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PROLOGO

La produccion ovina en el norte de la Patagonia Argentina contempla
principalmente sistemas de cria en condiciones extensivas estratificados en
productores de baja y media escala de produccion, variando la composicion de las
majadas entre 50 y 3000 madres. El producto de interés generado siempre ha sido
la produccion de lana de calidad para exportacion dejando de lado la produccion de
corderos. Por las fluctuaciones de los mercados y precios de las fibras animales,
desde hace algunos afios se ha dado paso a la produccion y venta de la carne como
alternativa. Estos sistemas se encuentran condicionados primariamente a la oferta
forrajera anual, muy fluctuante segin las condiciones climaticas del afio, por lo
cual, muchas veces los animales estan expuestos a periodos de subnutricion
prolongados. Los indices productivos, evaluados especialmente a través de la tasa
de sefialada (nimero de corderos sefialados sobre nimero de hembras a servicio),
reflejan grandes pérdidas ocasionadas entre el servicio (otofio) y la sefialada de los
corderos (verano). Se ha estudiado que gran parte de esas pérdidas ocurre por
diversos factores (estado nutricional materno, depredacion, inanicidn, inclemencias
climaticas, etc.) principalmente alrededor del parto, y se las conoce como pérdidas
perinatales. Muchos estudios han reflejado que dichas pérdidas se encuentran
estrechamente relacionadas con el estado nutricional materno, al obtenerse corderos
de bajo peso al nacer con bajas tasas de sobrevivencia, por lo cual se han generado
e implementado técnicas sencillas como la paricién en potreros controlados (de
menor tamaio, con reparo y elevada disponibilidad forrajera) y la suplementacion

estratégica preparto. Sin embargo, se carece de informacion sobre las pérdidas
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gestacionales en majadas ovinas patagonicas, lo cual plantea la necesidad de
estudiar y cuantificar las pérdidas embrionarias y fetales y establecer su relacion
con el estado corporal materno al momento del servicio y durante el estadio inicial
de la prefiez. La dificil interpretacion y extrapolacion de los resultados obtenidos
por otros autores en distintas razas y tipos de explotacion, hace necesaria la
caracterizacion de las pérdidas reproductivas a nivel regional, analizando en este
estudio una majada en el area de Sierras y Mesetas Occidentales en la provincia de
Rio Negro, donde la cria ovina en condiciones de cria extensiva es la principal

actividad productiva.

La implementacion de la suplementacion durante el preservicio puede
mejorar los indices reproductivos en majadas ovinas, no existiendo datos en cuanto
a qué proporcion de pérdidas embrionarias y fetales podrian evitarse cuando se
utiliza esta herramienta en los estadios iniciales de la prefiez en ovejas con distintos
estados corporales. Generar esta informacion nos permitird realizar un uso racional
y justificado de esta técnica, con el objetivo de alcanzar el maximo potencial
reproductivo de las hembras ovinas mediante la obtencion de una alta tasa de prefiez
y disminucion de las pérdidas prenatales, para finalmente favorecer el porcentaje

anual de sefalada acercandose a un sistema productivo mas rentable.
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CONTRIBUCION AL AVANCE DEL CONOCIMIENTO CIENTIFICO

La realizacion de este trabajo de tesis permitié caracterizar y cuantificar las
pérdidas embrionarias y fetales en ovinos; y establecer en qué periodo ocurre el
mayor porcentaje de pérdidas relacionadas con el estado nutricional materno,
pudiendo asi optimizar el uso de la suplementacion estratégica en los momentos
adecuados. Asimismo, estos datos nos permitirdn anticiparnos frente a una baja
respuesta reproductiva de los vientres ante una oferta forrajera reducida,
disminuyendo el riesgo de pérdida y contribuyendo al porcentaje de sefialada anual
necesario para mantener la rentabilidad productiva y econdmica de los productores

ovinos de nuestra region.
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RESUMEN

En esta tesis se presentan los resultados derivados de la investigacion de los
efectos del estado nutricional sobre las pérdidas gestacionales y las modificaciones
endocrino metabolicas en ovejas Merino. En el Experimento I se caracterizaron las
pérdidas gestacionales producidas en ovejas Merino en condiciones de cria
extensiva, evidenciando una baja proporcion de pérdidas entre el dia 17 post
servicio y el parto (3,27%). En el Experimento II se implementaron tratamientos
nutricionales para evaluar el efecto de la condicién corporal materna sobre el
establecimiento y mantenimiento de la prefiez. Principalmente se evidencié una
disminucion en la manifestacion de los estros en ovejas restringidas (65,1%) en
comparacion con ovejas suplementadas (98,3%, P<0,05), no hallandose diferencias
en las tasas de prefiez a los dias 17 y 35 post servicio (P>0,05). Asimismo, los
cambios negativos en la CC produjeron menor calidad embrionaria in vitro y
alteraciones en las concentraciones de las principales hormonas metabdlicas (GH,
Insulina e IGF-1). En el Experimento 111, ovejas donantes y receptoras de embriones
fueron asignadas a dos tratamientos de alimentacion para estudiar si las fallas
reproductivas se debian a factores del embridon, maternos o ambos. Se observo que
la sobrevivencia embrionaria tendié a ser menor en las receptoras restringidas que

recibieron embriones de donantes suplementadas (SR, 27%) en comparaciéon con
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los otros tratamientos (64, 64 y 57% para SS, RS y RR, respectivamente, P<0,1).
El estado nutricional materno afectd las concentraciones de AGNE, insulina, IGF-
1 y leptina y la expresion génica uterina del PR, IGF-1R y LEPR. Se concluye que
la subnutricién materna modifico la calidad embrionaria, el ambiente endocrino
metabolico y la expresion génica uterina, hallindose una tendencia a una mayor
mortalidad embrionaria tardia en ovejas subnutridas respecto a ovejas
suplementadas (P<0.1). Ademas, la subnutricioén preservicio indujo el anestro en el

35% de los animales.
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PREGNANCY REPRODUCTIVE LOSSES ACCORDING
TO THE MATERNAL NUTRITIONAL STATUS IN MERINO

SHEEP

Key words: Embryo Losses, Undernutrition, Sheep
SUMMARY

This dissertation presents the results derived from the investigation of the
effects of nutritional status on pregnancy losses and metabolic endocrine
modifications in Merino sheep. In Experiment I, pregnancy losses were
characterized in Merino sheep under extensive breeding conditions, showing a low
proportion of losses between day 17 post-mating and parturition (3.27%). In
Experiment II, nutritional treatments were implemented to assess the effect of
maternal body condition on the establishment and maintenance of pregnancy.
Mainly, there was a decrease in the manifestation of estrus in the restricted feed
intake group (65.1%) compared with supplemented (98.3%, P <0.05), with no
differences in pregnancy rates on days 17 and 35 post-mating (P> 0.05). Likewise,
negative changes in body condition produced lower in vitro embryo quality and
alterations in the concentrations of the main metabolic hormones (GH, Insulin and
IGF-1). In Experiment III, donor and recipient embryo sheep were assigned to two
nutritional treatments to study whether reproductive failures were due to embryo
factors, maternal or both. It was observed that embryo survival tended to be lower
in restricted recipients who received embryos from supplemented donors (SR, 27%)
compared with the other treatments (64, 64 and 57% for SS, RS and RR,

respectively, P <0.1). Maternal nutritional status affected the concentrations of
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NEFA, insulin, IGF-1 and leptin and the uterine gene expression of PR, IGF-1R
and LEPR. I concluded that maternal undernutrition modifies embryo quality,
metabolic endocrine environment and uterine gene expression; a tendency to higher
late embryonic mortality was found in nutritional restricted sheep compared to
supplemented sheep (P <0.1). In addition, pre-mating undernutrition induced

anestrus in 35% of the restricted animals.



CAPITULO I

1.1 INTRODUCCION

Breve descripcion del sistema productivo ovino en la Patagonia Norte

Los sistemas de produccion ganadera en el norte de la region Patagonica se
desarrollan principalmente en condiciones de pastoreo extensivo sobre pastizales
naturales. Esta region se divide en areas eco-productivas homogéneas que presentan
caracteristicas similares de geologia, relieve, suelo, vegetacion, clima y sistemas de
produccion (Siffredi y col., 2011). Entre ellas se encuentra el area ecologica de
Sierras y Mesetas Occidentales (Soriano, 1954), que ocupa una superficie de
3.538.500 hectéreas, en la provincia de Rio Negro. El clima es predominantemente
arido y frio, con un promedio de 150 a 300 mm anuales concentrados en otofio e
invierno, y la temperatura anual media es de 8 a 10 °C. Predomina la estepa de
arbustos bajos y coirones, presentando también mallines dulces y salados (Bran y
col., 2000) variando la produccion anual de forraje segun el sitio y la condicion del
pastizal (500 a 8000 Kg MS/ha) (Bonvissuto y col., 2008). En esta zona, la
produccion ovina es el sustento principal de los productores, predominando una
gran cantidad de pequefios productores y unas pocas empresas mas grandes.
Practicamente el 100% de los ovinos son de raza Merino, orientados a la produccion
de lana fina y carne como subproducto (Mueller, 2005). La tasa de prolificidad de
esta raza es baja, lo cual ocasiona la necesidad de asegurar todas las etapas del
proceso productivo desde el servicio hasta el destete, para poder obtener un buen

porcentaje de sefialada. La sefialada expresa el porcentaje anual de corderos



obtenidos (sefialados) en relacion al total de madres al momento del servicio
(Easdale, 2010), y en estos sistemas de produccion laneros no se supera el 55%
(Claps, 2010). Debido a la escasez de forraje en algunos momentos del afio y a
procesos de desertificacion (Del Valle y col., 1997), la actividad tiene pocas
posibilidades de crecer a través del aumento en el stock; por lo que las mejoras en
la produccion deben basarse en aumentos en la productividad por animal, logrando
una mayor calidad de lana y una mayor tasa reproductiva. Para esto ultimo, es
indispensable asegurar una buena nutricion materna previo al servicio y durante la
gestacion, lo que podria alcanzarse a través de un buen manejo del forraje
disponible, evitando periodos de subnutricion que perjudiquen el rendimiento

productivo de los animales (Villar, 2011).

Fisiologia y endocrinologia del ciclo estral ovino

La oveja puede ser definida como una hembra poliéstrica estacional
(Fernandez Abella, 1993) cuya actividad reproductiva depende del fotoperiodo,
teniendo lugar durante el periodo en que las horas luz decrecen, que se corresponde
con el otofio. Experiencias realizadas en la raza Merino, por el grupo de
Reproduccion en Rumiantes Menores del Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA) Bariloche, demostraron que entre el 95 y 100% de las ovejas
se encuentra ciclando entre los meses de marzo y julio; estos porcentajes
disminuyen a valores de alrededor del 60% entre agosto y febrero (Wolff y col.,

1992; Cueto y col., 1993).



Cuando la hembra alcanza la pubertad manifiesta cambios ritmicos en su
conducta sexual (aceptacion de la copula), denominandose a esta actitud como celo
o estro. Los acontecimientos que comienzan en un estro y finalizan en el siguiente
reciben el nombre de ciclo estral, el cual tiene una duracion de 17 = 1 dias en la
oveja (Baril y col., 1995). El ciclo estral puede dividirse en dos fases. La fase
folicular comprende un periodo temprano caracterizado por el crecimiento y
maduracion folicular preovulatoria, y un periodo tardio que comienza con la
manifestacion del celo y termina con la ovulacion (Scaramuzzi y col., 1993). La
fase luteal es mas larga, y comienza post ovulacion con la formacion del cuerpo
luteo hemorragico, el cual posteriormente se constituira en un CL, y finalizar4 con
su lutedlisis. En la oveja, la vida media del CL es de aproximadamente 12-14 dias
(Baril y col., 1995). El ciclo estral esta regulado por una interaccion hormonal,
controlada por el eje hipotdlamo-hipodfisis-ovario, que incluye procesos de
retroalimentacion positiva y retroalimentacion negativa. Los perfiles hormonales

durante la fase folicular y la fase luteal se muestran en la figura I.1.
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Figura 1.1. Diagrama de las variaciones hormonales durante el ciclo estral en

hembras ovinas (Martin y Thomas, 1990).



Gestacion

La gestacion en la oveja tiene una duracion promedio de 148 dias (Hafez,
1996) y puede ser dividida en dos grandes etapas de desarrollo, la embrionaria (Dia
0 al 35) y la fetal (Dia 36 al parto) (Fernandez Abella, 1993). Al igual que en otros
mamiferos, los eventos que transcurren durante los primeros dias siguientes a la
ovulacion son determinantes para la supervivencia del embrion (Watson y col.,
1999). Luego de producida la fecundacidon, tiene lugar un mecanismo de
sefalizacion entre el embrion, el endometrio y el ovario, a fin de evitar la regresion
del CL, asegurandose de esta manera la produccion y secrecion de P4, lo que
favorece el desarrollo temprano del embrion, la implantacion, la placentacion y un
correcto desarrollo feto-placentario hasta el término de la gestacion (Graham y

Clarke, 1997).

Desarrollo embrionario temprano

Una vez que el ovocito ovulado es fecundado, se forma el embrion quien
sufre sus primeras divisiones celulares en el oviducto y alcanza el utero alrededor
del dia 4 post-celo, en el estadio embrionario de moérula compacta. Hacia el dia 6
se forma el blastocisto joven, las células se compactan y por ingreso del liquido
extracelular se forma una cavidad rodeada por células trofoblasticas. El blastocisto,
en su forma esférica, se expande y eclosiona de la zona pelucida entre los dias 8 y
9. Hacia el dia 11 va adoptando una forma tubular y luego se elonga convirtiéndose
en un embridn filamentoso entre los dias 12 y 16. La elongacion del blastocisto
coincide con el comienzo de la implantacion, aunque la adhesion firme al

endometrio no ocurre hasta el dia 16 (Wintenberger-Torres y Flechon, 1974). El



periodo de desarrollo de los embriones previo a la implantacion puede ser dividido
en dos fases, temprana y tardia, correspondiendo al tiempo en que estan alojados en
oviducto y utero, respectivamente (Leese, 1995). La importancia de esta etapa en la
supervivencia embrionaria se pone de manifiesto en la alta incidencia de mortalidad
embrionaria que ocurre en este momento de la gestacion (Goff, 2002). Durante las
ultimas décadas se han acumulado numerosas evidencias sobre la participacion en
esta etapa de muchas hormonas y factores de crecimiento que determinan la
viabilidad futura del embrion (Kaye, 1997; Abecia y col., 1999; 2006; Sosa y col.,

2009a; Abecia y col., 2015).

Reconocimiento materno de la gestacion

El proceso por el cual el embrion sefiala su presencia al sistema materno y
prolonga la vida del CL, ha sido denominado reconocimiento materno de la
gestacion (Short, 1969). En la década del 60, Moor y col. (1969) establecieron que
el momento critico para mantener la vida del CL en la oveja estaba entre los dias
12 y 13 de gestacion y que existia alguna sustancia que el embrion secretaba para
evitar la lutedlisis. Mas tarde, Godkin y col. (1982) purificaron la proteina
responsable de bloquear el mecanismo luteolitico, la proteina trofoblastica ovina
(oTP). Esta proteina tiene propiedades antivirales, anti proliferativas e
Inmunosupresoras y presenta una gran homologia con la secuencia del interferon a,
por lo que se la clasifico dentro de la familia de los interferones tipo I (Imakawa y
col., 1987; Roberts, 1989). Posteriormente fue denominado interferén tau (INFt),

por ser el interferon trofoblastico (Roberts y col., 1992).



El INFt es sintetizado por el trofectodermo entre los dias 10 y 21 de
gestacion (Spencer y col., 1998), presentando maximas concentraciones al dia 14
de gestacion (Godkin y col., 1982; Hansen y col., 1988; Spencer y col., 2004).
Algunos autores han observado concentraciones apreciables de la proteina en el
medio de cultivo de los embriones de dia 8 (Ashworth y Bazer, 1989). La secrecion
de INFt ovino (ng/lavaje uterino) aumenta rapidamente segin el conceptus cambia
morfologicamente de forma esférica (312 ng) a tubular (1.380ng) a filamentosa
(4.455 ng) en los dias 12 a 13 (Rutter y Russo, 2002). El INFrt actia a través del
receptor de interferon o (INFAR) en forma paracrina sobre los epitelios luminal y
glandular endometriales para evitar la transcripcion del gen del receptor de
oxitocina (OTR), inhibiendo primero la sintesis del receptor de estrogenos (ERa),
suprimiendo de esta manera el desarrollo del mecanismo luteolitico en el
endometrio (Spencer y Bazer, 1996; Bathgate y col., 1998). La mayor produccion
de INFt esta asociada a la elongacion del embridn, pero el aumento se debe
principalmente al aumento de tamaio del trofoblasto mas que a un incremento en
su tasa de sintesis (Goff, 2002). La elongacion rapida del trofoblasto es
imprescindible para una mayor sintesis de INFrt, ya que su ARNm s6lo se encuentra
en sus c¢lulas trofoblasticas extraembrionarias y es casi inexistente en otras partes
del embridn (Farin y col., 1989; Guillomot y col., 1990; Gray y col., 2002). Es decir
que el tamafio es importante para evitar la lutedlisis ya que embriones pequefios no
produciran suficiente INFt. Algunos autores han observado un retraso en el
desarrollo embrionario al dia 8 de gestacion (Abecia y col., 1997) y una menor
produccion de INFr al dia 15 de gestacion (Abecia y col., 1999) en ovejas

subnutridas, viéndose perjudicada la supervivencia embrionaria de los mismos.



Pérdidas prenatales

El mantenimiento del o los embriones durante la prefiez hasta la expulsion
del feto en el parto requiere de una serie de interacciones adecuadas entre el sistema
materno y el desarrollo de los conceptos. Tanto el endometrio como el embrion
sintetizan y secretan a la interfase entre el embrion y la madre una miriada de
factores de crecimiento, proteinas, citoquinas, hormonas y otras sustancias que
interactlian entre ambas partes (Martal y col., 1997). Las pérdidas prenatales se
diferencian en mortalidad embrionaria y fetal. La mortalidad embrionaria se define
como la pérdida del embrion entre la concepcion y el fin del periodo embrionario
de diferenciacion (dia 35). En este caso se produce la reabsorcion total del embrion
sin observacion de ningiin sintoma, salvo una extension anormal del intervalo entre
celos. Contrariamente, las pérdidas fetales o abortos se manifiestan por la expulsion
prematura del feto no viable a partir del dia 35 de gestacion (Fernandez Abella,

1993).

La mortalidad embrionaria es una de las mayores causas de fallas
reproductivas en todos los animales domésticos (Diskin y Morris, 2008; Walsh y
col., 2011). Se ha observado que entre un 25 y un 55 % de todos los embriones
mamiferos se pierden durante la gestacion temprana (Niswender y Nett, 1994). En
vacas, la mayor mortalidad embrionaria ocurre durante las primeras tres semanas
de gestacion (Inskeep y Dailey, 2005; Diskin y Morris, 2008), habiendo
discrepancias en si es mayor en la primera semana post concepcion (Sartori y col.,
2002) o en la segunda (Diskin y Screenen, 1980). Algunos autores indican que, en

el ovino, esto ocurriria alrededor de la segunda semana, en el momento de



implantacion (dia 9 al 15, Hafez, 1996). En el ganado bovino, Walsh y col. (2011)
consideran dividir la mortalidad embrionaria en tres periodos; si esto se extrapola
al ganado ovino podriamos sugerir que existe una mortalidad embrionaria muy
temprana entre los dias 0 y 7 (formacion del blastocisto); una mortalidad
embrionaria temprana desde el dia 7 al 16 (periodo de implantacion) y una
mortalidad embrionaria tardia entre los dias 16 al 35 (fin del periodo
embrionario). Del dia 35 hasta el parto la pérdida prenatal es considerada como

mortalidad fetal.

Evaluacion del estado nutricional

La valoracion del estado nutricional de los animales se ha basado en la
medida del peso vivo (PV) y la determinacion de los perfiles metabolicos. Sin
embargo, hace ya muchos afios que se ha venido utilizando la condicioén corporal
(CC) como un indicador subjetivo de facil aplicacion para establecer las relaciones
entre alimentacion y produccion (Molina y Gallego, 1993). La CC ha logrado
extensa aceptacion en la produccidon ovina, especialmente como un indicador del
estado nutricional de las ovejas, siendo indudablemente un muy buen indicador
practico para la evaluacion y el control de las reservas corporales (Bocquier y col.,
1988; Croston y Pollot, 1994).

