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Resumen

El objetivo del presente estudio fue evaluar las concentraciones séricas de P4 al momento del retiro del
dispositivo intravaginal (DIV), momento de deteccion de estro (DE), Inseminacion a Tiempo Fijo (IATF) y
al dia 7 pos IATF, en ovejas. La Granja Huayrapungo ubicada en la parroquia Malchingui, con una altitud de
2600 a 2800 m.s.n.m; temperatura de entre 7 y 17 °C, cuenta con ovejas multiparas en produccion, de razas
(Merino x Suffolk) f1, con estado corporal (2.5 / 5), <90 dias abiertos, y una edad de 2 a 4 afios. Divididos
en dos tratamientos, (T1= 400 Ul PMCG — 10 ovejas), y (T2= 500 Ul PMCG - 10 ovejas). Un protocolo
convencional, en el cual, al Dia 0, CDR, 60mg P4 (Zoetis), al Dia 10 se aplicé T1=400 Ul; y T2=500 Ul de
PMCG i.m. (NOVORMON - PMCG ® 5000, Zoetis), mas 250 ug de Cloprostenol (PGF., Ciclase DL,
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Zoetis), al Dia 12 se retird el DIV, al dia 13 DC, al dia 14 IATF con el método de laparoscopia. Al dia 35 se
confirmo prefiez mediante ultrasonografia. No se evidencia diferencia significativa sobre la tasa de prefiez
entre tratamientos (60%) (P=0,073), similar en las concentraciones séricas de P4 al momento del retiro del
DIV, DCy IATF (P=0,49). No siendo asi, el dia 7 pos IATF, (P=0,020*). Sin embargo, las concentraciones
séricas de P4, no difirieron en el estado reproductivo (vacias o prefiadas) de las ovejas.

Palabras clave: Ovejas, multiparas; IATF; fase folicular; fase luteal

Abstract

The present study aimed to evaluate serum concentrations of P4 at the time of removal of the intravaginal
device (DIV), time of detection of estrus (CD), Fixed Time Insemination (FTAI), and at day 7 post-FTAlI, in
sheep. The Huayrapungo Farm located in the parish of Malchingui, with an altitude of 2600 to 2800 m.s.n.m;
temperature between 7 and 17 OC, has multiparas sheep in production, breeds (Merino x Suffolk) f1, with
body condition (2.5 / 5), 90 days open, and an age of 2 to 4 years. Divided into two treatments, (T1= 400 IU
PMCG - 10 sheep), and (T2= 500 IU PMCG - 10 sheep). In a conventional protocol, in which, at day 0, CDR,
60mg P4 (Zoetis) was applied at day 10 was applied T1=400 IU; and T2=500 IU of PMCG i.m.
(NOVORMON - PMCG 5000, Zoetis), plus 250 ug of Cloprostenol (PG2«, Ciclase DL, Zoetis), at day 12
DIV, day 13 AD, and day 14 IATF with laparoscopy method. At day 35 pregnancy was confirmed by
ultrasonography. There was no significant difference in the pregnancy rate between treatments (60%)
(P=0.073), similar in serum P4 concentrations at the time of DIV, DC, and IATF withdrawal (P=0.49). Not
so, the day 7 post IATF, (P=0.020*). However, serum concentrations of P4 did not differ in the sheep's
reproductive state (not pregnant or pregnant).

Keywords: Sheep; multiparous; FTAI; follicular phase; luteal phase
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Introduccion

La produccion ovina en Ecuador representa una importante actividad pecuaria como sustento de pequefios y
medianos productores, colaborando a mantener un equilibrio entre los aspectos econémico, ecolégico y social
(ANCO, 2015). Sin embargo, los cambios actuales ocurridos en el sector agropecuario demandan la
utilizacion de herramientas tecnoldgicas que permitan eficientizar los sistemas de produccién (lbarra, 2017).

En laactualidad la explotacion intensiva de ovinos necesita de la aplicacion de técnicas relacionadas al manejo
reproductivo, como es la inseminacion artificial y protocolos hormonales de inseminacion a tiempo fijo
(IATF), a fin de agrupar los partos y obtener lotes homogéneos de corderos, para organizar su atencion y
manejo futuro del rebafio. La inseminacién artificial que en los Ultimos afios ha permitido disminuir este
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riesgo, ademas de incrementar la calidad genética de los animales y organizar el aspecto reproductivo y
productivo con excelentes resultados (Silva, 2017). Arroyo (2011), describe claramente las dos fases del ciclo
estral, la fase lutea inicia del dia dos al dia 13, y la fase folicular del dia 14 al dia uno, que representa el dia
cero (0) el dia de presentacion de la oveja el celo. El ciclo estral dura de 16 a 18 dias y es mas corto en corderos
que en ovejas adultas, 16,8 y 17,2 dias respectivamente (Arroyo, 2011).

