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Fecha de presentacién:

FORMULARIO PARA LA PRESENTACION DE PROYECTOS DE
INVESTIGACION

1.) Campo de aplicacion:

Ciencias Veterinarias. Fertilidad, mejoras genéticas y reproduccién animal.

2.) Titulo del Proyecto:

Tecnologia aplicada a la valoracién y conservacion de gametas y embriones en ovinos y
caprinos.

3.) Entidades Participantes?

Entidad:? Centro Genético La Aurora
Tipo de vinculacién: Convenio de colaboracién

Descripcion de la vinculacion:

4.) Responsables:

4.1.) Director del Proyecto:

Apellido y Nombre?: Suhevic, Jorge Federico

! Se refiere ademas de UCES:
2 Nombre si es una entidad cientifica o Razén Social si se refiere a una empresa.
3 Anexar CV actualizado
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Lugar Principal de Trabajo*: UCES, sede Cafiuelas
Funciones®: Titular de Biofisica y Adjunto de Produccién Animal

Dedicacion® Semiexclusiva

4.2.) Co-director del Proyecto:

Confalonieri, Antonio Javier

5.) Antecedentes del Equipo de Investigacion

Participa de las actividades de fertilidad, investigacién y conservacién de gametas y
embriones desde el afio 2010, en INTECH, el INITRA, en Centros de reproduccién
privados, en los Ultimos afios Centro genético La Aurora, entre otros.

Dictado de cursos en el area de incumbencia, participacion en Congresos y Simposios.
Presentacion de trabajos en revistas cientificas y posters en reuniones relacionadas con
la temética.

6.) Problemay Justificacion

La biotecnologia de la reproduccién ovina y caprina ha cobrado gran relevancia en la
ultima década, brindando importantes ventajas en el mejoramiento genético, asi como en
la prevencion y control de enfermedades de transmisién sexual. Las nuevas tecnologias y
protocolos de congelacion empleados todavia no han logrado maximizar la cantidad de
dosis obtenidas a partir de un Unico eyaculado, no se han logrado protocolos de crio-
conservacion que garanticen una buena fertilidad. Esto implica mayor cantidad de

inseminaciones y mayor nimero de espermatozoides por inseminacion.

La misma problematica se encuentra con las tasas de prefiez utilizando semen fresco o

4 En funcidn de las horas semanales dedicadas.
® Se refiere a las funciones que desarrollara para monitorear, dirigir y evaluar la marcha del Programa.
® Expresado en Horas Semanales dedicadas a la labor de gestionar el Programa.
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refrigerado por Inseminacion vaginal.

Hoy en dia se acepta que una sola prueba no alcanza para indicar la posible fertilidad de
esas dosis inseminantes, por lo que es necesario contar con una bateria de pruebas que
analicen diversas caracteristicas espermaticas. Los pardmetros a analizar siempre deben
incluir la capacidad del macho para producir espermatozoides, la viabilidad, funcionalidad,
integridad de sus membranas plasmatica y acrosémica y el porcentaje de
espermatozoides morfolégicamente normales. Todos estos parametros estan
interrelacionados y esto debe ser tenido en cuenta para detectar posibles errores en la

evaluacioén de las muestras seminales.

Uno de los mayores desafios a nivel laboratorio esté en el desarrollo y/o estandarizacion
de pruebas que permitan predecir el comportamiento de ese material cuando es usado a

campo.

En cuanto a la conservacion de gametas femeninas, la posibilidad de la criopreservacion
permite conservar un gran nimero de ovocitos. Estos ovocitos, arrestados en profase | de
la meiosis, tienen didmetro pequefio, baja tasa metabdlica, carecen de zona pellucida y
granulos corticales y escasos lipidos intracitoplasmaticos. Otra ventaja, los foliculos
preantrales presentan pocas células. Ademas, la obtencién de la muestra es
independiente de la edad del animal y del momento del ciclo estral y puede llevarse a
cabo aun en hembras muertas. El desarrollo de protocolos adecuados permitira

almacenar informacion genética de interés.

Hay una amplia divergencia sin que se haya podido establecer un protocolo Unico que
estandarice las Unidades Internacionales de FSH para las superovulaciones en estas

especies.