La CC se determina evaluando manualmente el grado de cobertura grasa del
proceso espinal y las apofisis transversas de las vértebras lumbares, en base a una
escala de cinco puntos (1-5, Russel y col., 1969). Sin embargo, su utilizacion tal
cual ha sido originalmente disefiada, no suministra informacion de mucha utilidad,

ya que, en el norte de la region patagonica, el rango que se obtiene es estrecho, entre



1 y 3 puntos de CC, con la deteccion excepcional de uno que otro animal de 4
puntos, generalmente vinculado a animales de cabafias. Debido a ello surge la
inquietud y necesidad de dividir la escala e incorporar el medio (0,5) y el cuarto
punto (0,25) (Buratovich, 2000).

Los efectos de la nutricion sobre las variables reproductivas pueden ser
“agudos” cuando no estan reflejados por cambios en el PV; “estaticos” cuando
reflejan diferencias mantenidas en el PV o la CC debido a la historia nutricional o
fisiolégica de las semanas/meses previos, o “dinamicos” cuando obedecen a
cambios de PV o CC en periodos més cortos (dias/semanas, Chilliard y col., 1998;
Scaramuzzi y col., 2006). La CC tiene el beneficio de que no es afectada por los
cambios de tamafio y peso del feto, como sucede con el peso vivo de la oveja, el
que se incrementa segiin avanza la gestacion (Russel, 1985; Vera y Vega, 1986).
Uno de los usos principales de la CC en el manejo de majadas, es su empleo en los
momentos clave del ciclo reproductivo. La experiencia indica que en las majadas
de la raza Merino del norte de la Patagonia la condicion al momento del servicio,
para obtener una buena prefiez, debiera ser mayor a 2,5 (Giraudo, 2009). Por otra
parte, existe mucha variacion para las mismas majadas, producto del clima y del
manejo (Giraudo y Villagra, 2008), que determinan que los resultados en muchas
situaciones se aparten de ese optimo, con las consecuencias correspondientes, tanto

en la prefiez como en el parto.

Como se ha citado anteriormente el estado nutricional también puede
evaluarse a través del perfil metabolico del animal utilizando indicadores

bioquimicos. El rango de movilizacion de las reservas grasas depende de la cantidad
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de tejido adiposo de que disponga la oveja y la diferencia entre el consumo y la
demanda de nutrientes (particularmente de energia). Un bajo suministro de glucosa
por subnutricion llevara a la movilizacion de acidos grasos libres que reducen el
apetito y potencian la formacién de cuerpos cetonicos (Faulkner, 1983). Son
numerosos los autores que han utilizado los acidos grasos no esterificados (AGNE)
y los cuerpos cetonicos, especialmente el B-hidroxibutirato (-OHB), como
indicadores del metabolismo energético en los animales. El B-OHB ha demostrado
ser un buen indicador de la subnutriciébn en ovinos en condiciones extensivas
(Russel y col., 1967), pudiendo utilizarse como un estimador para establecer si las
ovejas cubren sus requerimientos con el consumo de nutrientes. Estos autores
determinaron que valores de 1,ImM y 1,6 mM de -OHB en sangre indican grados
de moderada y severa subnutricion, respectivamente, siendo 0,71 mM el valor
normal de nutricion en ovinos. Si bien son menos sensibles que otros metabolitos,
como los AGNE, su manipulacién y conservacion es muy simple y no presentan los
problemas de sesgo de los AGNE, que aumentan en sangre como respuesta al estrés
(Oregui, 1992). Sin embargo, en un estudio mas reciente, se demostr6 que, en
ovejas, la concentracion de AGNE puede ser utilizado como un indicador fiable del
estado energético de los animales, no encontrando modificaciones en la
concentracion de B-OHB frente a distintos niveles de alimentacién (30, 60, 100 y
120% de requerimientos de mantenimiento) en ovejas con diferente estado corporal
(1,25-2,0-3,0 y 4,0), respectivamente (Caldeira y col., 2007a). Las concentraciones
de AGNE pueden ser utilizadas como indicador de los grados moderados de
subnutricion (principio y mitad de gestacion); su determinacion expresa el

equilibrio entre lipdlisis y lipogénesis, pero es menos util en situaciones de
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prolongada y severa subnutricion (Russel y col., 1967). Caldeira y col. (2007a;
2007b) evidenciaron mayores concentraciones de AGNE en ovejas con baja
condicion corporal (1,25 y 2,00). Asimismo, Sosa y col. (2009a) y otros autores
observaron diferencias significativas en las concentraciones de AGNE entre ovejas
subnutridas y controles (Erfle y col., 1974; Russel, 1979; Robinson, 1980; Topps y

Thompson, 1984).

Efecto de la nutricion sobre el eje reproductivo

La relacion existente entre la nutricion y sus efectos sobre la funcion
reproductiva en los rumiantes ha demostrado ser muy compleja, siendo objeto de
numerosos estudios (Chilliard y col., 1998; O’Callaghan y Boland, 1999; Martin y
col., 2004a; Abecia y col., 2006; Scaramuzzi y col., 2006). Aunque uno de los
aspectos mas estudiados de esa relacion ha sido el efecto de la sobrealimentacion o
suplementacion (flushing) como herramienta para incrementar la tasa de ovulacién
(Rhind, 1992; Banchero y Quintans., 2004), también existen algunos estudios sobre
el efecto de la subnutricién y sobrealimentacion en el eje hipotdlamo-hipofiso-
gonadal en los rumiantes (Robinson, 1996; Boland y col., 2001; Forcada y Abecia,
2006). Al respecto, se ha observado que ovejas subnutridas, a largo y a corto plazo,
presentaron una disminucion de las concentraciones basales de FSH y LH, asi como
también una disminucion en la frecuencia de pulsos de LH (Thomas y col., 1990;
O’Callaghan y col., 2000). Algunos trabajos han observado una menor tasa de
ovulacion en ovejas subnutridas (McNeilly y col., 1987; Rhind y col., 1989a)
mientras que en otros no se evidenciaron estas diferencias (Lozano y col., 2003;

Kakar y col., 2005). Se ha descrito que la calidad de los ovocitos (en cuanto a su
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morfologia) de ovejas subnutridas es inferior a la de las controles (Lozano y col.,
2003). Esta menor calidad de los ovocitos recolectados también ha sido manifestada

en ovejas con sobrealimentacion (McEvoy y col., 1995).

Comparados con la cantidad de estudios que investigan los efectos de la
nutricion sobre el eje hipotdlamo hipoéfisis ovario, los estudios que investigan sus

efectos sobre el desarrollo embrionario y el ambiente uterino son escasos.

Efecto del estado nutricional materno sobre el desarrollo embrionario y
fetal

Inicialmente, los estudios del impacto de la nutricion en el crecimiento del
feto se concentraron en el tercio final de la gestacion, prestando poca atencion a los
niveles nutricionales en el periodo pre-servicio y durante los estadios iniciales de la
prefiez. Sin embargo, actualmente se ha evidenciado que los efectos de la nutricion
se ejercen muy temprano en el desarrollo embrionario. Al inicio de la gestacion, el
desarrollo embrionario y el crecimiento del feto es muy lento y sus necesidades
nutritivas son extremadamente bajas. Pese a esto, se ha visto que los niveles de
alimentacion extremos, tanto de subnutricion como de sobrealimentacion, pueden
reducir la supervivencia embrionaria o retrasar el crecimiento del feto, debido a una
alteracion del equilibrio hormonal progesterona/estrogenos que modifica la

composicion del fluido uterino (Jimeno y col., 2002).

Muchos estudios han demostrado que en los pequeios rumiantes las

concentraciones plasmaticas de P4 estdn inversamente relacionadas con el nivel
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nutricional durante la prefiez (Williams y Cumming, 1982; Parr y col., 1987; Rhind
y col., 1989b), observandose una reduccion en la concentracion de P4 plasmatica
cuando aumenta el consumo (Parr y col., 1982) y cuando la dieta alcanza niveles de
dos veces los requerimientos energéticos para mantenimiento (O’Callaghan y col.,
2000). Parr (1992) propuso que este efecto podria deberse a una mayor
metabolizacion hepatica de la P4 en ovejas sobrealimentadas, dada por el aumento
del flujo sanguineo en la vena porta. Al mismo tiempo, los esteroides se almacenan
selectivamente en el tejido adiposo, por lo que se ha sugerido que un régimen de
alimentacion que resulte en lipolisis llevard aparejado una liberacion de estos
(Boland y col., 2001). En ovejas subnutridas, el aumento de la concentracion de P4
plasmatica ha sido asociado con mayores porcentajes de pérdidas embrionarias
(Brien y col., 1981). Frente a esta situacion Rhind y col. (1989c) sugirieron que
quizé la medicion de P4 circulante no fuera suficiente reflejo de la situacion en el
tracto reproductivo, debiendo medirse las concentraciones a nivel local. En este
sentido, no se han observado diferencias en las concentraciones de P4 en la vena
ovdrica ni en la arteria uterina entre ovejas subnutridas y controles (Abecia y col.,
1997; Lozano y col., 1998a), pero este ultimo estudio si demostré6 una menor
concentracion de P4 en el tejido endometrial de ovejas subnutridas el dia 5 del ciclo
estral respecto a los controles, lo que podria explicar el desarrollo embrionario

inadecuado que presentaron las primeras.

En sistemas extensivos, el esquema nutricional al que estdn sometidos los
animales presenta grandes fluctuaciones a lo largo del afio (Lindsay y col., 1993),

siendo la subnutricion un problema en los rebafios comerciales donde la
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alimentacion esta basada en el pastoreo. En ovinos algunos autores han reportado
un incremento de la mortalidad embrionaria en diferentes dias (11, 15, 21) de
gestacion en ovejas subnutridas sometidas a dietas restringidas o por un consumo
disminuido (Rhind y col., 1989c; Abecia y col., 1999; Rhind y col., 1985). Sin
embargo, en trabajos con tratamientos nutricionales similares, se ha recuperado un
porcentaje similar de embriones en ovejas subnutridas y controles los dias 4, 8 y 9,
aunque los embriones de las hembras subnutridas presentaban retraso en su
desarrollo (Lozano y col., 2003; Abecia y col., 1997; Abecia y col., 1999).
Asimismo, Abecia y col. (1995, 1997, 1999) no encontraron diferencias en las tasas
de gestacion debidas a la subnutricion en los dias 8 y 9, pero si en los dias 14y 15

de gestacion.

La menor tasa de gestacion en ovejas subnutridas podria obedecer a una
alteracion en las sefales bioquimicas que se establecen entre el embrion y el
ambiente uterino (Lozano y col., 1998b), considerando que a edad muy temprana
se establece un “dialogo bioquimico” sincronizado entre el embrion y su madre,
que determinara el éxito o el fracaso de la gestacion (Abecia y col., 2006). La
mortalidad embrionaria temprana es una causa importante del fracaso reproductivo
y podria estar relacionada con las influencias nutricionales durante la €poca de
apareamiento (Dunne y col., 1999).

Se ha visto que, en estacion reproductiva, un descenso de la CC de 2,00 a
1,50 implica una reduccion en la tasa de prefiez del orden del 5% (Gibbons, 1993).
También Fernandez Abella y Formoso (2007) observaron un alto porcentaje de

pérdidas embrionarias (22,7%) en ovejas con una CC menor a 2,25.
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Algunos estudios han reflejado que estados nutricionales deficientes al
inicio de la gestacion provocan lesiones y enfermedades que se expresaran mas
tarde en la vida postnatal (Bispham y col., 2003; Fowden y Forhead, 2004; Lea y
col., 2006; MacLaughlin y col., 2010; Kiani y col., 2011). Se ha observado que si
la hembra recibe una alimentacion restringida durante el momento de la formacion
de la placenta, se generara un menor numero de cotiledones, los cuales presentaran
un menor tamafio y que esta condicion se traducird en un bajo desarrollo fetal,
influyendo negativamente en el peso al nacimiento y en la sobrevida del cordero

(Dingwall y col., 1987).

El estado nutricional se interrelaciona con el sistema reproductivo por via
de un complejo sistema de sefiales bioquimicas, que involucran tanto a nutrientes

como a hormonas, ademas de a sus respectivos receptores.

Mediadores entre el estado metabdlico y el desarrollo embrionario-fetal

Es muy probable que los efectos de los cambios en el estado metabolico
sobre la gestacion temprana se ejerzan por medio de una sefializacion diferencial de
las hormonas metabdlicas, més que por una falta de nutrientes per se. Varias de las
hormonas metabolicas que ayudan a mantener la homeostasis del organismo, y
cuyas concentraciones plasmaticas varian con los cambios en el estado metabolico,
han sido postuladas como posibles mediadores entre éste y el sistema reproductivo

de un animal. Entre los candidatos mas probables de mediar entre los cambios
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nutricionales y el ambiente uterino se encuentran la insulina, el IGF-1 y la leptina

(Blache y col., 2006).

La insulina corresponde a un polipéptido de alto peso molecular de 6 kDa
que es secretado por las células beta del pancreas como parte de una pre-pro-
hormona (Tang y col., 1997), que cuando se pliega, en el reticulo endoplasmico,
forma la proinsulina. Posteriormente, €sta se transporta en micro vesiculas desde el
reticulo endoplasmico al complejo de Golgi, en el cual se empaca en conjunto a
enzimas proteoliticas que, al activarse, convierten la proinsulina en insulina, como
resultado del desprendimiento del péptido C. Normalmente un 90 a 97% del
producto liberado, por parte de las células beta corresponde a insulina junto con
cantidades equimolares del péptido C. La mayor parte del resto corresponde a
proinsulina (Brook y Marshall, 1996).

Esta insulina evoca respuestas bioldgicas en tres lugares distintos de la
célula: en la membrana plasmatica estimula el transporte de glucosa, aminoacidos
e iones; en el citoplasma activa enzimas como glucogeno sintetasa y piruvato
deshidrogenasa, activando procesos de fosforilacion y desfosforilacion; y en el
nucleo regula la sintesis de ARN y ADN (Ward, 1988). Su principal funcion es
mantener la homeostasis de la glucosa, que depende del balance entre la produccion
de glucosa y su utilizacion por los tejidos insulinodependientes. Los tejidos
efectores mas importantes son el hepatico, el muscular y el adiposo, pero ademas
esta hormona ejerce efectos reguladores potentes sobre otros tipos celulares

(Cheatham y Khan, 1995), como, por ejemplo, en el hipotdlamo (Tang y col., 1997).
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La insulina es la principal hormona responsable de controlar el
almacenamiento y la utilizacion de los nutrientes celulares. Activa los sistemas de
transporte y las enzimas que intervienen en la utilizacion y deposito intracelular de
glucosa, aminoacidos y acidos grasos, a la vez que inhibe procesos catabolicos
como la degradacion de glucdgeno, lipidos y proteinas (Cheatham y Khan, 1995).
Estudios recientes demostraron que la insulina fue uno de los indicadores
metabolicos mas eficientes en reflejar el estado nutricional de las ovejas,
obteniendo concentraciones significativamente inferiores en ovejas con 1,25y 2,0
de CC con respecto a animales con 3,0 y 4,0 de CC (Caldeira y col., 2007a; 2007b)
En ovejas sometidas a flushing nutricional se evidencid un aumento del nivel de
insulina (Scaramuzzi y col., 2006) y en ovejas subnutridas se observaron menores
concentraciones de insulina que en los animales controles (Sosa y col., 2006).

El incremento de la entrada de glucosa a las células ha sido relacionado
positivamente con los aumentos en la tasa ovulatoria en ovejas (Downing y col.,
1995). Investigaciones realizadas en bovinos, concluyen que la insulina en
concentraciones fisiologicas influye directamente en la proliferacion de las células
tecales in vitro, actuando sinérgicamente con la LH, estimulando Ia
esteroideogénesis. En periodos de restriccion alimenticia, cuando los niveles de LH
e insulina son bajos, la diferenciacion de las células tecales esta disminuida. Por
consiguiente, estos resultados postulan a la insulina como un importante
estimulador de la mitogénesis y esteroideogénesis durante el desarrollo folicular del
ovario de rumiantes (Stewart y col., 1995).

Aunque en nuestro conocimiento no hay informacion disponible acerca de

los posibles efectos directos de la insulina en la fisiologia uterina, los IGFs, péptidos
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relacionados con la insulina, si han sido implicados en el estado del ambiente

uterino.

Los factores de crecimiento insulinicos tipo 1 y 2 (IGF-1 e IGF-2) son
polipéptidos sintetizados principalmente en el higado y liberados a la circulacion
general como respuesta a la estimulacion por GH (Le Roith y col., 2001). También
organos de importancia reproductiva como el hipotdlamo, hipofisis, ovario,
oviducto, el utero y especialmente la placenta; son capaces de sintetizarlos, lo
mismo que otros érganos como el corazon, el pulmon, el rifion, el pancreas, el bazo,
los intestinos delgado y grueso, el cerebro y la médula espinal (Butler y Le Roith,
2001). Los principales tejidos diana afectados en combinacion con la hormona del
crecimiento son los musculos, cartilagos, huesos, higado, rifiones, nervios, piel,
ovarios y pulmones (Daftary y Gore, 2005). El IGF-1 cumple un papel importante
en la reproduccion de los rumiantes, tanto directamente cumpliendo funciones sobre
el sistema reproductivo como indirectamente siendo indicador de una aceptable
condicion corporal y aptitud reproductiva (Velazquez y col., 2008). El IGF-1 que
se origina en las células de la teca del ovario, participa en el crecimiento, desarrollo
y maduracion folicular y juega un papel importante en la foliculogénesis inducida
por las gonadotrofinas, en la esteroideogénesis ovéarica y en la funcion del cuerpo
luteo (CL) (Lenz Souza y col., 2007). En el utero, ambos IGFs estimulan el
desarrollo de los embriones pre-implantacion, acthan en el desarrollo fetal y
controlan el desarrollo placentario (Wathes, 1998). El IGF-1 podria influenciar la
supervivencia de embriones directamente después de su traslado al lumen del tracto

reproductivo, o indirectamente a través de acciones en el ovario, oviducto o utero
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(Pena y col., 2007; Velazquez y col., 2008). En embriones, se ha demostrado
claramente que el IGF-1 puede ejercer un efecto positivo en la preimplantacion de
la especie bovina y en el desarrollo del embrion (Lima y col., 2006; Stefanello y
col., 2006). Los efectos sobre el embrion estan mediados por la accion directa de
IGF-1, ya que se ha observado la presencia de receptores de IGF-1 en el embrion
durante el desarrollo (Coppola y col., 2009; Velazquez y col., 2011). Sin embargo,
sigue siendo incierto si el IGF-1 circulante en realidad llega al embrién, ya que no
hay ninguna correlacion entre las concentraciones de IGF-1 en plasma y en el
liquido luminal uterino (Bilby y col., 2006). Por otro lado, la alta expresion de
receptores de IGF tanto en el oviducto como en las glandulas endometriales del
utero, sugiere que el IGF-1 enddcrino podria tener un importante efecto indirecto a
través de alteraciones de las secreciones del tracto reproductivo, de lo cual depende
la supervivencia del embrién (Fenwick y col., 2008).

En todas las especies estudiadas, la produccion local de IGF-2 parece ser el
principal regulador del crecimiento de la placenta (Forbes y Westwood, 2008) y se
ha demostrado que es un potente estimulador del crecimiento fetal (Gicquel y Le
Bouc, 2006).