Los métodos de control artificial del ciclo estral estdn basados principalmente en los conocimientos sobre los
mecanismos de accion hormonal del ciclo estral, y para ello, se han desarrollado eficientes andlogos de las
hormonas con acciones bioldgicas mas potentes que las naturales. En ovinos, el desarrollo de estos métodos
ha permitido la manipulacion eficiente del celo y ovulacion, para determinar el tiempo Optimo de la
inseminacién artificial, empadre y paricion permitiendo establecer un programa apropiado de mejoramiento
genético (Yupanqui, 2019).

Con estos antecedentes, se planted en esta investigacion la sincronizacién de celo en ovinos utilizando un
protocolo de IATF y dos tratamientos con diferentes dosis de eCG-PMCG, con la finalidad de evaluar las
concentraciones sericas de P4 en los diferentes momentos del ciclo estral, asi como también, la tasa de prefiez.

Materiales y métodos

El trabajo de investigacion se realiz6 en la Unidad de Produccion Huayrapungo Corderos, de la parroquia
Malchingui, cantén Pedro Moncayo, provincia de Pichincha, la misma que tiene una extension de 1 Ha.
dedicada a la produccion ovina. A partir del afio 2018 se adopta la produccion de ovinos como un
complemento a diferentes sistemas de produccidn, tanto agricolas como pecuarias, en combinacién con otras
especies (GADMPM, 2018).

Condiciones meteoroldgicas:

De acuerdo al GADMPM, (2028), Malchingui se ubica en la Cordillera de los Andes, se encuentra a una
altitud que va desde 1800 a 4600 m.s.n.m. con una temperatura que oscila de entre 7 y 17 °C, en las
coordenadas de latitud 0° 0” 38,40912”” N y longitud 78° 20’ 22,60428”” W.

Disefio del experimento:

Para este experimento se utilizaron Ovejas f1 (Merino x Suffolk) multiparas, de una edad de 4 — 5 afios, con
una condicion corporal de 2,5/5, un peso >50 kg, y 90 dias abiertos. Se plante6 un protocolo de sincronizacion
dividido en dos Tratamientos (T), cada tratamiento se conformo de un total de 10 ovejas, al igual que la unidad
experimental, a los que se evalud niveles séricos de progesterona al momento del retiro del dispositivo
intravaginal (DIV), deteccion de celo (DE), inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF) y al dia 7 pos IATF.

Tratamientos (T)

Para el ensayo se tuvo en cuenta dos tratamientos (T1= 400 Ul PMCG — 10 ovejas), y (T2= 500 Ul PMCG —
10 ovejas), un protocolo convencional; en el Dia 0, CDR, 60mg P4 (Zoetis, Ecuador), al dia 10 se aplico
T1=400 Ul; y T2=500 Ul de PMCG i.m. (NOVORMON - PMCG ® 5000, Zoetis, Ecuador), mas 250 ug de
Cloprostenol (PGF.,, Ciclase DL, Zoetis, Ecuador), al dia 12 se retir6 el DIV, al dia 13 se observo la presencia
de estro, al dia 14 IATF con el método de laparoscopia y semen congelado. Al dia 35 se confirmé prefiez
mediante ultrasonografia (Minitube Vet).
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Figura 1. Protocolo convencional de IATF de 14 dias (Protocolo largo), dividido en dos tratamientos (T1= 400 Ul
PMCG - 10 ovejas), y (T2= 500 Ul PMCG — 10 ovejas)

Variables experimentales
En la investigacion se evaluaron las siguientes variables:
Porcentaje de prefiez

Para la obtencion de esta variable, se lo realizd6 mediante ultrasonografia al dia 35 pos IATF, identicando
prefiez (1) y vacia (0).
Niveles de progesterona (ng/mL)

Esta variable se subdivide en cuatro momentos y se analizaron mediante resultados de laboratorio (ng/mL):
al retiro del DIV, DE, IATF y 7 dias pos IATF.

Para el desarrollo de este trabajo se utilizé la metodologia de investigacién cuantitativa - explicativa, con el
objetivo de examinar de manera detallada las variaciones de las concentraciones de P4 en los diferentes
momentos de del ciclo estral de los ovinos, siendo estos: retiro (DIV), (DE), IATF y al dia 7 pos IATF
(Salinas, 2010).

Factores de estudio

Las ovejas escogidas para constituir parte de la poblacion a estudiarse, cumplieron con las caracteristicas
mencionadas anteriormente, de tal forma que la muestra de los animales de la poblacion tenga la misma
posibilidad de ser elegidas.

e T1(CDR + 400Ul PMSG) = 10 ovinos.
e T2 (CDR + 500Ul PMSG) = 10 ovinos.