7.) Marco conceptual

Entre las técnicas de Reproduccién Asistida, la inseminacion artificial (IA) como la
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transferencia embrionaria (TE) son las mas difundidas, ya que favorece la seleccién y el
mejoramiento genético de las majadas a escala mundial, optimizando la produccién al

incorporar semen de calidad probada en las pruebas de progenie de los machos.

A pesar de que hoy se utilizan variantes de los protocolos de congelamiento originales, la
fertilidad y prolificidad son significativamente inferiores a las alcanzadas con semen fresco
o refrigerado. La introduccion de envases con disefio basado en la termodinamica de la
congelacién inicia el desarrollo de nuevas metodologias de conservacion que presuponen
un avance en esta materia. Sin embargo, las variaciones de temperatura reducen la
motilidad y causan dafios en la ultraestructura, bioquimica y funcionalidad espermatica,
especialmente por la labilidad de la membrana (cantidad de colesterol y razén colesterol /
fosfolipidos), lo que acota la inseminacion con semen congelado a no mas de cuatro
horas previas la ovulacién para obtener resultados aceptables introducido en el Gtero por

la técnica laparoscopica.

Dentro de las cuestiones inherentes al congelamiento de semen, 6évulos o embriones, la
valoracion de la calidad es de importancia fundamental. El control de proceso que se
realizan para la produccion debe complementarse con el control de producto, que se basa

en la valoracién en fresco, pos refrigerado y pos congelado-descongelado.

8.) Objetivos
8.1.) Objetivos generales

Aportar nuevos conocimientos tecnolégicos para la valoracién y conservacion de gametas
y embriones en las diferentes razas de las especies ovina y caprina, que permita su
transferencia a la industria, asi como el desarrollo del conocimiento relacionado a las
gametas y transferencias embrionarias de especies silvestres, de interés productivo, o en
riesgo.

8.2.) Objetivos especificos
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Comparar diferentes técnicas de valoracion de la viabilidad espermatica e integridad
estructural y funcional de la membrana empleadas en el protocolo estandarizado a los
fines de establecer criterios de seleccion en la utilizacion rutinaria de las mismas en los
centros de inseminacion.

Analizar nuevas curvas de enfriamiento y congelacién en la preservacion de semen ovino
y caprino, a fin de optimizar la produccién de dosis para inseminar.

Desarrollar un protocolo de vitrificacion de ovocitos y de embriones obtenidos in vivo.

Disefar protocolos de superovulacion y probarlos en las diferentes razas ovinas y
caprinas.

Evaluar cudl podria ser el mejor protocolo de transferencia embrionaria para cada raza
ovina y caprina de interés para la industria lechera y carnicera.

Que los estudiantes adquieran la habilidad para manipular ovocitos/ embriones y
conozcan el trabajo en un laboratorio de biotecnologia veterinaria.

9.) Hipodtesis

Métodos eficientes de obtencion, refrigeracion y criopreservacion de gametas y embriones
permitiran el intercambio de alta genética, mejorando la calidad de las majadas ovinas y
caprinas comerciales.

10.) Metodologia

Se establecera un protocolo de valoracion general de las muestras de semen con pruebas
de control de calidad espermatica:

Determinacion de la concentracion espermatica mediante recuento en camara de
Neubauer y sistemas computarizados (CASA).

Movilidad progresiva mediante la evaluacion subjetiva en microscopio de contraste de
fase con platina térmica y sistema computarizado (CASA).

Determinacion del porcentaje de espermatozoides vivos mediante coloracién vital con
Eosina/Nigrosina y por fluorocromia.

Determinacion de la funcionalidad de membrana utilizando el test de endésmosis (HOST).
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Determinacion de la integridad acrosomica empleando microscopia de contraste de fases
y tinciones épticas y fluorocromicas.

Determinacion de la morfologia espermatica: Se empleara la coloracion de Rosa de
Bengala.

En todos los casos se evaluara un total de 200 espermatozoides por muestra, se calculara
el porcentaje de espermatozoides normales y anormales de cada muestra, clasificando
las anormalidades encontradas. Se determinaran aquellas de mayor prevalencia a través
del analisis estadistico descriptivo de un niumero representativo de muestras (n = 45).

Andlisis de nuevos diluyentes para semen ovino y caprinos: Se analizara su eficiencia
entre productos similares.

