son dependientes del protocolo de
sincronizacion de celos utilizado, si la IA se realizé a celo detectado o a tiempo fijo, la via y
técnica de inseminacion, el tipo de conservacion del semen, factores inherentes a la especie y
a la raza o cruza, sin dejar de considerar factores humanos y aquellos que influyen sobre éste,
asi como factores ambientales y propios del establecimiento (manejo, instalaciones, entre
otros).

Debido a la multiplicidad de los factores que influyen sobre la resultante del proceso de IA,
el resultado nunca sera mayor al menor de sus factores. A modo de ejemplificar tomaremos 4
factores: el protocolo sincronizacién (A), el semen (B), el inseminador (C) y la condicion de las
hembras (D). Le asignaremos un valor y la multiplicacién de estos factores nos dara una

potencial resultante del proceso de IA

A x B x C x D= resultante del proceso de |IA

A cada factor le asignamos un valor, por ejemplo:

90% x 90% x 90% x 80%=58,3%

Observamos que partiendo de valores muy buenos podriamos esperar alrededor de 60% de
gestacion.
Ahora bien, supongamos que el semen congelado fue mal conservado y las restantes

condiciones se mantienen constantes:

A x B x C x D= resultante del proceso de |IA

90% x 10% x 90% x 80%=6,48%

El resultado a esperar seria de 6,5% de gestacion.
Otra situacién seria que el inseminador no tuviese la suficiente experiencia y le asignamos
un valor del 65% de eficiencia mientras que los demas factores se mantienen como en el

primer ejemplo, el resultado seria:

90% x 90% x 65% x 80%=42,1%

El resultado a esperar seria de 42% de gestacion.

También, debemos prestar atencion de qué manera fueron expresados los resultados de la
inseminacion, ya que en ocasiones los resultados no fueron expresados en % de prefiez si no
en % de paricién. Ademas, también debemos considerar cuando y con qué método se realizé el
diagndstico de gestacion ya que en la medida que se realice con posterioridad a los 30 dias de
la inseminaciéon cabe la posibilidad de que los resultados sean menores por la factibilidad de

abortos.
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Tabla 3.3
Porcentaje de prefiez en relacion a la via de IA y la conservacion de semen
Técnica de IA Via de IA Conservacién semen % de preinez

- 0,

Fresco/refrigerado 40-50%
Vaginal profunda Vaginal

Congelado-descongelado 10-15%

_RRO,
Fresco/refrigerado 40-65%

Cervical Cervical

Congelado-descongelado 10-30%

_QNo,
Cervical Fresco/refrigerado 60-80%

Intrauterina transcervical (Método de

Guelph) Congelado-descongelado 40-70%

_0N°o,
) Fresco/refrigerado 70-90%

Intrauterina .
laparoscopica Laparascopia

Congelado-descongelado 50-80%
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CAPITULO 4
Deteccion de celos
Carlos Alberto Seillant

Introduccion

La sintomatologia del celo de una hembra ovina o caprina es inespecifica, si bien la hembra
caprina presenta determinadas caracteristicas. Una hembra ovina presenta edema y eritema
vulvar, lo cual generalmente es poco visible debido a la cubierta lanosa de las regiones
adyacentes, y ademas tiene una actitud activa en su conducta sexual, mas notoria en la cabra,
buscando al macho y permaneciendo cerca de él. En la hembra caprina, ademas de tener la
sintomatologia que se presenta en la hembra ovina, se encuentra descripto que se incrementa
notablemente la frecuencia de movimientos de la cola y en una baja proporcion de hembras
(5%) presentan una secrecion seromucosa por la hendidura vulvar o se montan entre ellas.
Por lo descripto, se considera en la practica que las hembras de ambas especies no tienen
sintomatolgia estral por lo cual debemos recurrir a un macho para la identificacién del celo, el
cual se denomina macho retajo.

El macho retajo, también llamado retarjo o recela, es aquel animal utilizado para identificar
el celo para lo cual se realiza una intervencion que le permita mantener su capacidad de monta
y libido aunque tiene la incapacidad de fecundar. Para la realizacién de un retajo se puede
recurrir a diversas técnicas quirurgicas, a tratamientos hormonales o al empleo de arneses que
impidan la copula. Ademas, los retajos deberan tener puesto un arnés marcador o bien estar
pintados en caudal a la regién xifoidea para que la hembra en celo pueda ser detectada y

visualizada por el operario a cargo (Imagen 4.1).
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Imagen 4.1

o T

Nota. Retajo marcando una hembra y hembra marcada (coloracion roja en el anca) (Gil, J.)