Las modificaciones en la dieta alteran de forma significativa las
concentraciones séricas de IGF-1 (O’Callaghan y col., 2000), siendo éste mas
sensible a cambios nutricionales que el IGF-2 (Thissen y col.,, 1994). Se ha
demostrado que las concentraciones plasmaticas de IGF-1 disminuyen en ovejas
sometidas a un estado de restriccion nutricional (Hua y col., 1995). Durante
periodos de subnutricidon, cuando la insulina y la LH estan reducidas, un descenso

en el mecanismo inhibitorio sobre la produccion intraovarica de IGF-1, puede
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ayudar a la continuidad de la funcion folicular, por manutencién de los niveles
intrafoliculares de IGF-1. Contrariamente, los autores afirman que, durante
periodos de estrés, cuando los niveles sistémicos de cortisol estan elevados, un
aumento en el mecanismo inhibitorio sobre la produccion intraovarica de IGF-1,
puede contribuir a la reduccion de la funcion reproductiva. La relevancia fisiologica
de la accion de la GH sobre la esteroideogénesis folicular no se conoce con claridad;
sin embargo, si esta claro que dicha hormona influye tanto en la esteroideogénesis
folicular como en la foliculogénesis a través de su estimulo sobre la produccion de
insulina y de IGF-1 (Gong y col., 1993). La GH estimula la produccion de IGFs,
tanto a nivel hepatico aumentando el IGF-1 circulante como a nivel ovarico y
uterino, mejorando, por un lado, el desarrollo del conceptus y por otro, induciendo
la transformacion de células luteales chicas en grandes, lo que aumenta la
produccion de P4. La asociacion entre el IGF-1 y la GH se ve afectada en ovejas
subnutridas, resultando en una disminucion de las concentraciones circulantes de
IGF-1, a pesar de las altas concentraciones de GH, evidenciando el “desacople del
eje GH/IGF-1" (Thissen y col., 1994). Asimismo, ovejas en un estado corporal
inferior a 2,0 presentaron menores concentraciones séricas de IGF-1 que aquéllas
con una condicion corporal de 3,0 puntos (Caldeira y col., 2007a). En ovejas
sometidas a flushing nutricional se observo una disminucion de GH, pero las
concentraciones de IGF-1 no se vieron modificadas (Scaramuzzi y col., 2006). Sin
embargo, Caldeira y col. (2007b) evidenciaron un aumento de las concentraciones
de IGF-1 cuando a ovejas en distinto estado corporal se les suministraba una dieta
con el 200% de sus requerimientos de mantenimiento. Elevadas concentraciones de

IGF-1 estan asociadas con un incremento en las concentraciones de estradiol y son
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importantes no solamente para el desarrollo folicular, sino también para promover
de forma directa la supervivencia de los espermatozoides en el tracto femenino y
del embrion precoz; y en forma indirecta aumentando las secreciones del oviducto

y del utero (Lenz Souza y col., 2007).

La leptina es una proteina de 16 kDa producida por el gen de la obesidad
(ob). El nombre de la leptina proviene del griego leptos, que significa “delgado”
(Friedman y Halaas, 1998), también es conocida como proteina OB. Fue
descubierta en 1994 y se la consideré como la hormona de la anti-obesidad (Zhang
y col., 1994). Es una hormona producida en su mayoria por los adipocitos, aunque
también se expresa en el hipotdlamo, el ovario y la placenta (Chemineau y col.,
1999). Las concentraciones plasmaticas de leptina reflejan la cantidad de tejido
adiposo en el cuerpo y tienden a aumentar y disminuir con la ganancia y pérdida de
peso, respectivamente. La leptina actia sobre un numero de neuropéptidos y
receptores en el hipotalamo para regular el apetito y el balance de energia en
roedores, humanos y en grandes animales (Barb y Kraeling, 2004). Ademas, ejerce
un rol importante en el nivel de otros ejes neuroendocrinos y en especial del gonadal
(Ahimay col., 1997; Chehab y col., 1997). En rumiantes domésticos como bovinos
y ovinos, la leptina interviene significativamente en la regulacion del eje
reproductivo y en la disponibilidad y metabolismo de energia. La sintesis de leptina
es muy sensible a cambios en el estado metabdlico, aumentando frente a la
sobrealimentacion o suplementacién y disminuyendo frente a la subnutricion o
ayuno (Chilliard y col., 2005). En ovejas subnutridas, la concentracion plasmatica

de leptina fue significativamente menor que en las ovejas controles (Sosa y col.,
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2009a). En cambio, en ovejas sometidas a flushing nutricional, se evidencié un
incremento en las concentraciones de leptina (Scaramuzzi y col., 2006). Los
receptores de leptina han sido localizados en el eje hipotdlamo-hipofisis-ovario y
en el tracto reproductivo, vinculando asi, a la leptina con la reproduccion (Moschos
y col., 2002). En ovejas, la expresion de leptina ha sido descripta en el ovario
(Munoz-Gutiérrez y col., 2005) y en la placenta (Buchbinder y col., 2001), aunque
todavia no ha sido demostrada su presencia o la de su receptor en el utero. En ratas
se demostro que la leptina afiadida al medio de cultivo promueve el crecimiento del
embrion en la etapa de pre-implantacion (Kawamura y col., 2002). En rumiantes,

la relacion de la leptina con el desarrollo embrionario atn no ha sido estudiada.

En sintesis, la eficiencia reproductiva es uno de los factores mas relevantes
que determina la eficiencia productiva y econdmica en los sistemas de explotacion
ovina (Azzarini, 2002), experimentando generalmente bajos valores en la cria
extensiva (Azzarini, 1992). Estos bajos valores plantean la necesidad de conocer y
cuantificar los principales factores que determinan una baja eficiencia para generar
alternativas tecnoldgicas que permitan expresar el potencial genético de las razas
ovinas. Entre los factores que repercuten directamente sobre los resultados
reproductivos, se destacan las pérdidas reproductivas durante la prefiez. Se conoce
que el origen y la intensidad de las pérdidas durante la gestacion varian de una
region a otra, a partir de un estudio realizado en el Sur de Australia, donde
Kleemann y Walker (2005a) destacan la necesidad de definir los problemas
reproductivos para cada region. A nivel regional patagénico, la informacion

generada en el tema es muy escasa, no disponiéndose de referencias en cuanto a la



23

magnitud de sus efectos, ni a su interaccion con factores como nutricion, sanidad o
condiciones ambientales.

Las pérdidas prenatales pueden ocurrir en diferentes etapas de la gestacion,
y aunque pueden ser pequeiias en cada etapa, sobre una base acumulativa, pueden
resultar en un perjuicio considerable. En la especie ovina hasta un 40 % de las
ovulaciones, no se corresponden con embriones viables al dia 12 de la gestacion
(Ashworth, 1995). La mayor parte de esta mortalidad embrionaria en la etapa de
pre-implantacion se debe a problemas en la sefializacion entre el embrion y la
madre, lo que conduce a un desarrollo asincrénico, con retraso en el crecimiento
del embrion (Goff, 2002). El estado nutricional del animal es uno de los factores
mas importantes que afecta la funcion reproductiva en la hembra, ya que sus
acciones pueden ser ejercidas en todos los niveles de control reproductivo. Tanto la
subnutricion como la sobrealimentacion provocan alteraciones en el medio uterino
materno que impiden un adecuado desarrollo del embrion, afectando su viabilidad
(Jimeno y col., 2002). En rumiantes, se ha visto que el estado nutricional se
interrelaciona con el sistema reproductivo por via de un complejo sistema de
sefiales bioquimicas, que involucran tanto a los nutrientes como a las hormonas.
Entre ellas se han identificado principalmente a la insulina, los factores de
crecimiento insulinicos (IGFs) y a la leptina. Sin embargo, las diferentes
aproximaciones al estudio de la relacion entre la nutricién y la reproduccioén
(diferencias en el ambiente, edad y raza de los animales, composicion de las dietas,
duracion de los tratamientos nutricionales y el momento de su implementacion con
respecto al ciclo sexual) hacen que los multiples resultados publicados a veces

parezcan contradictorios y que su comparacion e interpretacion sean dificiles. Por
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lo tanto, el objetivo de este estudio fue caracterizar en una primera etapa las
pérdidas embrionarias y fetales que ocurren en una majada de ovejas Merino en
condiciones de cria extensiva en el area geografica de Sierras y Mesetas
Occidentales de la provincia de Rio Negro (Capitulo II). En una segunda etapa, se
evalud el efecto del estado nutricional de las majadas ovinas, determinando la
incidencia de este sobre las pérdidas reproductivas durante las etapas de la gestacion
(embrionaria y fetal), y estableciendo frente a qué condicion corporal materna es
necesario el uso de la técnica de suplementacion, con el proposito de disminuir las
pérdidas prenatales y la finalidad de aumentar el porcentaje de sefialada (Capitulo
III). En una tercera etapa se utiliz6 un modelo de transferencia embrionaria con el
objetivo de evaluar si las fallas reproductivas asociadas al estado nutricional de la
madre se deben a factores del embrion, maternos o ambos, estudiando para ello las
alteraciones producidas por el tratamiento nutricional en el estado endocrino-
metabolico materno, la calidad embrionaria y la expresion génica uterina (Capitulo

V).
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1.3 OBJETIVO GENERAL

Evaluar las pérdidas reproductivas de la prefiez en una majada general de
ovejas Merino en condiciones de cria extensiva y establecer su relacion con el

estado nutricional materno.

1.4 HIPOTESIS DE TRABAJO
En ovejas Merino en condiciones de cria extensiva las pérdidas
reproductivas de la prefiez son influenciadas por el estado nutricional materno

durante los estadios iniciales de la gestacion.
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CAPITULO 11

CARACTERIZACION DE LAS PERDIDAS DE GESTACION EN OVEJAS

MERINO EN CONDICIONES DE CRIA EXTENSIVA

IL.1 INTRODUCCION

Las pérdidas gestacionales en ovinos han sido evaluadas en diferentes razas
y regiones del mundo, diferenciandose multiples causas que actiian en forma
interrelacionada. Los estudios hasta la fecha muestran que, en el ganado ovino, las
pérdidas embrionarias son de mayor magnitud (15-30%) siendo las muertes durante
la etapa fetal generalmente inferiores (5-7%) (Edey, 1969; 1976; Berain, 1984;
Wilkins y Croker, 1990). La informacion generada sobre el tema a nivel nacional
es escasa, no disponiéndose de referencias en cuanto a la magnitud de sus efectos,

ni a su interaccidon con factores como la nutriciéon materna.

En las majadas ovinas de nuestra region, no es habitual realizar encierres,
solo se considera hacerlo en momentos claves como la esquila y la sefialada, lo cual
dificulta conocer las tasas de prefiez mediante un diagnostico de gestacion certero,
y por lo tanto se desconocen las pérdidas de gestacion que pudieran ocurrir
anualmente, no siendo advertidas por el productor. Por otra parte, en estos
ambientes semiaridos, los animales estdn sometidos a periodos de subnutricion
debido a la escasez de forraje en ciertas épocas del ano (otofo-invierno),

coincidente con el momento en que se encuentran gestantes, lo que puede tener
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implicancia en los bajos resultados productivos anuales logrados por las
explotaciones ovinas de la region Norpatagénica.

Con la finalidad de caracterizar las pérdidas de gestacion y evaluar su
relacion con el estado nutricional materno en ovejas Merino se realizo una primera

experiencia en condiciones de cria extensiva.

I1.2 OBJETIVOS

Los objetivos de este capitulo fueron:
a. Evaluar las pérdidas de gestacion que se producen en una majada general de
ovejas Merino en condiciones de cria extensiva.
b. Determinar la variacion de las concentraciones séricas de P4, AGNE y
hormonas metabolicas (GH, insulina, IGF-1 y leptina) involucradas en el
mantenimiento y desarrollo de la gestacion en relacion con el estado

corporal materno en ovinos.

11.3 HIPOTESIS

Las hipotesis mas relevantes de este capitulo fueron:
a. Las pérdidas de gestacion en una majada general en condiciones de cria
extensiva representan entre un 10 al 15% sobre el total de ovejas servidas.
b. Las concentraciones de P4, AGNE y hormonas metabolicas (GH, insulina,
IGF-1 y leptina) varian con relacion al estado corporal materno en los

estadios iniciales de la prefiez en ovejas Merino.
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I1.4 MATERIALES Y METODOS

1l. 4.1 Animales y lugar de trabajo

El experimento se realiz6 durante la estacion reproductiva (otofio-invierno),
en las instalaciones del Campo Experimental Pilcaniyeu de INTA Bariloche,
provincia de Rio Negro (70° 28 30°* longitud oeste y 41° latitud sur; Area de
Sierras y Mesetas Occidentales, Patagonia Norte).

El cuidado y el tratamiento de los animales experimentales se realizaron de
acuerdo con las directrices emitidas por la National Academy of Science,
Washington DC, EE. UU. (National Research Council, 2011) y aprobadas por el
Comité de Principios Rectores Internacionales para la Investigacion Biomédica de
Animales de Laboratorio (Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales

[CICUAL]) de la FCV-UNLP; Numero de protocolo: 55-3-16T.

Se utilizaron ovejas adultas raza Merino (n=150) de una majada general
conservando heterogeneidad en cuanto a edad y estado corporal. La edad se
determind mediante cronometria dentaria (4, 6, boca llena y medio diente) y el
estado corporal se evaluo utilizando como indicador la condicion corporal (CC) que
se estimd, por un Unico observador, mediante la palpaciéon de las apofisis
vertebrales en la region del lomo en una escala del 1(emaciada) al 5 (obesa) (Russel

y col., 1969, Figura I1.1), ajustando al cuarto de punto.



29

§ AREA a PALPAR ESQUEMA iR - DESCRIPCION
Apdfisis Apétisis Esinasa Puntiagudas descarmadas, bien notables a palpacion;
pspinosas 1 a7 Apitisls se distingue espacio entre glias,
se s , |3 TransvaEs
oy Apafisis L s W ;’{ Agudas, los dedos perciben extremos o aletas afiladas, pasan
;._ me . fransversas | & ‘< = con facilidad por debajo palpando cara inferiar de las mismas.
i ; Cueryo de virlebr e ?
= Misculns del lnmn Lo Deprimidos, sin cobertura de grasa, Se palpa piel y hugsos.
| Apifisis | Prominerts pero suave, Dificultad en palpar s
) espinosas Mdszuly apdfisis individuales.
sl 1 Ui de =
Rile
Apdfisis ’ b \ Suaves v redondaadas, Para palpar 12 cara inferior
transversas | S S s debe ejercer ligera prasitn,
gk Misculos del lomo | Ractos, con poca cobertura de grasa subcuiinea,
i Apifisis espinosas . Se perciben peguefias elevaciones suaves v redondeadas.
T ',.{3 Apdfisls ransversas ’ \ | Se tocan solo gjerciendo presion, Son suaves ¥ estan recubiertas.
NORMAL .
a2 - Mosculos del lomo Lignos, de forma convesa v moderada cobertura de grasa.
e Apdiisis ) Ejerciendn prasion se detactan como linea o carddn duro
. ‘_ Ao espinosas 0l entre misculos del lomo.
L=tk -.Im Apdfisis transversas ’ \ Impasible palpar os exremos d& ks mismas,
-~ Masculos dellomo Presentan buena coberiura de grasa,
L Apdfisis espinosas ::ve:g Imposible palpar aungue se ejerza presicn,
i i gr
] e
- Apdfisis fransversas Irnposibie palpar aungue s ejerra presicn
oy & N
GORDA  Musculos del loma | fuy lienos ¥ con abundante cobertura de grasa.

FiguraIl.1. Escala utilizada para la evaluacion de la condicion corporal en ovinos
(Manazza, 2006).

1I. 4.2 Condiciones de estudio y servicio a corral

Los animales en experimentacion se encontraron durante todo el periodo de
estudio (32 dias pre-servicio hasta el parto) en pastoreo sobre pastizales naturales
con libre acceso al agua en un cuadro de 45,5ha. La oferta de forraje (KgMS/ha)
del pastizal natural del cuadro destinado a los animales en estudio, se estimo a través
del método expeditivo de evaluacion forrajera de pastizales naturales (Siffredi y
col., 2011), estimando la receptividad ganadera en 4 UGO/ha (unidad ganadera
ovina por hectarea).

Todas las ovejas recibieron un tratamiento de sincronizacidon de estros
mediante la colocacion de esponjas intravaginales durante 14 dias (acetato de

medroxiprogesterona (MAP), 60 mg; Progespon, Syntex SA, Argentina). Al retiro
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de la esponja intravaginal se administro gonadotropina corionica equina (eCG; 100
UI, Novormon, Syntex SA, Argentina) por via intramuscular. El servicio dirigido
se realizo sobre el retorno al celo (celo natural) que se manifesto entre los dias 18 y
21 post retiro de la esponja intravaginal (Cueto y Gibbons, 2010). La deteccion de
estros se realizd mediante un macho marcador con arnés, y se seleccionaron para
continuar el estudio solo aquellas hembras (n=74) detectadas en celo entre los dias
19 y 20 post retiro de esponja que recibieron un servicio a corral con carneros
adultos (Dia 0 de gestacion). Se utilizé un total de 8 machos adultos de la raza
Merino, de comprobada capacidad de servicio y clinicamente sanos (Revisacion

clinica apta y prueba negativa a Brucella ovis).

11. 4.3 Determinacion de peso vivo y condicion corporal

El PV y la CC se determinaron en los animales en experimentacion al inicio
del tratamiento progestacional, al servicio y al dia 35 post servicio (dia -32, 0 y 35;
dia O=servicio natural). Las ovejas fueron clasificadas segin su estado corporal
mediante la utilizacion de la CC al servicio; ovejas con baja condicion corporal (CC

<2,00) y ovejas con alta condicion corporal (CC > 2,25).

1l. 4.4 Toma de muestras

La extraccion de sangre por venopuncion yugular se realizd en todas las
ovejas incluidas en el experimento los dias -32 (1), 0, 7, 14, 17, 21, 28 y 35 con
respecto al dia del servicio natural, utilizando tubos de 10ml (BD Vacutainer®,

Franklin Lakes, NJ, USA). Todas las muestras fueron centrifugadas (1000g por 10
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minutos) y el suero obtenido, se almaceno a -20 °C hasta el momento de los analisis

de metabolitos y hormonas.

11. 4.5 Determinacion de P4

Las muestras de suero obtenidas de todas las ovejas en los dias 17, 21 y 28
post servicio, fueron utilizadas para determinar la concentracion sérica de P4 por
radioinmunoensayo (RIA) (Coat-A-Count® Progesterone, Diagnostic Product
Corporation, Los Angeles, USA). La concentracion de P4 al dia 17 fue aceptada
como diagnostico precoz de gestacion utilizando como valor de corte 1 ng/ml
(ovejas no prefiadas <Ing/ml; ovejas prefiadas, >Ing/ml; McPhee y Tiberghien,

1987; Thimonier, 2000).

11. 4.6 Determinacion de metabolitos y hormonas metabdlicas

Se selecciono6 una subpoblacion de ovejas con diagnostico de prefiez al dia
35 positivo y negativo, de forma aleatoria (n=32) para realizar la determinacion de
metabolitos y hormonas metabdlicas. De esta manera, en forma retrospectiva, se
utilizaron las muestras de suero obtenidas de estas ovejas en los dias -32 (£1), 0, 7,
14, 21, 28 y 35 para realizar la determinacion de las concentraciones séricas de
AGNE, kit NEFA-HR2, Wako Chemicals, Richmond, USA; Giuliodori y col.,
2011) con el fin de estimar el balance energético de los animales en estudio. Los
coeficientes de variacion intraensayo e inter-ensayo fueron de 5,7 y 7,8%,
respectivamente. Asimismo, se determinaron las concentraciones séricas de las
hormonas metabdlicas GH, insulina, IGF-1 y leptina mediante RIAs validados

previamente (Becu-Villalobos y col., 2007; Diaz-Torga y col., 2001; Lacau-
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Mengido y col., 2000). El RIA de IGF-1 se realiz6, previa extraccion en etanol-
acido y crio-precipitacion, con anticuerpo para IGF-1 (UB2-495, Hormone
Distribution Program of the NIDDK). Los coeficientes de variacion intra- e
interensayo fueron de 7,2 y 8,8%, respectivamente. El RIA de insulina se realiz6
con anticuerpo anti-insulina bovina de Sigma (St.Louis, Missouri, USA) e insulina
provista por Laboratorios Beta (Buenos Aires, Argentina) como standard. Los
coeficientes de variacién intra- e inter-ensayo fueron de 6,8 y 8,9%,
respectivamente. Para el RIA de GH se us6 el anticuerpo anti oGH y como standard
oGH, ambos del NIDDK. Por ultimo, el RIA de leptina se realizé con el método del
doble anticuerpo, con antisuero especifico ovino (Delavaud y col., 2002) y leptina
recombinante bovina como standard (DS Labs, Webster, Texas, USA, Becu-
Villalobos y col., 2007). Los coeficientes de variacion intra- e inter-ensayo fueron
de 6,7 y 9,0%, respectivamente. La concentracion de las hormonas metabolicas se

expresa en ng/ml.