Se utilizé la técnica de muestreo aleatorio simple, que se fundamenta en una técnica para elegir al azar
individuos de una poblacion hasta lograr el tamafio de la muestra requerida (Otzen y Manterola, 2017).
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Deteccion de celo

Se utiliz6 un macho como recelador y detector de celo, con arnés y un saco colocado en el vientre para evitar
el coito. De esta manera se registro el orden de presencia de celo, la misma que se utilizo para realizar la 1A
laparoscépica ordenada (Cueto et al., 2016).

Toma de muestra de sangre

La obtencidon de muestras de sangre para el analisis de concentracion sérica de P4 en ovejas, se colecto al
memento del retiro del DIV, DE, IATF y al dia 7 pos IATF, distribuido: T1 (CDR + 400Ul PMSG) = 40
muestras y T2 (CDR + 400Ul PMSG) = 40 muestras. Esta toma se lo realiz6 en la vena yugular, extrayendo
10 ml de sangre, y se transfirio la sangre de la jeringa a los tubos de recoleccion de forma lenta para que la
muestra no se hemolise (PANAFTOSA - OPS/OMS, 2017).

Obtenidas las muestras con tubos rotulados sin anticoagulante, se guard6 en la hielera cooler y se envié la
muestra al laboratorio en un lapso maximo de 24 horas conservadas a 4°C (de Castro et al., 2004).

Anélisis de muestras de sangre

Las muestras fueron centrifugadas a 3000 rpm durante 20 minutos para separar el suero, el mismo que, fué
evaluado individualmente por duplicado mediante Kits de progesterona (iChroma™Progesterona CFPC - 21—
Korea).

Se utilizo la técnica de Inmunoensayo de Fluorescencia (FIA) para la determinacion cuantitativa de P4 en
suero. En este método, el analito en la muestra se une al anticuerpo de deteccion marcado con fluorescencia
(FL) en el buffer de deteccidn, para formar el complejo como mezcla de muestra. Este complejo se carga para
migrar a la matriz de nitrocelulosa, donde el par covalente de P4 y la albimina de suero bovino (BSA) estan
inmovilizadas e interfiere con la unién del analito y el anticuerpo marcado con fluorescencia (FL). Si existen
mas analitos en la muestra, se acumulan menos anticuerpos de deteccion, lo que resulta en menos sefial de
fluorescencia (Abraham et al., 1972).

En la sensibilidad la concentracion minima de progesterona detectable que puede distinguirse en un rango de
trabajo: (0,127 a 127,2 nmol /L y 0,4-40 ng / mL con un limite de confianza del 99%. El coeficiente de
variacion (CV) intra-ensayo fue de: bajo (5,2%) y alto (6,2%) (iChroma™Progesterona CFPC - 21— Korea).

Deteccion de prefiez

El diagnostico de gestacion puede realizarse de manera temprana con el uso de ultrasonografia transrectal a
los 35 dias, siendo de gran utilidad para identificar de manera temprana que una hembra servida no ha
resultado gestante y someterla a un nuevo protocolo de sincronizacion de celo, con esto reducimos el nimero
de dias abiertos y evitamos la aplicacion de hormonas que pueden ocasionar abortos en hembras prefiadas
(Alvarez et al., 2009; Gutierrez y Baez, 2014).

Analisis estadistico:

Se realiz6 inicialmente una prueba de normalidad de los datos obtenidos para cada variable de estudio para
posteriormente someterlas a pruebas paramétricas o no paramétricas segun sea el caso (Dagnino, 2014). Los
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datos se analizaron mediante un Modelo Lineal Generalizado Mixto, utilizando tratamiento y progesterona
como variable continua y prefiez como variable discreta (InfoStat, 2022).

Resultados y discusion
Porcentaje de prefiez:

No se evidencid diferencias estadisticas utilizando este protocolo convencional de 14 dias, dividido en dos
tratamientos con diferentes dosis de PMCG, (Tabla 1), T1 y T2 (60%) (P=0,074). Ungerfeld y Rubianes
(2002), y Simonetti et al. (2000), mencionan que los tratamientos cortos (entre 6 a 7 dias) como los
tratamientos largos (entre 15 a 16 dias) son efectivos en la induccién de celo, ya sea en estacion reproductiva
o fuera de ella. Estos resultados son similares a los hallados por Menchaca et al. (2013), en la compilacion de
resultados de varios trabajos de investigacion concluyen que tanto los protocolos largos como los cortos
suelen dar los mismos resultados a los encontrados en este experimento.

Los resultados del diagnéstico de prefiez mediante ecografia transrectal a los 35 dias pos IATF, fueron para
el T1y T2, 60% (6/10). Similares a los resultados reportados por Farfan et al. (2009), mediante diagnéstico
ecografico realizados a los 45 dias pos-IATF (81,25% y 87,50%), y por no retorno a los 90 dias pos- IATF
(81,25% y 86,67%). En tanto que Espinoza et al. (2020), reportaron porcentajes de prefiez del 93,3% (14/15),
60,0% (6/10) y 66,7% (8/12) con protocolos de sincronizacion largo.