Obtencion de semen ovino y caprino: Se utilizardn machos seleccionados puros y cruzas
a los que se les extraerd semen por la técnica de vagina artificial o electro-eyaculacién.

Valoracién de la calidad seminal: Se valoraran las caracteristicas fisicas (color, aspecto,
olor, pH y presencia de cuerpos extrafios, en eyaculados frescos) y grado de aglutinacion.
Las pruebas rutinarias de control de calidad espermética a realizar, asi como las técnicas
para la valoracion de la morfologia del espermatozoide serdn similares a las descritas
para el bovino, adaptandoselas a estas especies.

Curvas de enfriamiento: Se utilizard una heladera programable. Se disefiaran diferentes
sistemas de enfriamiento. Se estudiaran diversas curvas (exponencial simple o multiple
con distintas temperaturas y tiempos de equilibramiento.

Obtencién del ovocitos ovinos y caprinos, pruebas de toxicidad y vitrificacion: Se utilizaran
ovarios de ovinos y caprinos sacrificados para consumo. Se tomaran muestras, que se
emplearan para control y para las pruebas de toxicidad y vitrificacion. Se comparara el
efecto de etilenglicol y dimetilsulféxido como agentes crioprotectores (ACPs) permeables
utilizados solos a una concentracién de 50 % o la combinacion de ambos (50 %+50% de
la dosis total recomendada en pureza). En todos los casos se evaluara la toxicidad (se
enfrentaran las muestras a las soluciones sin llevarlas a nitrégeno liquido) y la respuesta a
la vitrificacién en ausencia o en presencia de sacarosa (0,25 M). Una vez encontrada la
mejor combinacion de ACPs, se analizard dicha combinacién en presencia de
concentraciones crecientes de sacarosa (0,25M; 0,5M; 0,75M).

Evaluacion de la integridad de los foliculos: Los controles, las muestras sometidas a la
prueba de toxicidad y las descongeladas seran fijadas en solucién de Bouin para su
posterior evaluacion histologica. Dicha evaluacion se realizard mediante microscopia
Optica, luego de tefiir las muestras con Hematoxilina-Eosina. Se consideraran anormales
aquellos foliculos que presenten ovocitos degenerados, con nicleo condensado o
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picnético, citoplasma vacuolado, sin membrana nuclear y/o células de la granulosa
hinchadas o ausentes.

Comparacion de los métodos de valoracion y conservacion de semen de animales de
abasto con otras especies de interés: Se realizaran los andlisis dimensionales necesarios
para encontrar posibles correlaciones en los métodos de conservacion y parametros de
valoracion utilizados. Se tomaréa en cuenta también el efecto de la posible estacionalidad
reproductiva de los animales en cuestion, la respuesta a los métodos de extraccion pre y
post mortem, etcétera.

Obtencién del ovocitos ovinos y caprinos, a partir de ovarios de ovinos y caprinos
sacrificados para consumo. Se seleccionaran segun la morfologia utilizando un
microscopio estereoscopico. Se clasificaran en diferentes grupos y solo los de las mejores
caracteristicas seran vitrificados. Posteriormente seran desvitrificados y colocados en
estufaa 38 °Cy a 5 % de CO;, hasta completar las 27 horas de maduracion in vitro.

Luego de la superovulaciéon e inseminacién (IATF) se realizara la obtencion de embriones.
Para ello se inyectard un medio liquido (PBS-PVA filtrado estéril) para lavar y arrastras los
embriones a través de los cuernos uterinos (flushing). Se utilizar4 un medio base (TCM
1999 o PBS (Solucién Buffer Fosfato), con un 2 % de suero fetal bovino, ovino o caprino
inactivado. En ovejas, la colecta embrionaria se realiza en los dias 5to o 6to posservicio.
Debido a que el desarrollo embrionario inicial en caprinos presenta un retraso de 12 a 24
horas, la colecta de embriones se realiza en los dias 5to 0 6to posservicio. Posteriormente
los embriones obtenidos seran mantenidos en un medio de cultivo con 2 % de suero fetal
bovino, ovino o caprino inactivado en estufa a 38 °C y a 5 % de CO; hasta la vitrificacion o
congelado. Luego de la desvitrificacion/descongelacion se evaluaran parametros
morfolégicos y morfométricos, de viabilidad y finalmente seran transferidos a hembras
receptoras para evaluar la capacidad de desarrollo. Se realizaran diferentes protocolos
de vitrificacién y un control sin vitrificar para seleccionar el protocolo con mejores
resultados.