11. 4.7 Diagnostico de gestacion y pérdidas gestacionales
El diagnostico de gestacion mediante ecografia transrectal se realizdé en
todos los animales al dia 35, 60, 90 y 120 post-servicio utilizando un transductor

lineal de 5 MHz (Aloka SSD-500, Tokyo, Japon).

Las pérdidas embrionarias tardias ocurridas entre los dias 17 y 35 de
gestacion se evaluaron por diferencia entre el diagnostico de gestacion por
determinacion de las concentraciones séricas de P4 al dia 17 y el diagndstico de

gestacion por ecografia transrectal al dia 35, en todas las ovejas servidas. Las
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pérdidas fetales se evaluaron en tres intervalos comprendidos entre los dias 35-60,
60-90 y 90-120 de gestacion, considerando las diferencias entre los diagndsticos de
gestacion por ecografia transrectal. Las pérdidas de gestacion producidas entre los
dias 120 y 150 de gestacion se determinaron al parto mediante el control de

paricion.

11. 4.8 Analisis estadistico

El PV, la CC y las concentraciones séricas de P4, GH, insulina, IGF-1,
leptina y AGNE fueron analizadas con un modelo de mediciones repetidas en el
tiempo utilizando el procedimiento MIXED de SAS (SAS, 2003) considerando
diferencias segun el DG (positivo, negativo) y la CC (baja < 2,00; alta > 2,25). Las
medias de los grupos se compararon por Test de Tukey. La significancia estadistica

fue aceptada con un P < 0,05 y una tendencia a la significancia fue aceptada con un

P<o0,1.
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Figura II.2. Cronograma de actividades para caracterizar las pérdidas de
gestacion en ovejas Merino. CE, colocacion de esponjas
intravaginales; eCG, gonadotrofina corionica equina; RE, retiro de
esponjas; CC, condicidn corporal; PV, peso vivo; DE, deteccion de
celos; AGNE, dacidos grasos no esterificados; GH, hormona de
crecimiento; IGF-1, factor de crecimiento similar a la insulina tipo
1; P4, progesterona; DG, diagndstico de gestacion; US,
ultrasonografia.

I1.5S RESULTADOS

11. 5.1 Sincronizacion de celo y servicio
El 60,7% (91/150) de las ovejas en estudio presentaron celo entre los dias
18 y 21 post retiro de esponja (Figura I1.3), el 81,3% (74/91) de éstas recibieron

servicio natural dirigido entre los dias 19 y 20 post retiro de esponja y fueron
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seleccionadas para realizar el seguimiento de gestacion desde el servicio hasta el
parto.

Las hembras que manifestaron celo presentaron mayores promedios de PV
y CC al inicio del tratamiento progestacional (PV, 41,99 + 0,57kg; CC, 2,14 +0,02)
en comparacion con aquellas ovejas que no manifestaron estro (PV, 37,48 £ 0,75kg;

CC, 1,93 = 0,03) (P < 0,0001).
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Figura I1.3. Distribucion diaria de hembras ovinas que presentaron estros
retornos entre los dias 18 y 21 post retiro de esponja intravaginal con
progestagenos.
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11. 5.2 Estado corporal y edad sobre la tasa de prerfiez

No hubo influencia del estado corporal ni de la edad (4, 6, boca llena y
medio diente) sobre la tasa de prefiez diagnosticada al dia 35 post servicio.

El PV y CC de las ovejas que recibieron servicio entre los dias 19 y 20 post
retiro de esponjas no presentd cambios entre el inicio del tratamiento progestacional
(Dia -32), el servicio (Dia 0) y el dia 35 post servicio (Tabla II.1), observandose
que las ovejas iniciaron el tratamiento progestacional con una CC relativamente

baja (2,1).

Tabla II.1.  Peso vivo y condicion corporal (MMC = ES) de ovejas al inicio del
tratamiento progestacional (Dia -32), al servicio (Dia 0) y al dia 35
post servicio.

Superindices en una misma fila indican diferencias significativas (P <0,05).

Dia -32 Dia 0 Dia 35
Pre servicio Servicio Post servicio
Peso Vivo (Kg) 42,1 +0,70% 42,1 £0,66% 41,0 £ 0,622
Condicion Corporal 2,13 40,032 2,13+0,03? 2,13 +£0,03?

11.5.3 Diagndstico de gestacion y pérdidas gestacionales

El anélisis de las concentraciones séricas de P4 en el total de las ovejas que
recibieron servicio dirigido a corral determind una tasa de prefiez del 82,4% (61/74)
al dia 17 post servicio. Mediante el diagnostico de gestacion por ultrasonografia
transrectal al dia 35, se determin6 un 81,1% (60/74) de ovejas prefiadas,
manifestandose un 1,64% de pérdidas embrionarias entre el dia 17 y 35 de
gestacion. Las pérdidas gestacionales totales ocurridas entre el primer diagndstico
de gestacion al dia 17 y el parto fueron del 3,27%, manifestandose esta segunda

pérdida por mortalidad fetal entre el dia 35 y 60 de gestacion.
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11.5.4 Progesterona

Mediante el analisis de los tres muestreos correlativos de P4, las ovejas se
caracterizaron en: ovejas no prefiadas no ciclicas o ciclicas, y ovejas prenadas que
mantuvieron su gestacion o presentaron pérdidas embrionarias, diferencidndose
estadisticamente las concentraciones promedio de P4 entre los 4 grupos de hembras

(P<0,0001, Tabla I1.2).

Tabla IL.2.  Concentracion sérica (MMC = ES) de P4 entre los dias 17 y 28 post
servicio, en ovejas no prefadas (no ciclicas, ciclicas) y ovejas
prefiadas (sin y con pérdidas embrionarias) al dia 35 post servicio.

No preiadas Prefiadas

Sin pérdidas  Con pérdidas
embrionarias  Embrionarias
(n=60) (n=1)

No ciclicas Ciclicas
(n=3) (n=10)

Ps (ng/ml)  021+063* 231+034°  658+0,14° 9,50+ 1,099

Superindices en la misma fila indican diferencias significativas (P<0,0001).

A su vez, al agrupar las ovejas en no prenadas y prefiadas al dia 17 y dia 35
de gestacion, se evidencid que la concentracion de P4 en los dias 17, 21 y 28 post
servicio fue mayor en las ovejas prefadas vs. las ovejas no prefiadas (P<0,05); esta
diferencia se mantuvo en el dia 28 post servicio, aun cuando las ovejas no prefadas

se encontraban en la fase luteal del ciclo estral (Tabla II.3).



38

Tabla II.3.  Concentracion sérica (MMC + ES) de P4 en los dias 17, 21 y 28 post
servicio en ovejas prefiadas y no prefadas al dia 17 (DG 17) y dia 35

(DG 35) de gestacion.
Progesterona (ng/ml)
Dias DG 17 DG 35
Post No prefiadas Prefiadas No prefiadas Prefiadas
servicio (n=13) (n=61) (n=14) (n=60)
17 0,39 +0,51% 6,83 + 0,24b 1,10 £ 0,572 6,77 £ 0,28b
21 0,64 + 0,47 6,40+ O,2lb 1,42 + 0,502 6,32+ 0,23b
28 444049  665+£024°  460+£049%  665+0.24°

Superindices en la misma fila indican diferencias significativas (P<0,05).
DG: diagnéstico de gestacion.

Al considerar la concentracion de P4 segun la clasificacion de las ovejas por
su estado corporal al servicio (baja=<2,00 y alta=>2,25), se observé que las ovejas
prefiadas con alta CC presentaron menores concentraciones de P4 entre los dias 17
y 28 post servicio con respecto a las ovejas con baja CC (P<0,001). Sin embargo,
esta diferencia en la concentracion de P4 seglin la CC al servicio no se evidencio en

ovejas no prefiadas (P<0,0001, Tabla I1.4).

Tabla I1.4. Concentracion sérica (MMC £ ES) de P4 del dia 17 al 28 entre ovejas
no prefadas y prefiadas al dia 35 post servicio segun la CC al servicio
(baja=<2,00 y alta=>2,25).

No prenadas Prefiadas
CC baja CC alta CC baja CC alta
(n=6) (n=8) (n=50) (n=10)

P4 (ng/ml) 224049 247+043% 672+£0,17° 587+0,38°

Superindices en la misma fila indican diferencias significativas (P<0,0001).



39

11.5.5 Metabolitos y hormonas metabdlicas

En este estudio de caracterizacion en ovejas en pastoreo extensivo, la CC al
servicio evidencio un efecto sobre las concentraciones de GH, siendo mas elevada
en ovejas con baja CC (4,18 £ 0,44 ng/ml) respecto a las de alta CC (2,32 + 0,38
ng/ml) (P<0,001); sin embargo, no tuvo efecto significativo sobre las
concentraciones séricas de AGNE, insulina, IGF-1 y leptina durante las semanas
pre y post servicio analizadas (Figura I1.4 y IL.5).

Las ovejas no prefiadas presentaron mayores concentraciones séricas de
insulina (0,86 + 0,04 ng/ml) y leptina (0,77 + 0,03 ng/ml) que las ovejas prefiadas
(0,76 = 0,03 ng/ml; 0,66 + 0,02 ng/ml, respectivamente; P<0,05). El diagndstico de
gestacion al dia 35 post servicio no evidenci6 efecto sobre las concentraciones de

AGNE, GH e IGF-1 (P>0,05, Figura 1.4 y IL.5).
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Figura I1.4. Concentracion sérica de acidos grasos no esterificados (AGNE;
MMC=ES), en relaciéon con la condicién corporal (CC) (panel
izquierdo) y el diagnostico de gestacion (DG) (panel derecho) en
ovejas Merino en pastoreo entre los dias -32 y 35 del servicio.
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Figura I1.5. Concentraciones séricas (MMC=ES) de la hormona de crecimiento
(GH), de insulina, del factor de crecimiento similar a la insulina tipo
1 (IGF-1) y de leptina, en relacion con la condicion corporal (CC)
(panel izquierdo) y el diagndstico de gestacion (DG) (panel derecho)
en ovejas Merino en pastoreo entre los dias -32 y 35 del servicio.
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I1.6 DISCUSION

Presentacion de estros y tasa de prefiez segun la CC al servicio

En el presente estudio el porcentaje de presentacion del estro sobre la
totalidad de las ovejas sincronizadas en sus estros fue menor (61%), en comparacion
con estudios anteriores en los cuales, mediante un tratamiento progestacional mas
100UI de eCG, el 85% de las ovejas Merino manifestaron celo retorno entre los 18
y 21 dias post retiro de esponja (Cueto y Gibbons, 2010). La alta tasa de
sincronizacion obtenida por Cueto y Gibbons en el estudio anterior fue alcanzado
utilizando majadas ovinas con CC superiores a los 2,5 puntos. A diferencia del
citado trabajo, las ovejas de nuestro estudio se encontraban con una CC promedio
de 2,1 puntos al inicio del tratamiento progestacional, que se mantuvo sin cambios
hasta el momento de la deteccion de estros, pudiendo afectar la manifestacion del
celo retorno de la majada en estudio.

Por otra parte, el analisis del PV y la CC al inicio del tratamiento
progestacional evidencio6 una diferencia significativa en el PV (4,5 Kg) y la CC (0,2
puntos) a favor de las ovejas que manifestaron celo en comparacion con aquellas
ovejas que no presentaron estro entre los 18 y 21 dias post retiro de esponja.
Numerosos estudios acompafian estos resultados donde el proceso de manifestacion
del estro es afectado por el estado corporal de las hembras ovinas, pudiendo las
mismas presentar un celo silente o permanecer en estado de anestro ante la carencia
de nutrientes en la temporada reproductiva (Gunn y Doney, 1975; Forcada y col.,

1992; Gibbons, 1993; Kenyon y col., 2014).
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Durante este estudio de caracterizacion, las ovejas no presentaron cambios
en el PV y la CC desde el inicio del tratamiento progestacional hasta el dia 35 post
servicio, evidencidndose que el estado corporal y la edad no influyeron sobre la tasa
de prefiez. A este respecto es importante seialar que, considerando la baja condicion
corporal promedio de las ovejas en estudio, si bien se afectd la proporcion de ovejas
que manifesto celo, no se afecto la proporcion de ovejas prenadas, lo que destaca la
gran adaptacion de esta raza a las condiciones regionales. Si bien la condicion
corporal promedio de esta majada fue inferior a la de otras razas de ovinos o
regiones del mundo, en estos ambientes semiaridos es frecuente que las ovejas se
encuentren en CC de 2 a 2,5 puntos, dependiendo del estado del pastizal y del efecto

climatico del afio.

Pérdidas gestacionales y concentracion de Py

El primer hallazgo importante de este estudio fue la considerablemente baja
presentacion de pérdidas gestacionales entre el dia 17 post servicio hasta el parto
(3,27%), aun en ovejas con una CC de 2,1 al servicio, en contraposicion con otros
estudios que determinaron pérdidas gestacionales-fetales entre el 15 al 25%
(Kleemann y Walker 2005a; Fernandez Abella y Formoso, 2007). En varios
estudios, Fernandez Abella y col. (1992, 2006, 2007) han hecho referencia a que la
fertilidad de las ovejas estd estrechamente relacionada con las pérdidas
embrionarias, explicando gran parte de estas en relacion a la CC, debido a su
ocurrencia principalmente en ovejas con CC inferior a 2,75 puntos. Algunos autores
han reportado la ocurrencia de pérdidas gestacionales cuando los animales gestantes

son sometidos a situaciones de estrés nutricional (Edey, 1969; Parr y col., 1982;
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Fernandez Abella y Formoso, 2007; Abecia y col., 1997). Sin embargo, en nuestro
trabajo, aunque la CC promedio fue inferior a 2,5, ésta fue constante durante todas
las semanas de estudio, estando los animales adaptados a su condicién y evitando
la ocurrencia de pérdidas gestacionales.

A pesar de que en nuestro estudio s6lo se manifestd una pérdida embrionaria
entre el dia 17 y 35 post servicio, dicha oveja evidencié una mayor concentracion
de P4 en comparacion con las ovejas prefiadas que mantuvieron la gestacion y las
no prefiadas ciclicas y no ciclicas. Esto es coincidente con Parr y col. (1987) quienes
describieron altas tasas de mortalidad embrionaria en animales subnutridos que
presentaron elevadas concentraciones de P4. Sin embargo, existen numerosos
estudios que reportan mayores pérdidas embrionarias en relacion con bajos niveles
de P4 (Edey, 1976; Brien y col., 1981; Torres y col., 1983; Harrison y col., 1987;
Ainsworth, 1987). Kleemann y col. (1991) demostraron que la suplementacion con
progestagenos podia reducir la mortalidad embrionaria. La respuesta a la P4 es
observada en los primeros 4 a 7 dias luego de la ovulacion, afectando la formacion
del blastocito. A su vez, los bajos niveles de P4 durante los primeros dias del ciclo
estral podrian estar influenciando las fallas parciales (muerte de parte de los
embriones) luego de ovulaciones multiples (Fernandez Abella, 1993).

Por ultimo, se manifestd una pérdida por mortalidad fetal entre los dias 35
y 60 de gestacion, siendo éstas de muy baja presentacion, pues no se evidenciaron
pérdidas fetales en ninguno de los 2 experimentos siguientes. De igual manera otros
autores han reportado baja presentacion de perdidas fetales, atribuyendo su

presentacion principalmente en ovejas gemelares con restriccion alimenticia (Kelly
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y col., 1989) o cuando el tamafno de la camada es mayor a dos (Wilkins y col.,

1984).

Dificultad en el diagnostico de pérdidas embrionarias tempranas

Es necesario considerar que segun la bibliografia (Edey, 1970; Diskin y
Morris, 1980) el mayor niimero de pérdidas de gestacion ocurriria entre la segunda
y tercera semana de gestacion, antes de que pueda realizarse un diagndstico certero
de la presencia del embrion. Kleemann y col. (1990), trabajando con ovejas con y
sin el gen Booroola, obtuvieron la mayor proporcion de las pérdidas embrionarias
en los primeros 21 dias de gestacion (54,7 y 40,3%, respectivamente). A su vez, el
64% de dichas pérdidas ocurrian en los primeros 13 dias del ciclo estral. Es
necesario destacar que, en el citado estudio, el porcentaje tan alto de pérdidas
embrionarias se debe a que las mismas eran contabilizadas segun la diferencia entre
la presencia de cuerpos luteos y la de embriones al sacrificio, incluyendo de esta
forma las fallas de fertilizacion. Las muertes embrionarias provocan la reabsorcion
total del embrion sin observacion de ninglin sintoma, salvo el aumento anormal del
intervalo entre celos. Los embriones que mueren antes del dia 12 no causan
disturbios en el largo normal del ciclo, pero aquéllos que sobreviven mas alla de
ese tiempo previenen la regresion del cuerpo lateo. Esto pareceria estar explicado
por la elongacion rapida de las membranas, que comienza en el dia 12, por lo que
las muertes resultan en un atraso del estro debido a que la secrecion del cuerpo luteo
es mantenida hasta que la reabsorcion de las membranas es sustancialmente
completa. La fertilidad del celo posterior a la pérdida embrionaria es menor,

asociado esto a un deterioro en el transporte espermatico (Fernandez Abella, 1993).
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Segun Edey (1976), estos problemas se verian atenuados en condiciones normales
de produccion, debido a que la mayoria de las muertes ocurren lo suficientemente
temprano en la prefiez como para permitir al menos un servicio mas antes de que
los carneros sean retirados. Los principales efectos serian retrasos en las pariciones,
incrementos en su distribucion temporal, reducciéon de la tasa mellicera y la
aparicion de algunas ovejas estériles.

La implementacion de un diagndstico de prefiez temprano mediante la
determinacion de las concentraciones de P4 al dia 17, también utilizada por otros
autores (Vifioles y col., 2012), nos permitié conocer que el 82,4% de las ovejas se
encontraban con una gestacion en progreso luego de haber ocurrido el proceso de
reconocimiento materno de la gestacion y de implantacion embrionaria. Sin
embargo, desconocemos si el resultado del 17,6% de las ovejas que recibieron
servicio, pero luego se diagnosticaron no prefiadas por tener concentraciones de P4
< Ing/ml, se debi6o a una falla en el proceso de fertilizacion o a pérdidas
embrionarias tempranas ocurridas entre la fertilizacion y el dia 17 post servicio.
Este ultimo resultado, dio lugar a proponer una nueva experiencia durante el
segundo afio, en la cual, mediante la colecta quirtirgica de embriones se cuantificara
la tasa de ovulacion y fertilizacion para una subpoblacion de las ovejas en estudio.
La diferencia entre la tasa de fertilizacién lograda y el diagnéstico de prefiez
temprano, utilizando las concentraciones de P4, permitiria diferenciar las pérdidas
embrionarias tempranas de las fallas en el proceso de fertilizacién (Ver Capitulo

1I).
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Concentraciones de P4 en ovejas preiiadas vs. no preiiadas

El analisis de las concentraciones de P4 en funcion del estado fisiologico
evidencio que las ovejas prefadas presentaron mayores concentraciones de P4 en
tres muestreos consecutivos (dias 17 al 28) en comparacion con las hembras no
prefiadas. Sin embargo, Delpino y Gonzalez Stagnaro (1993) sefialaron que no es
posible diferenciar entre hembras que se encuentran en la fase luteal del ciclo y
hembras gestantes segun sus concentraciones de P4, tanto en la especie ovina como
en la especie caprina. A diferencia de estos autores, un resultado interesante de este
estudio fue que las ovejas con cuerpo luteo gestacional tuvieron mayores
concentraciones de P4 que aquéllas con cuerpo luteo del ciclo estral al dia 28 post
servicio. Pero, esta diferencia podria explicarse por la presencia de ovejas que no
iniciaron un nuevo ciclo estral entre las ovejas no prefiadas, las cuales presentaron

concentraciones basales de P4 durante los tres muestreos consecutivos.