La eleccion de machos para utilizar como retajos se basa principalmente en la eliminacién
de estos animales del plantel reproductor debido a la presencia de caracteristicas fenotipicas
indeseables. Todo animal que fuese seleccionado para retajo debe tener libido, potencia
coeundi y ser apto sanitariamente. El hallazgo de lesiones en el aparato locomotor o columna
vertebral, asi como aplomos deficitarios dificultarian o impedirian la realizaciéon de la monta por
lo cual no podrian marcar a la hembra en celo. Si bien no es necesario que tengan potencia
generandi, no podran utilizarse machos que posean patologias que origen potencia generandi
que interfieran con la libido y la potencia coeundi como pudiera ser una orquitis aguda. Asi
mismo, ya que luego de la sincronizacién habra un alto ndmero de hembras en celo, los
machos retajos deberan presentar una buena condicion corporal (3,5-4). La deteccion de celos
la podremos realizar tanto a campo como un corral, siendo esta ultima la mas conveniente ya
que facilita la tarea de separacion de las hembras marcadas. Debemos tener en cuenta de que
no haya una excesiva cantidad de hembras dentro del corral ya que podrian ser marcadas
casualmente. Lo mas conveniente es que los machos no permanezcan en el corral todo el
tiempo si no introducirlos al menos cada 12h por el término de una hora. En caso que la
deteccion se realice a campo, los potreros deberan recorrerse al menos dos veces al dia para
identificar y apartar las hembras marcadas. El porcentaje de retajos aconsejable para una
correcta deteccion de celos varia entre un 4 y un 8% dependiendo si la deteccién es a corral o
a campo.

Previo a la realizacion de cualquier tipo de retajo debemos plantearnos la conveniencia de la

manutenciéon de estos animales durante todo el afio, relacionando el costo/beneficio econémico
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de esta opcion, en definitiva el costo econdmico que conlleva la realizacion de inseminacion a

celo detectado frente al proceso de inseminacion a tiempo fijo.

Preparacién de animales para la marcacion de celos

Preparacion de machos enteros

Los machos enteros, tanto ovinos como caprinos, pueden ser utilizados para detectar celo
siempre y cuando se los provea previamente de un delantal o chaleco que impida la cépula
(Imagen 4.2). Para ello puede utilizarse un saco, tela fuerte o lona sujeto debajo de la cavidad
abdominal de manera que al momento de la monta impida la penetraciéon y en caso que
eyaculara sea dentro del delantal. Existe el riesgo por un lado de que si el delantal esta mal
colocado se produzca la cépula y, por otro lado, pueden ocurrir procesos inflamatorios tales
como-postitis, balanitis y balanopostitis, lo que redunda en una disminucién de la libido y del
comportamiento sexual por parte del macho. Se recomienda un uso alternado de un dia de
trabajo y un dia de descanso o recuperacion, momento en el cual se le retira el delantal o
chaleco hasta el dia siguiente de trabajo. Los animales seleccionados para este fin deben tener
libido comprobada, aptos sanitariamente y sin alteraciones locomotoras que le impidan o
dificulten el salto.

Machos vasectomizados

La técnica usualmente utilizada para realizar un retajo es la vasectomia en la cual, a través
de una intervencién quirdrgica, se elimina una pequefa porcibn de ambos conductos
deferentes. También puede realizarse la epididimectomia caudal, la cual corresponde al acto
quirdrgico donde se extirpa la cola del epididimo. Con cualquiera de las intervenciones
mencionadas el macho mantiene su libido, pero es incapaz de fecundar a la hembra. La
desviacion peneana asi como el corte del ligamento dorsal del pene no son intervenciones
comunes de realizar ya que son cirugias de mayor complejidad, de un mayor tiempo de
recuperacion pos operatario, de factible formacién de adherencias entre la mucosa peneana y
prepucial, y no se obtienen mejores resultados comparativos.