Analisis estadistico: En general se utilizaran elementos de teoria estadistica de pequefias
muestras (N<30). Se utilizaré estadistica descriptiva en todos los casos. Se usara
ademas estadistica no paramétrica en los casos en que sea requerida. Se utilizara
analisis de varianza (ANOVA), en orden de establecer si las varianzas de las muestras
son homogéneas, y para determinar las posibles diferencias entre tratamientos. En los
casos en que se obtenga diferencias significativas entre tratamientos y se puedan
normalizar las variables, se utilizara el test de Tukey (HSD, P<0.05) para comparaciones
multiples. Cuando corresponda se hara “verificacion de hipétesis”.
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11.) Cronograma

Meses

Relevamiento bibliografico y X X X X X X X X X X X X
sistematizacion.

Reformulacién de criterios analiticos en X X X X X X X X X X
funcion del aporte bibliografico y
constitucion del primer corpus de analisis.
Redaccion de trabajos a partir de
ordenamientos teméticos

Andlisis del Corpus

Lectura y discusion de los trabajos X X X X X X
realizados. Elaboracion del informe.

12.) Resultados Esperados

Lograr desarrollar un modelo de valoracion para semen ovino y caprino fresco, refrigerado
y congelado que incorpora diferentes pruebas de laboratorio, adaptando su uso de acuerdo
a la durabilidad de las dosis.

Jerarquizar algunos de los diferentes diluyentes comerciales en la proteccion in vitro de
muestras seminales, y su efecto en la durabilidad del semen refrigerado como en la
congelacion profunda que cumplan con pautas de practicidad, econémicos y faciles de
conseguir.

Desarrollar diferentes curvas controladas para los procesos de enfriamiento,
congelamiento, descongelamiento en equipos computarizados, permitiendo el disefio de
nuevas curvas de descenso térmico adaptables a los diferentes reproductores.

Realizar aportar conocimiento de la morfologia, comportamiento biolégico de las gametas
y embriones sometidos de distintos procesos de conservacion en las diferentes razas
ovinas y caprinas.

Lograr nuevos protocolos de valoracion de la calidad de embriones para transferir en ovinos
y caprinos.
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Adaptar a las diferentes razas los protocolos de superovulacion, los de sincronizacion y de
transferencia embrionaria ya existentes.

12.1.) Aportes cientificos

Libros:

Conferencias Cientificas:

12.2.) Vinculacion y Transferencia’

12.3.) Mediacion del conocimiento

Cursos de Capacitacion:

Conferencias:

13.) Investigadores:

13.1.) Seniors

Apellido y Nombre: Tello, Fernanda
Grado Académico: Profesor titular de UCES
Principal actividad laboral:

Dedicacion al proyecto: simple

" Indicar el nombre de la entidad destinataria de la transferencia y el tipo de relacion formal que habria que
tramitar para concretar el vinculo
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Apellido y Nombre: Ferrante, Alejandro
Grado Académico: Profesor Adjunto de UCES
Principal actividad laboral:

Dedicacion al proyecto:

Apellido y Nombre: Bernasconi, Gustavo
Grado Académico: Profesor Titular de UCES
Principal actividad laboral:

Dedicacion al proyecto:

Apellido y Nombre: César Fernandez Magan
Grado Académico: Profesor Titular de UCES
Principal actividad laboral:

Dedicacion al proyecto:

Apellido y Nombre: Miralles, Mariana
Grado Académico: Profesor Adjunto de UCES
Principal actividad laboral:

Dedicacion al proyecto:

13.2.) Juniors
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13.3.) Alumnos asistentes de Investigacion.

Apellido y Nombre: Agustin Tantucci

Breve descripcion de las tareas que se asigharan: participar de las actividades de
investigacion que se realizan sobre gametas y embriones y su conservacion y
transferencia en el laboratorio de Veterinaria de la UCES, sede Cariuelas

Apellido y Nombre: Rocié Ferrari

Breve descripcién de las tareas que se asignaran: participar de las actividades de
investigacion que se realizan sobre gametas y embriones y su conservacion y
transferencia en el laboratorio de Veterinaria de la UCES, sede Cariuelas
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