Concentraciones de Py en relacion con la CC

La relacion inversa entre el estado corporal materno y los niveles séricos de
P4 ha sido descripta por varios autores (Abecia y col., 1999; Lozano y col., 2003).
Esto es coincidente con nuestro estudio donde las ovejas prefiadas con alta CC
presentaron menores concentraciones de P4 que las ovejas con baja CC. Se describe
que en ovejas con elevada CC la metabolizacion de la P4 se acelera reflejando en
sangre menores concentraciones hormonales de P4 (Parr, 1992). Sin embargo, al
considerar las ovejas no prefiadas, éstas no presentaron diferencias en las
concentraciones de P4 segun su CC. Debemos considerar que estos resultados se

obtuvieron en una majada que present6 un rango de CC relativamente homogéneo
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entre 1,75 y 2,5, por lo cual en un segundo ensayo se planted evaluar qué sucederia

al incrementar la variacion en el estado corporal de las ovejas (Ensayo II).

Hormonas metabdlicas segun el estado fisiologicoy la CC

Las mayores concentraciones de GH en ovejas con baja CC observadas en
este ensayo también han sido descriptas por diversos autores en ovejas con
subnutricion (Chilliard y col., 1998; Thissen y col., 1994). Este efecto se debe a la
menor actividad de los receptores de GH en higado que provocan un
desacoplamiento del eje somatotropico (Kim, 2014). Sin embargo, en nuestro
estudio el aumento de GH no fue acompafiado por la disminuciéon en las
concentraciones de insulina, IGF-1 y leptina, descripta por otros autores en
animales subnutridos (Sosa y col., 2006; de Brun y col., 2015), seguramente debido
a que los animales no presentaron cambios en el PV y la CC durante todo el periodo
de estudio.

Se observo un incremento de las concentraciones de insulina y leptina en
animales no prefiados al dia 35 post servicio, contrariamente a otros estudios en los
cuales no se ha visto un efecto de la prefiez sobre la insulina o de la leptina
(Kadokawa y col., 2003; Sosa y col., 2009a; de Brun y col., 2015). La diferencia en
las concentraciones de insulina y leptina halladas en ese estudio entre ovejas
prefiadas y no prenadas podria estar evidenciando un grado moderado de
subnutricion en los animales que estaban llevando adelante una gestacion con CC

bajas (2,1).
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Resumiendo, se concluye que las pérdidas gestacionales ocurridas entre el
dia 17 post servicio y el parto en una majada general de ovejas Merino en
condiciones de cria extensiva son de baja magnitud (3,27%); a su vez que no se
observa un efecto de la condicion corporal sobre la tasa de prefiez.

En base a las observaciones del Experimento I, se plante6 la realizacion de
un segundo ensayo, aplicando tratamientos de alimentacion controlados para
establecer una mayor diferencia entre las CC evaluadas. A su vez, con el objetivo
de evaluar si aquellas ovejas que recibieron servicio, pero no presentaron prefiez al
dia 17 post servicio (17,6%) sufrieron una falla en el proceso de fertilizacion o una
pérdida embrionaria temprana, propusimos un método de diagnostico de pérdidas
embrionarias tempranas mediante la recuperacion quirurgica de embriones, que nos
permitiria cuantificar la tasa de fertilizacion para una subpoblacion de las ovejas en
estudio. La diferencia entre la tasa de fertilizacion lograda y el diagnodstico de
prefiez al dia 17 post servicio, nos permitiria diferenciar las pérdidas embrionarias

tempranas de las fallas en el proceso de fertilizacion.
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CAPITULO 111

PERDIDAS EMBRIONARIAS Y FETALES INFLUENCIADAS POR

CAMBIOS EN LA CONDICION CORPORAL MATERNA

IIL.1 INTRODUCCION

La relacion existente entre el estado nutricional y su efecto sobre la funcion
reproductiva en los rumiantes ha demostrado ser muy compleja, siendo objeto de
numerosos estudios (Martin y col., 2004a; Abecia y col., 2006; Scaramuzzi y col.,
2006). Actualmente, se dispone de mucha informacion de los efectos del estado
nutricional sobre el eje hipotdlamo hipdfisis ovario, en comparacion a los escasos
y a veces contradictorios estudios que evalian su efecto en el desarrollo
embrionario, el medio uterino y la sobrevivencia embrionaria. Estos ultimos
trabajos evallian fundamentalmente variables tales como la tasa de ovulacion o la
produccion y calidad embrionaria con diferentes niveles de alimentacion. En tanto
que algunos trabajos han observado una menor tasa de ovulacién en ovejas
subnutridas (Rhind y col., 1989a), otros autores no evidenciaron estas diferencias
(Kakar y col., 2005). Se ha descripto que la calidad ovocitaria (en cuanto a
morfologia) en las ovejas subnutridas es inferior a la de las ovejas control (Lozano
y col., 2003). Esta menor calidad de los ovocitos recolectados también ha sido
hallada en ovejas con sobrealimentacion (McEvoy y col., 1998).

El proceso de implantacion y desarrollo de los embriones puede verse
alterado ante cambios en el estado nutricional materno debido a modificaciones en

las concentraciones de hormonas metabdlicas. Entre ellas se mencionan GH,



50

insulina e IGF-1 (Abecia y col., 1999; Sosa y col., 2009a; Fernandez Foren y col.,
2019). Asimismo, es conocida la necesidad de contar con concentraciones
adecuadas de P4 durante el desarrollo embrionario temprano para garantizar la
funcionalidad del CL y asegurar el desarrollo y mantenimiento de la gestacion
(Spencer y col., 2004).

Los efectos de la nutricion pueden ser cuantificados mediante la
concentracion de acidos grasos no esterificados (AGNE). Los periodos de balance
energético negativo estan caracterizados por la movilizacion grasa que se refleja en
un aumento de la concentracion circulante de AGNE (Chilliard y col., 1998;
Ingvartsen y Andersen, 2000; Burke y Roche, 2007), generalmente acompafiada
con un incremento en la produccion de cuerpos cetonicos. Por lo tanto, la
concentracion de los AGNE puede ser utilizada como un indicador de grados
moderados de subnutricion, y expresa el equilibrio entre lipdlisis y lipogénesis

(Russel y col., 1967).

El presente trabajo se desarrolld con la finalidad de evaluar el efecto de dos
planos nutricionales (alto y bajo) de alimentaciéon materna durante la gestacion
temprana sobre las concentraciones de P4, metabolitos y las hormonas metabolicas
involucradas en el desarrollo embrionario durante la gestaciéon temprana y su

incidencia en la eficiencia reproductiva en el ovino.
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I11.2 OBJETIVOS

Evaluar la relacion entre las pérdidas gestacionales con los cambios en el
estado corporal de las madres durante los estadios iniciales de la prefiez en
ovejas Merino.

Determinar el efecto del nivel nutricional materno sobre el desarrollo de los
embriones mediante cultivo in vitro.

Evaluar las concentraciones séricas de P4, metabolitos y las hormonas
metabolicas que favorecen el desarrollo embrionario temprano, ante
cambios en la condicion corporal materna durante la prefiez temprana en

0ovinos.

111.3 HIPOTESIS

Las pérdidas de gestacion en ovinos se relacionan con cambios negativos en
la condicién corporal materna durante los estadios iniciales de la prefiez.
La disminucion de la condicion corporal materna durante los estadios
iniciales de la prefiez afecta negativamente el desarrollo de los embriones.
Los cambios en la condicion corporal materna alteran las concentraciones
séricas de Ps, metabolitos y las hormonas metabolicas que favorecen el
desarrollo embrionario temprano incidiendo sobre los resultados de la

prefiez en ovinos.
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I11.4 MATERIALES Y METODOS

111.4.1 Animales y lugar de trabajo

El estudio se realiz6 durante la estacion reproductiva (otofio-invierno), en
las instalaciones del Laboratorio de Reproduccion de Rumiantes Menores, ubicado
en la Estacion Experimental Agropecuaria de INTA Bariloche, provincia de Rio
Negro (71° 15’ longitud oeste y 41° latitud sur).

El cuidado y el tratamiento de los animales experimentales se realizaron de
acuerdo con las directrices emitidas por la National Academy of Science,
Washington DC, EE. UU. (National Research Council, 2011) y aprobadas por el
Comité de Principios Rectores Internacionales para la Investigacion Biomédica de
Animales de Laboratorio (Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales

[CICUAL]) de la FCV-UNLP; Numero de protocolo: 55-3-16T.

Se utilizaron ovejas adultas de raza Merino (n=126) de una majada general,
siendo asignadas en forma completamente aleatoria para conformar dos grupos
experimentales con sus repeticiones correspondientes. La edad y el estado corporal

se estimaron utilizando los mismos métodos que en el Experimento 1.

111.4.2 Tratamientos de alimentacion

Todos los grupos se mantuvieron en corrales que proporcionaron
2m?/animal durante un periodo de estudio de 70 dias, que abarco el tratamiento
progestacional-servicio y la primera etapa de gestacion (entre los dias -32 (£1) al
35 respecto al servicio). Durante este periodo, los grupos experimentales

restringidos (R1 n=32 y R2 n=32), recibieron un nivel nutricional del 50% de los
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requerimientos de energia de mantenimiento para que las ovejas disminuyan su CC
un medio punto (-0,5). En los grupos experimentales suplementados (S1 n=30y S2
n=32), el nivel nutricional recibido durante el mismo periodo fue del 150% de los
requerimientos de energia de mantenimiento, para que las ovejas aumenten su CC
un medio punto (+0,5). Los niveles nutricionales fueron alcanzados con una dieta
en base a pellet de alfalfa con un aporte de 13% de proteina bruta/KgMS y grano
de maiz. El cambio de 0,5 puntos de CC (A CC) durante el periodo en estudio se
utilizo para clasificar a las ovejas en dos grupos experimentales (A positivo, A
negativo), descartando aquellos animales en los que no se produjo un cambio de

CC.

111.4.3 Sincronizacion de estros e inseminacion artificial

La sincronizacion de estros se realizd mediante la colocacion de esponjas
intravaginales durante 14 dias (acetato de medroxiprogesterona (MAP), 60 mg;
Progespon, Syntex SA, Argentina). Al retiro de la esponja intravaginal, se
administrdé gonadotropina coridnica equina (eCG, 200 UI, Novormon, Syntex SA,
Argentina) por via intramuscular. Las hembras detectadas en celo, utilizando un
macho marcador con arnés, fueron inseminadas a celo detectado por via cervical
con semen fresco (100 millones de espermatozoides totales/dosis), segln la técnica
descripta por Gibbons y Cueto (2010). Las dosis de semen se obtuvieron utilizando
un pool a partir de los eyaculados de tres carneros, con caracteristicas seminales

optimas (motilidad masal superior a 4; escala subjetiva 0, minima; 5, maxima).
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111.4.4 Muestreos

El PV y la CC se determinaron cada 15 dias desde el inicio hasta la
finalizacion del tratamiento de alimentacion. La extraccion de sangre, el
diagnostico de gestacion y la estimacion de las pérdidas embrionarias y fetales entre
el dia 17 post servicio y el parto se realizaron como se describio en el Experimento
I. Las pérdidas embrionarias tempranas (anteriores al dia 17 post servicio) se
calcularon mediante la diferencia entre la tasa de fertilidad obtenida luego de la
recuperacion de embriones en una submuestra de animales (Punto I11.4.5) y el
diagnostico de prefiez utilizando las concentraciones de P4 al dia 17 (Fernandez

Abella y Formoso, 2007).

111.4.5 Tasa de fertilizacion y desarrollo embrionario

Para estudiar la tasa de fertilizacion en una subpoblacion de ovejas de cada
grupo experimental, se tomaron al azar 10 ovejas del grupo experimental S con A
CC positivo (A positivo) y 8 ovejas del grupo experimental R con A CC negativo
(A negativo).

A los 6 dias post deteccion de estros, se realizd una laparotomia para
recolectar los ovocitos y embriones mediante el lavado desde el cuerno uterino al
oviducto (Gibbons y Cueto, 2010). Brevemente, la recuperacion quirurgica
embrionaria consistio en la colocacion de una sonda (K33) que en su extremo
dispone de una aguja (50/20) con punta no traumatica y dos perforaciones laterales
y una central. Se realizd una puncion en la unién utero tubarica y se enhebro la
sonda en el interior de la luz del cuerno uterino (1 cm), fijando la misma por medio

de un clamp vascular o ligadura. Aproximadamente a un par de cm de la bifurcacion
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de los cuernos uterinos, se realizd una segunda puncion, para la inyeccion de 20 ml
de PBS a 38 °C. De esta manera se produjo una corriente de arrastre hacia la union
utero tubarica, donde estaba ubicada la sonda, y el medio de colecta fue recuperado
en un Erlenmeyer estéril previamente entibiado. Se procedio de igual manera con
el otro cuerno uterino. En el mismo momento, se observaron en cada una de las
ovejas la cantidad de cuerpos luteos presentes (Oldham y Lindsay, 1980).
Finalizada la recuperacion embrionaria, se realizdé la sutura de los planos
quirtrgicos y se administraron antibidticos.

El liquido recuperado del lavado de los cuernos uterinos por oveja donante
fue examinado bajo lupa estereoscOpica con platina térmica atemperada a 35°C,
para el recuento de ovocitos y embriones. Los embriones recolectados se evaluaron
morfoldgicamente en sus aspectos de calidad y desarrollo (IETS, 1998).

Se calcularon las tasas de recuperacion embrionaria (nimero de embriones
+ ovocitos recuperados / numero de cuerpos luteos por 100) y las tasas de
fertilizacion (nimero de embriones recuperados / nimero de embriones + ovocitos
recuperados por 100) segun los tratamientos de alimentacion.

Luego de su evaluacion morfoldgica los embriones fueron colocados en
estufa de cultivo, a 37 °C en una atmosfera con 5% CO2, identificados segun el
grupo experimental del A CC. Los mismos se colocaron en placas con 15 ml de
Eagle’s minimum essential medium (MEM), suplementado con 2% de penicilina y
estreptomicina. Se evalud el desarrollo embrionario mediante la tasa de eclosion de

blastocistos para cada tratamiento.
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111.4.6 Anadlisis hormonales
Las determinaciones de las concentraciones séricas de metabolitos (AGNE),
de hormonas esteroideas (P4) y de hormonas metabolicas (GH, insulina, IGF-1) se

realizaron de acuerdo con el protocolo descripto en el Experimento 1.

111.4.7 Anadlisis estadistico

Basado en un disefio experimental en bloques completamente aleatorizados,
se realizaron los analisis estadisticos correspondientes para las variables
consideradas. Las concentraciones de P4, hormonas metabdlicas y metabolitos,
fueron analizados con los mismos modelos matematicos utilizados en el
Experimento [, con el agregado del efecto de dieta como variable independiente. La
tasa de fertilizacion, prefiez y pérdidas embrionarias se analizaron utilizando el
procedimiento CATMOD (SAS, 2003). Las medias de los tratamientos se
compararon por Test de Tukey. Se consideraron diferencias estadisticamente
significativas cuando el P valor fue P<0,05 y se consider6 una tendencia a la

significancia cuando fue de P<0,1.
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| TRATAMIENTO DE ALIMENTACION |
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Figura III.1. Cronograma de actividades para evaluar la relacién entre las
pérdidas de gestacion con los cambios en la condicién corporal
materna en ovejas Merino. CE: colocacion de esponjas
intravaginales; eCG, gonadotrofina coridnica equina; RE, retiro de
esponjas; CC: condicion corporal; PV: peso vivo; DE: deteccion de
celos; IA: inseminacion artificial; IGF-1, factor de crecimiento
similar a la insulina tipo 1; P4, progesterona; DG, diagnostico de
gestacion; US, ultrasonografia; AGNE, 4cidos grasos no
esterificados; REM, recuperacion embrionaria.

I11.5 RESULTADOS

111.5.1 Tratamientos de alimentacion y estado corporal materno

A excepcion de los animales que no experimentaron cambios en su CC
(n=5) y fueron descartados del experimento, los restantes animales en estudio
manifestaron un cambio en la CC entre los -32 y los 35 dias respecto al servicio.
Las ovejas del grupo S (n=58) presentaron un cambio de A positivo de 0,6 puntos
de ganancia de CC, entre un valor inicial de 2,25 + 0,04 puntos y un valor final de
2,85 + 0,05 puntos; en tanto que las ovejas del grupo R (n=63) presentaron un
cambio A negativo de 0,4 puntos de pérdida de CC entre un valor inicial de 2,23 +
0,04 y un valor final de 1,80 = 0,06 puntos. Por su parte, el PV en el grupo S

aumento 6,68kg con un peso inicial de 38,95 + 0,62kg y un final de 45,63 + 095kg;
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en animales del grupo R disminuy6 4,27kg siendo el peso inicial 39,69+ 0,66kg y
el final 35,42 + 0,89kg.
Se observo que el grupo R evidencié una disminucion significativa de PV y

CC respecto al grupo S desde 32 dias pre servicio hasta 35 dias post servicio (Figura

I11.2., P<0,0001).
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Figura I11.2. Peso vivo y condicion corporal desde 32 dias pre-servicio hasta 35
dias post servicio en hembras ovinas segin el estado nutricional
(Restringidas [R], n=63; Suplementadas [S], n=58). *P<0,05.
I11. 5.2 Presentacion de estros
La manifestacion de estros se vio afectada por el cambio de PV y CC, ya
que se observo que so6lo 65,1% (41/63) de las ovejas del grupo R presentaron estros
mientras que en el grupo S este valor fue del 98,3% (57/58) (P<0,0001).
Independientemente de los tratamientos de alimentacion, el PV y la CC al
momento de la deteccion de estros fueron menores en las ovejas que no
manifestaron estros con respecto a las que si los presentaron (Tabla IIL.1)

(P<0,0001).
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Tabla III.1. Peso vivo y condicion corporal al servicio entre hembras que
manifestaron estros y hembras que no manifestaron estros.

Hembras Hembras
sin estro (n=23) con estro (n=98)
Peso Vivo (Kg) 342+ 1,29 41,0 0,62°
Condicion Corporal 1,78 + 0,07° 2,37+ 0,04

Superindices en una misma fila indican diferencias significativas (P <0,05).

A su vez, al considerar los animales que no manifestaron estro (n=23), se
observé que sufrieron una pérdida de PV promedio de 3,5 Kg y de 0,3 puntos de
CC desde el inicio del tratamiento de alimentacion hasta el momento de la deteccion
de estros. Por otra parte, en todas las hembras que no manifestaron el estro se realiz6
una laparoscopia exploratoria para observar actividad ovérica. Se determind que el
61% de las hembras tenia un cuerpo luteo, indicando la ciclicidad durante el ciclo
estral considerado, pero sin manifestacion de celo (celo silente). E1 39% restante no
presento foliculos ni cuerpos luteos, evaludndose a estas hembras en fase de anestro.
Asimismo, se observd que las ovejas con celo silente presentaron una CC mayor
(1,98 + 0,07) respecto a las ovejas que se encontraban en anestro (1,50 = 0,09)

(P<0,05).

111.5.3 Tasa de fertilidad y desarrollo embrionario

En los subgrupos analizados por tratamiento de alimentacion (S, n=10; R,
n=8), el nimero de cuerpos luteos promedio por oveja no difiri6 entre tratamientos
y fue de 1,3 £ 0,03 en el grupo S y de 1,1 + 0,04 en el grupo R (P>0,05). La tasa de
recuperacion embrionaria fue de 66,7% en ovejas restringidas y de 46,2% en ovejas

suplementadas, sin alcanzar significancia estadistica la diferencia (P>0,05).
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Las tasas de fertilidad obtenidas luego de la recuperacion de embriones no
difirieron entre las hembras del grupo S (83,3%) respecto a las hembras del grupo
R (100%), respectivamente (P>0,05).

El 100% de los embriones provenientes de las madres del grupo S
evolucionaron de morula compacta a blastocisto, evidenciando una calidad
embrionaria Grado 2. En cambio, los embriones provenientes de madres
restringidas presentaron una tasa de evolucion del 83,3% y en el 60% de ellos

present6 una calidad embrionaria menor (Grado 3).

111.5.4 Diagndostico de gestacion y pérdidas gestacionales

Segun la metodologia propuesta (Punto 111.4.4), las pérdidas embrionarias
tempranas se calcularon mediante la diferencia entre la tasa de fertilidad obtenida
luego de la recuperacion de embriones (83,3 y 100% para los grupos S y R,
respectivamente, obtenida en el punto II1.5.2 en una submuestra de animales) y el
diagnostico de prefiez utilizando las concentraciones de P4 al dia 17: 85,1 (40/47) y
87,9% (29/33) para los grupos S y R que no presento diferencias significativas,
respectivamente ( P>0,05). A partir de estos valores, se obtuvieron tasas de pérdidas
gestacionales tempranas del 0% en las hembras suplementadas y del 12,1% en las
hembras restringidas.