Para realizar la vasectomia se seda al carnero y se lo coloca en la camilla (Imagen 4.3 A).
Una vez sujeto se rasura y desinfecta el campo de abordaje del canal inguinal, cordon
espermatico y dorsal del escroto (Imagen 4.3 A). Luego se desplazan los testiculos al fondo del
escroto. Se realiza una anestesia local en la region del cordén espermatico y luego se realiza
una incision longitudinal de aprox. 5 cm en la piel del cuello del escroto (Imagen 4.3 By C); se
toma el cordén espermatico (arteria, vena y nervio testicular, musculo cremaster y conducto

deferente) y se pasa una sonda acanalada por debajo y por inspeccion y palpacion se ubica el
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conducto deferente de aspecto blanquecino nacarado (Imagen 4.3 D y E). Se lo pinza y diseca
una porciéon no menor a 1cm y no mayor a 5 cm del conducto deferente (Imagen 4.3 F). Luego
se hace lo propio con el otro conducto deferente. Para finalizar, se realiza uno o dos puntos de

sutura, se desinfecta y se aplica un antibiético de amplio espectro.

Imagen 4.2

Nota. Carnero con delantal (Seillant, CA).
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Imagen 4.4

Nota. Secuencia de una vasectomia. Sujecion del carnero en la camilla y rasurado y limpieza
de la region de abordaje (A). Incisidon longitudinal en la piel del cuello del escroto (B y C),
exposicion del corddn espermatico y ubicacién del conducto del conducto deferente (Imagen 3

D y E).Diseccién del conducto deferente (Imagen 3 F) (Gil,J).
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Animales androgenizados

La utilizacidon de machos castrados, capones, como marcadores de celo es una herramienta
posible de ser utilizada- Los animales deben ser clinica y sanitariamente aptos y para su uso
efectivo deben ser tratados hormonalmente con propionato de testosterona. Basicamente el
tratamiento hormonal consiste en la aplicacién de tres dosis de propionato de testosterona
cada siete dias, coincidiendo la ultima dosis con el inicio de la deteccién de celos.

También existe la posibilidad de androgenizar hembras para la deteccién de celos. La
androgenizacién de hembras posee las ventajas de usarse hembras de descarte, no implica un
acto quirurgico tal como la castracion o la vasectomia, la rapidez con que las hembras
reaccionan a la androgenizacion, la disminucién del riesgo de transmisiones de enfermedades
y el bajo costo econdmico que implica androgenizar a las hembras. En cabras se han
resultados superiores a los obtenidos con machos enteros con delantal (~84% vs ~75%) y con
ovejas androgenizadas se obtuvieron resultados superiores a la de los carneros con desviacion
de pene (~85% vs ~ 62%).

Uso de pinturas y arneses en la deteccién de celos

Cualquiera sea la opcion utilizada para detectar celos es necesario un elemento que marque
a la hembra en celo para lo cual podemos colocar un arnés marcador el cual posee una tiza o
pintura o bien pintura sobre el abdomen del retajo la cual coloreard la grupa de la hembra al ser
montada (Imagen 4.4). El arnés debe utilizarse indefectiblemente en el caso que se utilicen
machos enteros con delantal.

En el caso de los machos vasectomizados puede aplicarse directamente un unglento
pigmentado en base a grasa y ferrite 0 pintura sobre el abdomen por delante del prepucio y
caudal a la regién xifoidea como sustituto al arnés con marcador (Imagenes 4.5, 4.7). La pintura
o el ungiento deben reponerse diariamente garantizandose la correcta marcacion de las

hembras en celo (Imagen 4.6).
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Imagen 4.4

Nota. Macho caprino Saanen con arnés marcador. La flecha indica el lugar del marcador (Soto,
AT)

Imagen 4.5

¢ AL o e W R Pd 'y o W

Nota. Lugar correcto de colocacion de la pintura sobre la piel del abdomen del animal (Gil,J.)
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Imagen 4.6

Nota. A) Hembra marcada dispuesta para ser inseminada B) Hembra marcada en celo con
presencia de flujo estral C) Momento de separacion de las ovejas detectadas en el celo. Se
observan hembras marcadas y no marcadas. D) Ovejas marcadas separadas previo al proceso

de inseminacion artificial (Gil,J, y Seillant, C.A.)
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Imagen 4.7

Nota. A) Lugar incorrecto de colocacion de la pintura sobre la piel de la regidon peneana del

abdomen del animal. B) Los simbolos indican los dos lugares incorrectos de colocacion de la
pintura marcadora (Adaptado de Gil, J.)
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