Las tasas de prefiez al dia 35 post servicio, diagnosticadas mediante
ecografia, no difirieron entre los grupos de tratamiento, siendo del 78,7 (37/47) y

del 81,8% (27/33) en los grupos S y R, respectivamente (P=0,21).
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Mediante la diferencia en los diagnoésticos de gestacion entre los dias 17 y
35 post servicio, se detectaron un 6,4 (3/47) y un 6,1 (2/33) % de pérdidas
embrionarias tardias en las ovejas de los grupos S y R, respectivamente (P=0,29).

No se presentaron pérdidas fetales desde el dia 35 post servicio hasta el
parto, por lo que las pérdidas embrionarias totales fueron del 6,4% para el grupo S,
ocurridas entre los dias 17 y 35 post servicio, y del 18,2% para el grupo R, ocurridas
entre la fertilizacion y el dia 35 post servicio (P=0,18).

Debido a la gran proporcion de ovejas restringidas que no manifesté celo,
se calculd la tasa de Eficiencia Global para cada tratamiento de alimentacion (tasa
de presentacion de estro x tasa de prefiez al dia 35 / 100), obteniéndose valores del

77,4y 53,3% para los grupos S y R, respectivamente (P<0,05).

111.5.5 Concentraciones de Py

Las concentraciones de P4 se evaluaron considerando los diagnosticos de
gestacion en los dias 17 y 35, por lo cual las ovejas se agruparon en no prefiadas
(por fallas en la fertilizacion y por pérdidas embrionarias tempranas), ovejas
prefiadas sin pérdidas y ovejas prefiadas con pérdidas embrionarias,
independientemente de los tratamientos de alimentacion.

Se evidenci6 que la concentracion de P4 en los dias 17 y 21 post servicio fue
mayor en las ovejas prefadas vs. las ovejas no prefiadas (P<0,0001); pero esta
diferencia no se mantuvo en el dia 28 post servicio (P=0,97; Tabla I11.2).

Las ovejas que sufrieron pérdidas embrionarias entre el dia 17 y 35 post
servicio, evidenciaron una alta concentracion de P4 al dia 17, que no se diferencid

de las ovejas prefiadas, pero luego al dia 21 se observo una disminucion de las
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concentraciones de P4 alcanzando un promedio similar a las ovejas no prefiadas
(Tabla III.2). En este estudio se detecto la presencia de una sola oveja no ciclica.
Tabla II1.2. Concentracion sérica (MMC £ ES) de P4 en los dias 17, 21 y 28 post

servicio en ovejas no prefiadas al dia 17 post servicio y ovejas
prefladas con y sin pérdidas embrionarias al dia 35 (DG 35) de

gestacion.
Progesterona (ng/ml) DG35
Prefiadas Prefiadas
No prefiadas sin pérdidas con pérdidas
(n=11) embrionarias embrionarias
(n=64) (n=5)

17 0,42+ 0,70 6,92 + 0,45 8,26+ 1,58°
21 1,40+ 1,022 5,76+ 0,43° 1,02+ 1,52
28 582+1,18" 5,95+0,50" 6,26 +1,74"

Superindices en la misma fila indican diferencias significativas (P<0,05).
DG: diagndstico de gestacion.

Los cambios en la CC no tuvieron un efecto significativo sobre las
concentraciones de P4, (grupo S, 5,30 = 0,34 ng/ml y grupo R, 6,08 + 0,40 ng/ml,

P>0,05).

111.5.6 Metabolitos y hormonas metabdlicas

El efecto del cambio en la CC se vio reflejado en las concentraciones de
AGNE, ya que en el grupo de ovejas R (1140,6 + 53,9uM/L) se observaron mayores
concentraciones que en el grupo S (236,7 £47,3uM/L) desde el dia -32 pre-servicio
al 35 post servicio (P<0,05).

Sin embargo, las concentraciones de AGNE no fueron significativamente
diferentes entre ovejas prefiadas y no prefiadas al dia 35 post servicio, aunque se

observo una tendencia a presentar concentraciones mas elevadas en ovejas prefiadas
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(729,2 = 73,7uM/L) en comparacioén con ovejas no prefiadas (549,2 + 66,2uM/L)

(P=0,07, Figura IIL3).
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Figura II1.3. Concentracion sérica de acidos grasos no esterificados (AGNE;

MMC=ES), en relacion al tratamiento nutricional (Restringido, [R],
n=15 y Suplementado [S], n=17, panel izquierdo) y el diagnodstico
de gestacion (no prefiadas, n=16, prefiadas, n=16; panel derecho) en
ovejas Merino incluido los dias -32 y 35 del servicio *P<0,05;
*P<0,1.

Las concentraciones de GH fueron mas elevadas en las ovejas que

disminuyeron su CC en comparacion con aquellas ovejas que ganaron CC desde el

momento del servicio hasta el dia 35 post servicio (P<0,0001; Figura I11.4).

A su vez, las hembras diagnosticadas como no prefiadas al dia 35

presentaron una tendencia a mayores concentraciones de GH que las ovejas

prefiadas (P=0,05; Figura I11.4). En ovejas que perdieron la gestacion se observo

una tendencia a mayores concentraciones promedios de GH (2,76 + 0,38 ng/ml); en

comparacion con ovejas no prefiadas (2,28 + 0,23 ng/ml) y prefiadas (1,88 + 0,18

ng/ml, P=0,08).
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Figura I11.4. Concentracion sérica de la hormona de crecimiento (GH;
MMC=ES), en relacion con el tratamiento nutricional (Restringido
[R], n=15; Suplementado [S], n=17; panel izquierdo) y el
diagndstico de gestacion (no prefiadas, n=16; prefiadas, n=16; panel
derecho) en ovejas Merino entre los dias 0 y 35 del servicio *P<0,05;
*P<0,1.

Las concentraciones séricas de insulina e IGF-1 fueron influenciadas
significativamente por el cambio en la CC, observandose mayores concentraciones
en las ovejas del grupo S en comparacion con el grupo de ovejas R (P<0,05; Figura
IIL.5).

No se observo efecto de la prefiez diagnosticada al dia 35 post servicio sobre
las concentraciones de insulina e IGF-1 durante todo el periodo de estudio (Figura
I11.5). Asimismo, las ovejas que presentaron pérdidas gestacionales no evidenciaron

cambios en las concentraciones de insulina e IGF-1, respecto a las ovejas que

mantuvieron la gestacion (P>0,05).
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Figura II1.5. Concentraciones séricas de insulina y factor de crecimiento similar
ala insulina tipo 1 (IGF-1; MMC+ES), en relacion con el tratamiento
nutricional (Restringido [R], n=15; Suplementado [S], n=17; panel
izquierdo) y el diagndstico de gestacion (no prefiadas, n=16;
prefiadas, n=16; panel derecho) en ovejas Merino entre los dias -32
y 35 del servicio.

I11.6 DISCUSION

Influencia de la CC en la presentacion de estros

En el presente ensayo experimental se corrobor6 que la pérdida de 0,4
puntos de CC durante el preservicio en temporada reproductiva, afectod
negativamente la manifestacion del estro en hembras ovinas. Este resultado
acompana lo descripto anteriormente en el Experimento I donde si bien no hubo
descenso de CC previo al servicio, las ovejas sin manifestacion de estro presentaron
menor CC que las ovejas que presentaron celo.

Tal como se mencion6 en el Experimento I, en ovinos, varios estudios han

relacionado la CC con el desempefio reproductivo, especificamente la baja CC se
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ha asociado con un retraso o la supresion del estro (Gunn y Doney, 1975),
disminucién de la foliculogénesis (Rhind y col., 1989a) y alteracién en la tasa
ovulatoria (Vifoles y col., 2002; de la Isla Herrera y col., 2010).

Sin embargo, en este capitulo pudimos corroborar la incidencia de la
disminucién de la CC previo al servicio sobre la presentacion de celos silentes post
sincronizacion de estros, debido a la presencia de cuerpos luteos en el 61% de las
ovejas que no manifestaron celo. La presentacion de celos silentes ante la carencia
de nutrientes en la temporada reproductiva ha sido descripta por otros autores
(Gunn y Doney, 1975; Forcada y col., 1992; Rondon y col., 1996), pero se
desconoce el mecanismo especifico que lleva a su ocurrencia. En este sentido, se
ha descripto en ovinos que la subnutriciéon durante el periodo peri-concepcional,
produce alteraciones en las concentraciones séricas de metabolitos, como la
disminucion de glucosa en sangre (Rumball y col., 2008; Ashworth y col., 2009),
promoviendo una menor actividad folicular que altera el comportamiento del estro

(Dupont y col., 2014).

Cambios de CC, tasa de prefiez y pérdidas gestacionales

Las pérdidas embrionarias tempranas, calculadas como la diferencia entre
el diagnostico de gestacion al dia 17 post servicio y la tasa de fertilizacion al dia 6
post servicio, no difirieron entre grupos de tratamiento y fueron de baja magnitud.
A su vez, las pérdidas embrionarias tardias, calculadas como la diferencia entre los
diagnosticos de prefiez a los dias 35 y 17 post servicio, tampoco fueron diferentes
entre grupos, siendo también de baja magnitud; asimismo no se registraron pérdidas

fetales hasta el parto. Durante este estudio, las ovejas de los grupos S y R
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evidenciaron una diferencia de mas de 10kg y mas de un punto en la CC entre si,
sin embargo, no se encontraron diferencias en las tasas de prefiez entre ambos
grupos. Estos resultados demuestran que aun aumentando la variacion en el rango
de CC, no fue posible encontrar un efecto de la restriccién nutricional sobre las
pérdidas gestacionales.

Maés aun, a pesar de que las ovejas restringidas fueron sometidas a una
pérdida de CC de 0,4 puntos en un periodo de 67 dias en torno al servicio,
evidenciando una CC de 1,8 a los 35 dias post servicio, las mismas presentaron
pérdidas gestacionales de poca magnitud, destacando su buen desempefio
reproductivo y adaptacion a las condiciones de cria patagdnicas.

Sin embargo, es de destacar la gran proporcion de hembras de baja CC que
presento anestro o celos silentes, lo cual resalta una particularidad intrinseca de la
especie que, previendo las deficiencias energéticas imperantes, evitaria una prefiez
que no puede llevar a cabo. En virtud de la menor presentacion de estros en el grupo
R, es importante resaltar la menor eficiencia global de este grupo en comparacion
con el grupo S (53,3 y 77,4% de eficiencia global para las ovejas subnutridas y
suplementadas, respectivamente) lo cual perjudicaria el desempefio reproductivo de
las majadas que presentan ovejas restringidas nutricionalmente al momento del

servicio.

Distintos autores han utilizado diferentes métodos para cuantificar las
pérdidas embrionarias tempranas antes del dia 17 post servicio. Los métodos
utilizados se basan fundamentalmente en la valoracion de las pérdidas embrionarias

através de la relacion entre el recuento de cuerpos luteos y la cantidad de embriones
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recuperados, o mediante la evaluacion de la presencia o no de embriones post
servicio mediante la colecta embrionaria del tracto reproductivo.

El primer método, reportado en la bibliografia por distintos autores (Gunn y
col., 1972; Gunn y Doney, 1975, 1979; Rhind y col., 1984), resulta de escaso valor
ya que no permite discriminar entre las fallas en la fertilizacion y las pérdidas
embrionarias tempranas.

El segundo método mencionado fue el elegido por nosotros, al permitir
estimar una tasa de fertilizacion mediante la recuperaciéon embrionaria y, por
consiguiente, permitir realizar una mejor estimacion de las pérdidas embrionarias
tempranas. Utilizando el mismo método y dia de colecta embrionaria que en nuestro
estudio, Fernandez Abella y Formoso (2007) encontraron mayores pérdidas (22%)
a las descriptas por nosotros con influencia del estado corporal materno.

Otros autores que han evaluado la mortalidad embrionaria por presencia o
ausencia del embrion mediante la colecta embrionaria del tracto reproductivo
describieron una pérdida de hasta el 50% de embriones entre el dia 7 y el dia 15
post servicio en ovejas subnutridas (Lozano y col., 1998a). Abecia y col. (1995,
1997, 1999). Ademas, no encontraron diferencias en la presencia de embriones
entre ovejas subnutridas y controles a los dias 8 y 9 post servicio, pero si
encontraron menor numero de embriones en ovejas subnutridas en los dias 14 y 15
de gestacion. En este mismo sentido, la gran mayoria de los estudios informan que
la mortalidad embrionaria aumenta con la disminucion de la CC (Gunn y col., 1972;
Gunn y Doney, 1975; Abdel-Mageed, 2009). Sin embargo, y en coincidencia con

nuestros resultados, un menor nimero de trabajos reporta que no se evidenciaron
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efectos del estado corporal sobre la mortalidad embrionaria (Cumming y col., 1975;
Rhind y col., 1984).

Es necesario mencionar que posteriormente a la realizacion de nuestros
estudios se ha avanzado en el desarrollado un método para el diagnostico temprano
de la prefez al dia 18 mediante la evaluacion de la irrigacion del CL con la técnica
de ultrasonografia Doppler color (Arashiro y col., 2018; Cosentino y col., 2019). A
su vez, Kose y col. (2016) han propuesto la deteccion de la mortalidad embrionaria
mediante la evaluacion de la expresion de genes estimulados por interferon tau en
sangre periférica de los leucocitos, lo cual serviria para anticipar la deteccion de las

pérdidas embrionarias tempranas que ocurren proximas al proceso de implantacion.

Al considerar las tasas de prefiez logradas a los dias 17 y 35 post servicio,
no se evidenciaron diferencias entre tratamientos de alimentacion. En coincidencia
con nuestros resultados, otros investigadores trabajando con la raza Aragonesa con
condiciones nutricionales comparables, no encontraron diferencias en la tasa de
prefiez al dia 40 en ovejas receptoras de embriones (de Brun y col., 2016).
Asimismo, Newton y col. (1980) describieron que la tasa de prefiez tiene una
relacion negativa tanto en ovejas con baja CC (2,0) como en ovejas con alta CC
(4,0). Sin embargo, otros estudios en las razas Manchega (Molina y col., 1994),
Merino (Kleemann y Walker, 2005b) y Cheviot (Gunn y col., 1991) senalan una
relacion positiva entre la CC y la tasa de prefiez. Estos resultados aparentemente
contradictorios podrian explicarse por los distintos entornos endocrinos causados

por los cambios nutricionales, que no fueron investigados en los trabajos
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mencionados, ademas de por la sensibilidad diferencial inherente a las distintas

razas utilizadas.

Relacion entre el estado corporal, la tasa de fertilidad y el desarrollo
embrionario temprano

En nuestro trabajo, no encontramos diferencias en las tasas de ovulacion
entre ovejas suplementadas y restringidas, encontrandose resultados contrastantes
en la bibliografia. En algunos trabajos se ha encontrado una menor tasa de ovulacion
en ovejas con baja CC o subnutridas (Mc Neilly y col., 1987; Rhind y col., 1989a)
mientras que, en otros estudios similares al nuestro, pero en diferentes razas
(Lozano y col., 2003; Peura y col., 2003; Kakar y col., 2005), no se han encontrado
diferencias en este parametro. Asimismo, se sugiere que el umbral de aumento que
puede alcanzarse en la tasa de ovulacion segln la alimentacion depende de la raza
y que la relacion entre el peso vivo y la tasa de ovulacion no es lineal sino curvilinea,
de modo que, por cada kg adicional de peso vivo, la ganancia relativa en la tasa de
ovulacion disminuye (Smith, 1991).

La tasa de recuperacion embrionaria no alcanzo a ser significativamente mas
alta en las ovejas restringidas que en las suplementadas, quizas debido al bajo
numero de embriones recuperados en ovejas ovuladas naturalmente. Abecia y col.
(2015), utilizando ovejas superovuladas, obtuvieron una menor tasa de
recuperacion al dia 7 post celo en ovejas subnutridas con respecto a las hembras
controles, pero Lozano y col. (2003), al dia 4 post retiro de esponjas, no observaron
diferencias en la tasa de recuperacion embrionaria entre ovejas superovuladas

alimentadas ad libitum, controles y subnutridas.
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La tasa de fertilizacion en este estudio no se vio afectada por el estado de
restriccion nutricional, aunque ha sido reportado que los ovocitos obtenidos de
animales subnutridos presentan una menor tasa de fertilizacion que los obtenidos
de ovejas con dietas de mantenimiento (O Callaghan y col., 2000; Lozano y col.,
2003).

En este estudio se evidenci6 que todos los embriones de ovejas
suplementadas desarrollaron en blastocistos de grado II, en tanto que un 83% de los
embriones de ovejas restringidas desarrollaron hasta blastocistos y el 60% de ellos
present6 una calidad embrionaria de grado III. Algunos autores han descripto que
la subnutricién aumenta la mortalidad embrionaria debido a que la calidad y el
desarrollo de los embriones se ve perjudicado por la falta de nutrientes (Lozano y
col., 2003; Abecia y col., 2006; Ashworth y col., 2009). Borowczyk y col. (2006)
informaron que la subnutricion de las ovejas donantes tiene un efecto negativo en
la calidad de los ovocitos, lo que resulta, al igual que en nuestro estudio, en tasas
mas bajas de eclosion y formacion de blastocistos.

En base a los resultados expuestos hasta aqui, es posible argumentar que
pese al menor desarrollo y calidad morfologica de los embriones que se presento en
el grupo R, estos fueron capaces de llevar adelante una prefiez viable, debido a que

no se presentaron diferencias de prefiez entre los grupos R y S.

Respuesta endocrino-metabdlica al tratamiento nutricional
Las diferencias en las concentraciones de P4 entre ovejas prefiadas y no
prefiadas permitieron realizar un correcto diagnostico temprano de gestacion al dia

17 post servicio. A diferencia de lo observado en el experimento I, en el
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experimento II las concentraciones de P4 al dia 28 post servicio no fueron diferentes
entre ovejas con cuerpo luteo gestacional y aquellas con cuerpo luteo de la fase
luteal, debido a que hubo una menor cantidad de ovejas que no ciclaron en la
repeticion del ciclo.

A su vez, se observa una elevada concentracion de P4 al dia 17 en ovejas
que posteriormente pierden su gestacion sin diferencias en cuanto al tratamiento
nutricional aplicado. Segun Brien y col. (1981), elevadas concentraciones de P4 en
ovejas subnutridas se asocian con pérdidas embrionarias, debido a una disminucion
en la metabolizacion hepatica de la hormona, aumentando las concentraciones
plasmaticas.

En relacion con los tratamientos nutricionales, no se encontraron diferencias
en las concentraciones de P4 entre animales suplementados y restringidos, a pesar
de haber incrementado la variacion en la CC entre los grupos experimentales.
Algunos autores han sugerido que, debido a la relacidon erratica entre el nivel
nutricional, las concentraciones séricas de P4 y la supervivencia embrionaria, la
medicion de P4 circulante no es suficiente como reflejo de su concentracion en el
tracto reproductivo, y que deberian medirse las concentraciones de la hormona a
nivel local (Rhind y col., 1989¢c). Sumado a esto, las acciones de la hormona
también dependen de la sensibilidad uterina (expresion de sus receptores e
interacciones con otras hormonas y factores de crecimiento) (DeMayo y Lydon,

2019).

Como se ha descripto por otros autores (Sosa y col., 2009a; de Brun y col.,

2016), en este estudio las ovejas con un consumo menor a sus requerimientos
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nutricionales presentaron un aumento en las concentraciones plasmaticas de AGNE
debido al descenso de PV y CC, reflejando un incremento en la actividad lipolitica
(Chillliard y col., 1998).

En cuanto a la relacion entre la prefiez y las concentraciones de AGNE, la
mayoria de los investigadores no observaron diferencias en este metabolito al
comparar ovejas subnutridas prefiadas y no prefadas (de Brun y col., 2015; Abecia
y col., 2015), o entre ovejas prefiadas y no prefiadas (de Brun y col., 2016). Sin
embargo, en este estudio se presentd una tendencia a mayores concentraciones de
AGNE en las ovejas prefiadas en comparacion con las no prenadas en las ovejas
subnutridas. Esta diferencia en las concentraciones de AGNE entre ovejas
subnutridas prefadas y no prefiadas puede deberse a que los requerimientos
nutricionales de una oveja prefiada son mayores a los de una oveja no prefiada ain
en su primer mes de gestacion.

En este estudio, se observo un incremento de la hormona de crecimiento
(GH) y una disminucion en las concentraciones de insulina e IGF-1 en ovejas
sometidas a restriccion nutricional. La GH estimula la produccion de insulina e
IGFs, mejorando el desarrollo del conceptus y aumentando la produccion de P4 por
la induccion de la transformacion de células luteales chicas en grandes (Scaramuzi
y col., 2006). La restriccion nutricional provoca una disminucion en la expresion
hepatica de los receptores de GH, lo que lleva al desacople del eje somatotropico
(Ketelslegers y col., 1995; Breier, 1999; Kim, 2014). Esto provoca, como se ha
observado en nuestro estudio, un aumento de las concentraciones de GH y
reduccion en el IGF-1 circulante, en las ovejas subnutridas (Chilliard y col., 1998;

Kobayashi y col., 1999). En ovejas que perdieron la gestacion, se observo una
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tendencia a mayores concentraciones de GH, alcanzandose concentraciones mas
altas que en las ovejas prefiadas y no prefiadas.

El incremento de insulina que se presentd en ovejas con un cambio de CC
positivo reflejo el mejor estado energético, resultado que confirma los obtenidos
por otros autores (Sosa y col., 2006; Fernandez Foren y col., 2011). Sin embargo, a
diferencia de nuestro estudio, estos mismos trabajos no han observado
disminuciones importantes de IGF-1 tras la subnutricion, observandose diferencias
solo alrededor del estro (Sosa y col., 2006). En este sentido, se ha propuesto un
efecto estimulador de la insulina sobre la sensibilidad hepatica a GH y la
consecuente sintesis de IGF-1 (Butler y col., 2003; Rhoads y col., 2004). En nuestro
trabajo, a pesar de haber un aumento de estas hormonas en ovejas con mejor CC,
esto no tuvo efecto sobre las tasas de prefiez lograda coincidiendo en este aspecto

con los mismos autores citados anteriormente.

En resumen, contrariamente a nuestra hipotesis inicial, el principal efecto
de la restriccion nutricional sobre la eficiencia reproductiva se evidencio sobre la
cantidad de ovejas que manifestaron estro (65%), encontrandose que las pérdidas
gestaciones fueron de baja magnitud y no fueron influenciadas por el estado
corporal materno en torno al periodo de servicio e implantacion embrionaria. Estas
observaciones permitirian explicar las menores tasas de prefiez observadas a campo
en ovejas que presentan una baja condicion corporal, debido a que una proporcion
de ellas entraria en anestro o presentaria celos silentes ante una restriccion
nutricional, evitando asi la ocurrencia de la prefiez inmediata ante condiciones

desfavorables.
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A su vez, se observd una influencia de los cambios en la CC sobre las
concentraciones de AGNE, GH, insulina e IGF-1 entre las ovejas suplementadas y
restringidas que, sin embargo, no se reflejaron en las pérdidas gestacionales
tempranas, por lo tanto, no evidenciandose diferencias en las tasas de prefiez entre

los grupos Ry S.
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CAPITULO IV
EFECTO DEL ESTADO NUTRICIONAL MATERNO SOBRE LA
CALIDAD EMBRIONARIA Y EL AMBIENTE UTERINO DURANTE LA

PRENEZ TEMPRANA

IV.1 INTRODUCCION

Los estudios que investigan la influencia de la subnutricion sobre el
ambiente endocrino-metabdlico materno y su relacion con las fallas en el desarrollo
embrionario son escasos en la especie ovina.

El modelo de ovejas superovuladas ha sido utilizado para evaluar el efecto
de la subnutricion sobre la calidad de los ovocitos y embriones (Lozano y col., 2003;
Abecia y col., 2015), asi también como para estudiar los efectos de la subnutricion
sobre la interrelacion entre el ambiente materno y el embrion (de Brun y col., 2016).
Asimismo, se ha descripto, que la expresion génica del oviducto y el utero puede
encontrarse alterada en ovejas con subnutricion afectando el desarrollo embrionario
temprano (Sosa y col., 2008; Sosa y col., 2009b; de Brun y col., 2013; Fernandez
Foren y col., 2019); sin embargo, se presentan pocos estudios al respecto en la
bibliografia.

El desarrollo embrionario durante el periodo de pre-implantacion es
afectado por el nivel nutricional materno; debido a ello, las investigaciones se han
enfocado en el estudio de los efectos de un balance energético negativo sobre el
conjunto de hormonas y factores que influencian el ambiente materno, evaluando
las concentraciones de AGNE, insulina, leptina, IGF-I, entre otros, utilizados como

indicadores del estado metabolico (Kaye, 1997).
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El presente estudio fue disefiado para evaluar si las fallas reproductivas

influidas por el tratamiento nutricional se ocasionan principalmente por efecto del

embrion (oveja donante), el ambiente uterino (oveja receptora), o por ambos

efectos. A su vez, se evaluod el efecto de los tratamientos nutricionales sobre las

concentraciones de AGNE, insulina, IGF-1 y leptina y la expresion génica uterina

de los receptores de P4 (PR), IGF-1 (IGF-1R) y leptina (LEPR) en ovejas donantes

y receptoras de embriones.

IV.2 OBJETIVOS

Los objetivos de este capitulo fueron:

a)

b)

Evaluar el efecto del estado nutricional de hembras donantes y receptoras
de embriones sobre la sobrevivencia embrionaria luego de la siembra directa
de embriones ovinos.

Determinar el efecto del nivel nutricional de hembras donantes sobre el
desarrollo de los embriones.

Determinar el efecto del estado nutricional materno sobre las
concentraciones de AGNE, insulina, IGF-1 y leptina y la expresion génica

uterina de donantes y receptoras de embriones.

IV.3 HIPOTESIS
Las hipotesis de este capitulo fueron:
La sobrevivencia embrionaria post transferencia de embriones es
influenciada por el ambiente uterino de las hembras donantes y receptoras

de embriones.
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b) La subnutricion de las hembras donantes de embriones afecta el desarrollo
embrionario.

¢) Elestado nutricional materno afecta las concentraciones de AGNE, insulina,
IGF-1 y leptina y la expresion génica uterina de donantes y receptoras de

embriones.

IV.4 MATERIALES Y METODOS

1V.4.1 Animales y lugar de trabajo

El trabajo experimental se llevo a cabo en las instalaciones del Laboratorio
de Reproduccion de Rumiantes Menores del INTA Bariloche (71° 15 12” longitud
oeste y 41° 07 23” latitud sur).

El cuidado y el tratamiento de los animales experimentales se realizaron de
acuerdo con las directrices emitidas por la National Academy of Science,
Washington DC, EE. UU. (National Research Council, 2011) y aprobadas por el
Comité de Principios Rectores Internacionales para la Investigacion Biomédica de
Animales de Laboratorio (Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales

[CICUAL]) de la FCV-UNLP; Numero de protocolo: 55-3-16T.

1V.4.2 Tratamientos nutricionales

Treinta y seis ovejas donantes y 75 ovejas receptoras adultas fueron
asignadas a una dieta de 1,5 (grupo suplementado S, donantes n = 19, receptoras n
=36) o 0,5 veces los requerimientos diarios de mantenimiento (grupo restringido
R, donantes n = 17, receptoras n = 39, respectivamente) desde el inicio del

tratamiento de sincronizacion de estros hasta el dia de la recuperacion embrionaria
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en donantes (dia 7 post estro, entre los dias -15 y 7 respecto al estro, 22 dias totales)
y hasta el dia 28 post transferencia embrionaria en hembras receptoras (entre los
dias -15 y 35 respecto al estro, 50 dias totales). Cada uno de los tratamientos de
alimentacion contd6 con su repeticion correspondiente al igual que en el
Experimento II. En el dia 7 post estro, un embrion de las hembras donantes S o R
fue transferido en una hembra receptora S o R, generandose los siguientes grupos
de receptoras: SS (n=11), SR (n=11), RS (n=25) y RR (n= 28), donde la primera
de las dos letras se refiere a la procedencia del embridn y la segunda a la madre

receptora.

1V.4.3 Sincronizacion de estros y tratamiento de ovulacion multiple

Las ovejas donantes recibieron un tratamiento de superovulacion mediante
esponjas intravaginales (60 mg MAP, Progespon®, Syntex, Argentina) durante 14
dias y la administracion de una dosis reducida de 80 mg totales de FSHp
(Folltropin®-V, Bioniche, Canada), suministrada en 6 aplicaciones decrecientes
(18, 18, 14, 14, 8 y 8 mg) cada 12 h en los dias 12, 13 y 14 del tratamiento
progestacional. Conjuntamente con la quinta aplicacion de FSHp y el retiro de la
esponja intravaginal, se aplicaron 200 Ul de eCG (Novormon®, Syntex,
Argentina). La deteccion de estros se realizo cada 12 h a partir de las 24 h post retiro
de esponjas hasta las 36 h, con un macho marcador con arnés.

Las ovejas que manifestaron celo entre las 24 y 36 h de finalizado el
tratamiento progestacional fueron inseminadas a tiempo fijo a las 48 h post retiro
de las esponjas. La inseminacion artificial intrauterina se realiz6 por laparoscopia

con semen congelado utilizando una dosis de 100 millones de espermatozoides
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totales/oveja. Las dosis de semen fueron congeladas a partir de un solo carnero, con
caracteristicas seminales Optimas (motilidad masal superior a 4; escala subjetiva 0,
minima; 5, maxima).

A los 7 dias luego de la presentacion de los estros se realizé la recuperacion
quirurgica de embriones (Gibbons y Cueto, 2010). La metodologia de recuperacion
de embriones fue explicada brevemente en el Ensayo II. Mediante observacion
laparoscopica, se evalud6 el numero de cuerpos luteos (CL) por oveja,
determinandose la respuesta ovarica al tratamiento de superovulacion. Los
embriones colectados se clasificaron morfologicamente mediante lupa
estereoscopica en sus aspectos de calidad y desarrollo (IETS, 1998),
diferenciandose los embriones Grados 1 y 2 (embriones de buena calidad) de los
embriones Grados 3 y 4 (embriones de inferior calidad). Se calcularon las tasas de
tasas de recuperacion embrionaria y fertilizacion tal como se describid en el
Experimento II. La tasa de embriones transferibles se calculdé como el numero de
embriones 1 y 2/niimero de embriones totales x 100.

Un total de 75 embriones fueron transferidos a las ovejas receptoras (1
embridn/oveja), sincronizadas en sus estros mediante tratamiento con
progestagenos durante 14 dias y la administracion de 300 UI de eCG al momento
del retiro de la esponja. En las hembras receptoras se realizo la deteccion del estro
(24 y 36h post finalizacion del tratamiento progestacional) y se comprob6 la
presencia del CL antes de realizar la siembra embrionaria. La siembra embrionaria
se llevo a cabo en forma semi-laparoscopica, a los 7 dias luego de la presentacion
de los estros, mediante una pequefia incision (1 cm) en la linea media abdominal y

exteriorizacion del cuerno uterino ipsilateral al/los cuerpos luteos. Luego de una
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puncion en la cara dorsal del cuerno uterino y en su tercio proximal, se deposité un
embrion en la luz uterina de cada hembra receptora (Gibbons y Cueto, 2010).
A los 28 dias de la transferencia embrionaria, se realizo el diagnostico

ecografico de gestacion (Aloka 500, 5 MHz, Japon, Figura IV.1).

DONANTES: Ovulacion Multiple y recuperacion de embriones RECEPTORAS: Sincronizacién de estrosy transferencia embrionaria

0 12 13 14 1516 22 0 13 15 16 22 35
Dias e e s e e e e D5 e —
CE 1°FSH 3°FSH RE DEDE REM CE RE DE DE TE DG
2°FSH 4°FSH  2001U IAL 3001U eCG
eCG
5°FSH
6°FSH

Figura IV.1 Protocolo utilizado para la produccion, recuperacion y transferencia
de embriones en ovejas Merino. CE: colocacion de esponjas
intravaginales; RE, retiro de esponjas; eCG, gonadotrofina coridnica
equina; DE: deteccion de celos; IAL: inseminacion artificial
laparoscopica; REM, recuperacion embrionaria; TE, transferencia
embrionaria; DG, diagndstico de gestacion.

1V.4.4 Muestreos
El PV y la CC se determinaron cada 15 dias desde el inicio hasta la
finalizacion del tratamiento de alimentacion. La extraccion de sangre, el

diagnostico de gestacion y la estimacion de las pérdidas embrionarias tardias y

fetales se realizaron como se describi6 en el Experimento I (Figura IV.1).

1V.4.5 Metabolitos y hormonas metabdélicas
Las determinaciones de las concentraciones séricas de metabolitos (AGNE),
hormonas esteroideas (P4) y hormonas metabdlicas (insulina, IGF-1 y leptina) se

acreditaron de acuerdo al protocolo descripto en el Experimento I (Figura IV.1).
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1V.4.5 Transcriptos

Al momento de la recuperacion embrionaria (dia 8 luego del retiro de la
esponja), se obtuvieron biopsias uterinas de ovejas donantes (S=11 y R=15) y
receptoras (S=5 y R=5) que fueron conservadas en N2 liquido hasta su posterior
analisis. Sobre estas muestras se determind la expresion génica uterina de los
receptores de: progesterona (PR), factor de crecimiento insulinico (IGF-1R) y
leptina (LEPR) mediante PCR en tiempo real. Para ello, se extrajo ARN total de
cada muestra de utero utilizando Trizol (Invitrogen), se realizd una precipitacion
con isopropanol y tratamiento con DNAsa utilizando un kit DNAasas RQI
(Promega). Para cada muestra, se sintetizO6 ADN copia (ADNc) mediante
transcripcion reversa usando una transcriptasa (M-MLV Reverse Transcriptase,
Promega) con primers oligo-dT y 1pug de ARN total como molde. Se determin¢ la
expresion génica mediante PCR en tiempo real (QPCR) con cebadores (Integrated
DNA Technologies) para cada uno de los genes PR, IGF-1R, LEPR en
termociclador LineGene 9600 (Bioer, Tabla IV.1). Los niveles de ARNm hallados
para cada gen fueron relativizados a los del gen de referencia ACTB por el método
del delta Ct. Las reacciones de PCR en tiempo real fueron realizadas agregando 3
ul de mezcla real 2x (Biodynamics, Argentina), cantidades iguales (isomolares) de
cebadores sentido y antisentido (Integrated DNA Technologies), y 4 uL. de ADNc
formando un volumen final de 15 pL. Se utilizaron las condiciones standard de
amplificacion que se describen a continuacion: 10 min a 95°C y 40 ciclos de 20s a

95°C, Im a Tm®, y 40s a 72°C.
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Tabla IV.I. Secuencia de oligonucledtidos usados para la amplificacion de un
fragmento de los genes de interés: receptor de progesterona (PR), del
receptor de IGF-1 (IGF-1R) y del receptor de leptina (LEPR) y
control endogeno B-actina (ACTB).
Gen N° Acceso Secuencia Primer
FO: 5'-GGTCTACCAGCCCTATCTCAAC-3’
PR XM_015100878.1 * RE. 5" AGTTATGCTGTCCTTCCATTGC-3'
FO: 5'-GTCCCTCAAGGATGGAGTCTT-3’
IGF-IR XM 0120983672 pE: 5" CATCAGCTCAAACAGCATGTCAG-3’
FO: 5'-GCCACTTGCAGAGAGATGGT-3"
LEPR NM_001009763.1 RE: 5"-GAGAGTCCAGTGAGCCCAAC-3’
ACTB NM 001009784.2 FO: GCACCCAGCACGATGAAGAT-3

RE: TGTAACGCAGCTAACAGTCCG-3’

1V.4.6 Analisis estadistico

Basado en un disefio experimental en bloques completamente aleatorizados,

se realizaron los andlisis estadisticos correspondientes para las variables

consideradas. Las concentraciones de P4, hormonas metabolicas y metabolitos, las

tasas de prefiez y las pérdidas de gestacion fueron analizados con los mismos

modelos matematicos utilizados en el Experimento I, con el agregado del efecto de

la interaccion entre origen del embrion y el estado nutricional de la hembra

receptora. Se realizd un ANOVA de dos vias para comparar las expresiones

relativas de ARNm. Las medias de los grupos se compararon por Test de Tukey. Se

consideraron diferencias estadisticamente significativas cuando el P valor fue

P<0,05 y se considerd una tendencia a la significancia cuando fue de P<0,1.
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IV.5 RESULTADOS

1V.5.1 Estado corporal de donantes y receptoras

Las ovejas donantes y receptoras restringidas nutricionalmente presentaron
menor PV y CC que las ovejas que recibieron un tratamiento nutricional de
suplementacion (P<0,05).

Las ovejas del ensayo presentaron un PV y CC inicial de 42,4 + 0,48kg y
2,27 £ 0,02. Al finalizar los tratamientos de alimentacion, 22 dias después, las
donantes restringidas presentaron un PV y CC final de 38,3 + 0,95kg y 1,94 + 0,07
mientras que las donantes suplementadas presentaron un PV y CC final de 42,2 +
0,90kg y 2,38 £ 0,07 (P<0,0001). En tanto que 50 dias después, las receptoras
restringidas presentaron un PV y CC final de 35,3 + 0,99kg y 1,81 + 0,04 mientras
que las receptoras suplementadas presentaron un PV y CC final de 44,6 + 1,03kg y

2,66 + 0,05 (P<0,0001).

1V.5.2 Recuperacion de embriones y calidad embrionaria

La tasa de presentacion de estros no difirid entre donantes suplementadas y
restringidas, obteniéndose una tasa total de estros del 97,2% (35/36). El 77,1%
(27/35) de las ovejas donantes que manifestaron celo respondieron al tratamiento
multiovulatorio con FSHp (>3 CL).

Del total de embriones recuperados, el 7,75% (10/129) se clasifico como
embriones de inferior calidad (Grados 3 y 4), proviniendo el 70% de las donantes
restringidas y el restante 30% de las donantes suplementadas. De estos embriones,
se utilizaron 8 de inferior calidad (aprox 10% por grupo) y 67 fueron embriones de

Grados 1 y 2. Asimismo, se obtuvo un mayor porcentaje de blastocistos de las
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donantes suplementadas (67,5%) en comparacion con las donantes restringidas
(36,7%). Las tasas de recuperacion embrionaria, fertilidad y embriones transferibles

en ovejas donantes segun el tratamiento nutricional se presentan en la tabla IV.2.

Tabla IV.2. Eficiencia reproductiva de la recuperaciéon embrionaria segin el
tratamiento nutricional (Suplementado=S; Restringido=R) en
donantes de embriones.

Grupo S (n=12) Grupo R (n=15)

Tasa de recuperacion embrionaria (%) 51,8+ 7,82 68,3 + 6,92
Tasa de fertilidad (%) 85,4 +7,6% 91,4+ 6,82
Tasa de embriones transferibles (%) 93,2 + 6,02 91,4 +5,122

Superindices en la misma fila indican diferencias significativas (P<0,05).

1V.5.3 Tasa de preiiez post siembra embrionaria

Al comparar las tasas de prefiez entre receptoras restringidas y
suplementadas no se evidenciaron diferencias significativas entre grupos al dia 17
de gestacion (59 vs 72%, P>0,05). Sin embargo, la tasa de prefiez al dia 35 de
gestacion presentd una tendencia a la significancia siendo menor en las ovejas
restringidas respecto a las ovejas suplementadas (49 vs. 64%, P<0,1).

La tasa de prefiez no evidenci6 diferencias significativas entre los grupos de
receptoras en el dia 17 de gestacion (45, 64, 72 y 73% para SR, RR, RS y SS,
respectivamente; Tabla IV.3; P>0,05). Sin embargo, las pérdidas embrionarias
entre los dias 17 y 35 evidenciaron una tendencia a ser mayores en el grupo SR
(18%) con respecto a los otros grupos: 7, 8 y 9% para RR, RS y SS,
respectivamente; P<0,1). De tal manera que la tasa de prefiez al dia 35 tendio a ser
menor en el grupo SR (27%) con respecto a los otros grupos: 57, 64 y 64% para

RR, RS y SS, respectivamente; P<0,1). Es decir que la tasa de sobrevivencia
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embrionaria post transferencia tendi6 a ser menor en las ovejas receptoras R que

recibieron embriones de ovejas donantes S (P <0,1).

Tabla IV.3. Tasas de prefiez al dia 17 y 35 post estro y tasa de pérdidas
embrionarias producidas entre el dia 17 y 35 de gestacion, segun el
tratamiento nutricional (Suplementadas [S]; Restringidas [R]) de las
ovejas donantes y receptoras de embriones.

Donantes S Donantes S Donantes R Donantes R
Receptoras S Receptoras R Receptoras S Receptoras R
n=11 n=11 n=25 n=28
Preiiez Dia 17 (%) 733 452 798 642
Preiiez Dia 35 (%) 642 27b 642 572
Pérdidas 92 18b g2 7

embrionarias (%)

Superindices en la misma fila indican diferencias significativas (P<0,1).

Por otra parte, la tasa de prefiez al dia 17 post estro obtenida a partir de la
transferencia de embriones Grados 3 y 4 fue del 38% (3/8), mientras que la de los
embriones clasificados como Grados 1 y 2 fue del 69% (46/67; P=0,08). Las tasas
de prefiez al dia 35 post estro fueron del 25% (2/8) y 60% (40/67) para los
embriones de inferior calidad y los embriones Grados 1 y 2, respectivamente
(P=0,06).

No se registraron pérdidas con posterioridad al dia 35 de gestacion,
indicando la ausencia de pérdidas fetales en las ovejas receptoras tanto

suplementadas como restringidas.

1V.5.4 Variaciones endocrino-metabdlicas
Las concentraciones de P4 se utilizaron para el diagndstico temprano de

gestacion al dia 17 post estro, diferenciandose las ovejas no prenadas (0,65 +
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0,40ng/ml) por sus menores concentraciones respecto a las ovejas prefiadas (6,31 +
0,45ng/ml) (P<0,05). Las concentraciones de P4 no presentaron diferencias de
acuerdo con el estado nutricional de las receptoras de embriones (P>0,05).

Las ovejas donantes de embriones restringidas presentaron mayores
concentraciones de AGNE con respecto a las ovejas donantes suplementadas
(P<0,05), una tendencia a menores concentraciones de insulina (P=0,08) pero en
estas ovejas no se evidenciaron variaciones en las concentraciones de IGF-1 y
leptina entre los tratamientos nutricionales (P>0,05) (Figura IV.2).

Las ovejas receptoras sometidas a restriccion nutricional presentaron
menores concentraciones de insulina, IGF-1, leptina y mayores concentraciones de
AGNE (P<0,05). Asimismo, en las receptoras suplementadas, las concentraciones
de IGF-1 principalmente y en menor medida las concentraciones de insulina
presentaron un marcado incremento a los 15 dias post inicio del tratamiento
nutricional (dia 0), coincidiendo con el momento del estro. Al dia 7 post estro se
observo un descenso de las concentraciones de estas tres hormonas en las receptoras
suplementadas que alcanz6 valores similares a las ovejas restringidas en el mismo

dia (Figura IV.2).
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Figura IV.2. Concentraciones séricas de acidos grasos no esterificados (AGNE),
de insulina, del factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1
(IGF-1) y de leptina (MMC=ES), en relacion con el tratamiento
nutricional (Restringido [R], n=25; Suplementado [S], n=25) de
ovejas donantes de embriones (panel izquierdo, entre los dias -15 y
7 del estro) y de ovejas receptoras de embriones (panel derecho) en
ovejas Merino (entre los dias -15 y 35 del estro).

Segun el estado fisiologico, se observaron menores concentraciones de

insulina y leptina en ovejas no prefiadas con respecto a las ovejas prefiadas
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(P<0,05). Las concentraciones de AGNE e IGF-1 no variaron por la presencia o

ausencia de prefiez en las ovejas receptoras de embriones (P>0,05; Tabla IV.4).

Tabla IV.4. Concentraciones séricas de acidos grasos no esterificados (AGNE),
de insulina, del factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1
(IGF-1) y de leptina en relacion al diagndstico de gestacion
(prefiadas, no prenadas) al dia 35 en ovejas Merino receptoras de

embriones
Receptoras Receptoras P
No Prefiadas Prefiadas
AGNE (uM/L) 1034 + 117 921 + 114° NS
Insulina (ng/ml) 0,75 + 0,04* 0,89 + 0,04° 0,001
IGF-1 (ng/ml) 309 + 17,6% 281 + 14,6° NS
Leptina (ng/ml) 0,65 + 0,062 0,84 + 0,0Sb 0,01

Superindices en la misma fila indican diferencias significativas (P<0,05).

1V.5.5 Evaluacion de la expresion génica uterina

La expresion génica uterina de los receptores de progesterona (PR), del
factor de crecimiento insulinico 1 (IGF-1R) y de leptina (LEPR) fueron
determinados por real-time PCR.

Al momento de la transferencia embrionaria, las donantes R (0,14 + 0,00) y
receptoras R (0,08 + 0,03) tuvieron menores niveles de ARNm en utero para los PR
comparado con las donantes S (0,39 + 0,15) y las receptoras S (0,86 £+ 0,0, P <0,05;
Figura IV.3). Asimismo, los niveles relativos d¢ ARNm para IGF-1R y LEPR en el
dia 7 post estro fueron menores en las ovejas R (IGF-1R: 0,05 £ 0,01; LEPR: 0,04
+ 0,01) que en las ovejas S (IGF-1R: 0,15 + 0,03; LEPR: 0,17 £+ 0,04; P <0,05;

Figura IV 4).
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Figura IV.3. Expresion relativa de transcriptos de ARNm del receptor de
progesterona (PR) al dia 7 post estro, en ttero de ovejas donantes y
receptoras segun el tratamiento nutricional (Suplementadas [S] y
Restringidas [R]). Superindices entre barras indican diferencias
significativas (P<0,05).
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Figura IV.4. Expresion relativa de transcriptos de ARNm del receptor de IGF-1
(IGF-1R) y de leptina (LEPR) al dia 7 post estro, en utero segln el
tratamiento nutricional (Suplementadas [S] y Restringidas [R]).

Superindices entre barras presentan diferencias significativas
(P<0,05).

IV.6 DISCUSION

Respuesta al tratamiento MOET segun el tratamiento nutricional

Los tratamientos nutricionales aplicados en este estudio lograron una
disminucién del 17% del PV inicial y del 20% de la CC inicial en ovejas receptoras
restringidas, asi también como una ganancia del 5% del PV y del 17% de la CC en

ovejas receptoras suplementadas en un periodo de 50 dias. A pesar de que el
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tratamiento nutricional en las ovejas donantes se aplico desde los 22 dias previos al
momento de la recuperacion de embriones, este tiempo no fue suficiente para que
el PV y la CC manifestaran un incremento en las hembras donantes suplementadas.
Sin embargo, al considerar las donantes restringidas, estas sufrieron una pérdida de
PV y CC del 10 y 5%, respectivamente.

La ausencia de variacion en el estado corporal entre donantes suplementadas
y restringidas podria explicar por qué no se obtuvieron diferencias en la respuesta
al tratamiento de superovulacion y produccion de embriones segin los tratamientos
de alimentacion. Otros autores han obtenido menores tasas de recuperacion de
embriones totales y transferibles en ovejas subnutridas en comparacioén con ovejas
controles (Abecia y col., 2015). Del mismo modo, Borowczyk y col. (2006)
reportaron que la subnutricion de ovejas donantes tiene un efecto negativo en la
calidad embrionaria presentandose menores tasas de clivaje y desarrollo de
blastocistos. Sin embargo, aunque en este estudio, las donantes restringidas
presentaron un mayor porcentaje de embriones de inferior calidad, la diferencia no
fue significativa ya que se presentd un bajo nimero de embriones de baja calidad

sobre el total de embriones recuperados.

Preiiez y mortalidad embrionaria post siembra de embriones

Al comparar las tasas de prefiez entre las receptoras suplementadas y
restringidas, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos R y S al dia 17 de gestaciéon. Sin embargo, las ovejas suplementadas
presentaron una tendencia a una mayor tasa de prefez al dia 35 (64%), en

comparacion con las restringidas (49%), lo que evidencia una reduccion del 15%
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de la fertilidad de los animales subnutridos, lo que indicaria una mayor tasa de
mortalidad embrionaria tardia en este ultimo grupo.

Al considerar la comparacion segin los 4 grupos de receptoras definidos, la
tasa de prefiez al dia 17 de gestacion no difirid entre los grupos, al igual que lo
reportado por de Brun y col. (2016) que, utilizando el mismo modelo de
transferencia embrionaria, no encontraron diferencias en la tasa de prefiez al dia 18
de gestacion, ni tampoco al dia 40 de gestacion. Sin embargo, en nuestro estudio,
al dia 35 de gestacion y debido a una mayor mortalidad embrionaria, en el grupo de
receptoras restringidas que recibieron embriones de donantes suplementadas (SR),
se evidencid una tendencia a una menor tasa de prefiez respecto a los otros grupos
de tratamiento. La tendencia a una mayor mortalidad embrionaria tardia, también
reportada por otros autores en periodos similares (de Brun y col., 2016), marca la
importancia que tiene el ambiente uterino materno en la supervivencia de los
embriones, independientemente de los antecedentes nutricionales previos del
embrion. Con estos resultados se pone en evidencia la importancia del ambiente
uterino sobre el establecimiento y continuidad de la prefiez, ya que la supervivencia
del embrion se ve afectada de manera negativa principalmente ante condiciones
nutricionales desfavorables que causan alteraciones en el sistema de sefiales entre

el embrion y el ambiente uterino en el que se desarrolla.

Respuesta metabdlica al tratamiento nutricional
En las ovejas donantes de embriones se observaron algunas modificaciones
metabodlicas en respuesta a los tratamientos nutricionales de restriccion y

suplementacion no tan marcadas como en las ovejas receptoras. Esto es importante
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ya que las respuestas endocrino-metabolicas a un episodio de restriccion nutricional
dependen de las reservas corporales previas al comienzo del experimento, lo que se
denomina memoria metabodlica (Chilliard y col., 1998; Zhang y col., 2005; Blache
y col., 2006; Fernandez-Foren y col., 2011). Los 22 dias de tratamiento nutricional
aplicados generaron el descenso de PV y CC de las donantes restringidas que se vio
reflejado en el aumento de las concentraciones de AGNE y un descenso de las
concentraciones de insulina hacia el final del tratamiento, no presentdndose
diferencias en las concentraciones de IGF-1 y leptina, quizas debido al corto tiempo
del tratamiento nutricional aplicado. Contrariamente en ovejas receptoras de
embriones, en las cuales el tratamiento nutricional fue mas prolongado, el efecto
sobre las concentraciones de AGNE y hormonas metabdlicas fue mas marcado. La
restriccion nutricional provocd una movilizacion de las reservas grasas de las
madres como se demuestra a través de las concentraciones elevadas de AGNE
durante todo el periodo de tratamiento y menores concentraciones de insulina, IGF-
1 y leptina. Este aumento en las concentraciones de AGNE era esperable ya que
cuando los aportes no satisfacen los requerimientos energéticos, el animal dispone
de sus reservas de triglicéridos para su utilizacién por los diferentes tejidos
(Chilliard y col., 1998). Asimismo, la disminucion en las concentraciones de
insulina es consistente con lo reportado previamente por Abecia y col. (2015) y de
Brun y col. (2015). Se ha propuesto que la disminucidn en las concentraciones de
insulina en animales subnutridos es una estrategia para disminuir los requerimientos
de energia cuando la disponibilidad de nutrientes es baja (de Brun, 2014). Esto tiene
como consecuencia una disminucion del anabolismo, lipogénesis y del transporte

de glucosa (Flint y col., 2003), poniendo a la insulina como uno de los indicadores
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metabolicos mas eficientes en reflejar el estado nutricional de las ovejas (Caldeira
y col., 2007a).

La disminucion de IGF-1 frente una restriccion nutricional es consistente
con lo reportado previamente por Sosa y col. (2006). En periodos de subnutricion
existe un desacoplamiento del eje somatotropico provocando una disminucioén en
las concentraciones de IGF-1 (Chilliard y col., 1998; Breier, 1999; Kobayashi y
col., 1999; Kim, 2014). Este es un mecanismo que asegura la distribucion de
nutrientes a los diferentes tejidos cuando la energia disponible es limitada
(Fernandez-Foren y col., 2011).

La leptina es producida principalmente por el tejido adiposo y estad
positivamente relacionada con el nivel de grasa corporal (Chilliard y col., 1998;
Delavaud y col., 2000; Chilliard y col., 2005). Las ovejas restringidas presentaron
una caida en las concentraciones séricas de leptina como ha sido reportado por otros
autores (Sosa y col., 2009a; Abecia y col., 2015, de Brun y col., 2015). La reduccion
en las concentraciones de leptina durante la subnutricion puede actuar como sefial
para aumentar el apetito, disminuir los gastos de energia y la actividad reproductiva
(Chilliard y col., 2000).

El aumento de las concentraciones de AGNE y el descenso en las
concentraciones de insulina, IGF-1 y leptina al dia 7 post estro en ovejas
suplementadas que alcanz6 valores similares a las ovejas restringidas, se pudo deber
al ayuno que se aplico previo a la cirugia de recuperaciéon embrionaria.

Por otra parte, se ha descripto que el desarrollo de embriones durante el
periodo de pre-implantacion también se ve afectado por estas hormonas (insulina,

IGF-1, leptina) y sus receptores, asi como por la concentracion circulante de AGNE
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(Kaye, 1997). En este estudio, al comparar las concentraciones de los metabolitos
y hormonas metabdlicas entre receptoras prefiadas y no prefiadas, se evidencio un
efecto del estado fisioldgico sobre las concentraciones de insulina y leptina, pero
no se evidenci6 un efecto de la prefiez en las concentraciones de IGF-1 ni de AGNE.
Esto se corresponde con la importancia de la insulina sobre todas las funciones
metabolicas, e inclusive sobre la prefiez. En este sentido, se ha descripto la presencia
de receptores de insulina presentes en el endometrio materno que regulan la funcion
uterina (Fowden y col., 1989; Gluckman y Pinal, 2003). Por su parte, la leptina ha
sido descripta como el mas importante regulador metabolico de la actividad
reproductiva en especies de laboratorio (Kawamura y col., 2002; Krug y Ehrhart-
Bornstein, 2005) y también en rumiantes (Chilliard y col., 2005). Ademds de su
accion a nivel central, es importante tener en cuenta la accion de estas hormonas a
nivel local ya que pueden actuar directamente en tejidos periféricos de forma
endOdcrina, paracrina o autdcrina pudiendo provocar alteraciones a nivel del entorno

uterino que comprometan la prefiez (Chilliard y col., 2005).

Expresion génica uterina en donantes y receptoras de embriones

El estado nutricional de las ovejas tuvo efecto sobre la expresion génica
uterina de los receptores estudiados. La expresion del receptor de progesterona (PR)
fue menor en el utero de ovejas restringidas a pesar de que este efecto no se vio
reflejado en las concentraciones séricas de P4. Este resultado es coincidente con lo
reportado previamente por Sosa y col. (2008) en oviducto de ovejas ciclicas
subnutridas al dia 5 y 14 post estro presentaron una menor expresion de PR.

También, Sosa y col. (2006) describieron que la capacidad de union del PR se vio
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disminuida en ovejas subnutridas al dia 5 post estro. Sin embargo, Ferndndez Foren
y col. (2019) no encontraron efecto de la subnutricion sobre la expresion de PR en
el utero al dia 5 de gestacion.

Ya se habia establecido que la pre-implantacion embrionaria en la oveja
depende de las secreciones uterinas, cuya magnitud y composicion estan moduladas
por las acciones de la P4 (Ashworth, 1995). Por lo tanto, cualquier cambio en la
capacidad del tejido endometrial para responder a la P4 en las etapas tempranas de
la prefiez, como por ejemplo una reduccion en la cantidad de sus receptores, o
cambios en su afinidad, podria alterar el ambiente uterino afectando el desarrollo y
la supervivencia del embrion.

La disminucion de los niveles plasmaticos de IGF-1 y leptina en animales
restringidos nutricionalmente coincide con la menor expresion relativa de
transcriptos de los receptores de IGF-1 (IGF-1R) y leptina (LEPR) a nivel uterino,
potenciando el efecto de la subnutricion sobre ambas hormonas. La via de
sefalizacion de IGF1/IGF-R ha sido ampliamente estudiada en la implantacion
embrionaria y en el -didlogo materno fetal tanto en rumiantes (Sponchiado y col.,
2017; Yang y col., 2013) como en otras especies (Kang y col., 2015; Forbes y
Westwood, 2008). Por su parte, el papel de la leptina en la implantacion es
fuertemente sugerido por el hecho de que sus receptores se expresan
preferentemente en los sitios de implantacion en lugar de en el resto del ttero en
ratones (Yoon y col., 2005). Los resultados obtenidos en el presente ensayo difieren
de los reportados por de Brun y col. (2015) en higado y Fernandez Foren y col.
(2019) en ttero, quienes no encontraron diferencias en la expresion génica del IGF-

IR y de LEPR al comparar entre ovejas subnutridas y controles. La disminucién
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aqui observada es, sin embargo, una nueva sefal de la influencia de la nutricion en
el ambiente uterino durante el periodo de implantacién que suma evidencia a la
reportada en otros aspectos, como el inmunoldgico (Thiele y col., 2018) o el
directamente relacionado con el desarrollo embrionario (Velazquez, 2015; Fleming
y col., 2017).

Los cambios en la expresion uterina endometrial entre receptoras
restringidas y suplementadas podrian estar influenciando la diferencia en las tasas
de prefiez halladas, que evidenciaron diferencias marginalmente significativas del
15%.

En resumen, en este estudio la subnutricion en ovejas receptoras afectd la
prefiez al dia 35, presentdndose mayores pérdidas embrionarias entre el dia 17 y 35
de gestacion, cuando el embrion transferido provenia de una hembra suplementada,
destacandose que el establecimiento de la prefiez obedece principalmente a las
condiciones del ambiente uterino en el cual se desarrolla y a la sincronia del
embrion y del utero. Asimismo, la restriccion nutricional evidenci6 alteraciones en
los principales metabolitos y hormonas metabdlicas que regulan el proceso de
implantacion y desarrollo embrionario, asi como en sus receptores, afectando el

establecimiento de la prefiez en ovejas subnutridas.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES GENERALES

Las pérdidas de gestacion que se producen en una majada de ovejas Merino en
condiciones de cria extensiva son de baja magnitud y ocurren principalmente
durante el periodo de desarrollo embrionario.

La restriccion nutricional durante el preservicio induce la presentacion de celos
silentes o anestro, lo que explicaria las menores tasas de prefiez obtenidas en
las majadas ovinas patagénicas cuando las ovejas no presentan una CC
adecuada.

La subnutricién materna afecta la calidad embrionaria “in vitro”, sin embargo,
los embriones de madres subnutridas desarrollan embriones viables, no siendo
afectada la tasa de prefiez al dia 17 y 35 de gestacion.

El uso de la suplementacion estratégica durante el preservicio, en ovejas
restringidas, permite anticiparnos a una baja respuesta reproductiva de los
vientres, disminuyendo la presentacion de celos silentes u ovejas en anestro,
contribuyendo a mejorar el porcentaje de sefialada anual y la rentabilidad
productiva y econdmica de los productores ovinos de la region.

La sobrevivencia embrionaria es afectada por las condiciones del ambiente
uterino, resaltando la importancia de la sincronia embrio-uterina para lograr el
establecimiento y mantenimiento de la prefiez.

El estado nutricional materno influye directamente sobre las concentraciones

de AGNE y hormonas metabolicas (GH, insulina, IGF-1 y leptina) que
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favorecen el desarrollo embrionario temprano, asi como el establecimiento y
mantenimiento de la prefiez.

La expresion de los receptores uterinos de P4, IGF-1 y leptina se presenta
disminuida en ovejas con restriccion nutricional que junto a las modificaciones
en el estado metabolico alteran el ambiente uterino y la sincronia embrio-
materna provocando la presentacion de mortalidad embrionaria tardia entre el

dia 17 y 35 de gestacion.
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