Magno (2015), obtuvo porcentajes de prefiez con diferentes dosis de eCG; 300Ul =42,1% (8/19) y 600Ul =
61,1% (11/18), menores a los obtenidos en este experimento. Por otro lado, Menchaca et al. (2013),
propusieron los tratamientos cortos de 5 a 7 dias empleando 200-400 Ul de eCG para inducir la ovulacién,
ademaés de PGF2a al retirar el dispositivo para eliminar al cuerpo luteo, obteniendo tasas de prefiez cercana
al 50% con IATF con semen fresco. Dichos autores consideran la importancia de evitar que los foliculos
preovulatorios se expongan a niveles bajos de progesterona por periodos prolongados, cosa que ocurre en el
periodo largo, toda vez que la presencia de un foliculo persistente con alta secrecion de estradiol puede alterar
el ambiente folicular, uterino/ oviductual y el transporte espermatico (Johnson et al., 1996 y Vifioles et al.,
2001).

Tabla 1. Tasa de prefiez de ovejas sometidasa T1y T2

Tratamientos N“”.’em de Porcen’Eaje de Probabilidad
Animales Prenez
T1 10 60%? 0,074
T2 10 60%° 0,074

Nota: Letras similares no presentan diferencias significativas, Chi cal (P=0,074).

Concentraciones séricas de P4 al retiro del DIV, DCy IATF:

Los valores de progesterona sérica evaluados al dia del retiro del DIV, DE y IATF en los diferentes
tratamientos (Tabla 2), no manifiestan diferencias estadisticas, pudiendo deberse a la administracion de eCG
- PMCG en la etapa de pre ovulacion de los animales en estudio. Ademas, los perfiles de P4 son similares
durante los primeros 12 dias para el ciclo regular de la hembra ovina y no se presentan diferencias
significativas (P>0,05) (Alvarado et al., 2021).
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Al comparar las concentraciones de P4 durante las fases del ciclo estral (al retiro del DIV, DE y IATF), se
presentd un comportamiento tipico al reportado durante el ciclo regular, con variaciones a partir de la fase
lutea tardia. Se observa mayor variabilidad durante el proestro y metaestro, enfatizando con resultados
encontrados en la investigacion (DeNicolo et al., 2009).

Alvarado et al. (2022) mencionan que, entre el dia 4 y 12 del ciclo estral, las concentraciones de P4 fueron en
promedio superiores a 2 ng/ml, Los resultados evidencian un comportamiento de incremento entre los dias
del retiro del DIV al dia 12, DE al dia 13 y la IATF al dia 14, perteneciendo al ciclo estral, etapa del metaestro
o fase luteal temprana, manteniéndose en niveles altos y constantes entre los dias 10-12, con una
concentracion promedio de P4, que alcanza un maximo valor de 2,75+0,57 ng/mL; similares a los encontrados
en este estudio. No encontraron diferencias significativas en la concentracion de progesterona desde el dia 8
al 12, respectivamente (p>0,05) (Simonetti et al., 2007).

Tabla 2. Concentraciones séricas de P4 (ng/mL) en diferentes momentos del ciclo estral de ovejas (retiro del DIV,
DEyY IATF),enlos T1ly T2

. NUmero de Protocolos de sincronizacion . -
Variables animales T1 ) Estadistico Probabilidad

P4 retiro DIV 20 194 1,822 0,27 0,398

P4 DE 20 2,222 2,392 -0,31 0,383

P4 IATF 20 2,312 2,852 -1,34 0,107

Nota: Letras similares no presentan diferencias significativas (p>0,05).

Concentraciones séricas de P4 al dia 7 pos IATF:

Las concentraciones séricas de progesterona del dia 7 pos IATF fueron de 5,09 ng/mL para el T1, mientras
que para el T2 se obtuvo 8,42 ng/mL, existiendo una clara diferencia significativa entre tratamientos (Tabla
3). Ya que los perfiles de P4 durante la fase lGtea son similares en concentracion y duracion segun lo
referenciado por DeNicolo et al. (2009), permitiendo la supervivencia embrionaria.

Por otro lado, las hembras sincronizadas presentaron un leve aumento en las concentraciones de P4 después
de la retirada del dispositivo y de la aplicacion de la eCG, hecho que puede atrasar el inicio de la liberacion
de las gonadotrofinas enddgenas en las que recibieron una dosis menor de eCG. De esta manera, las
concentraciones continuaron aumentando progresivamente desde el quinto dia pos IATF (3,43+0,33 ng/mL)
al noveno dia pos IATF (4,91+0,33 ng/mL), similar comportamiento registrado en este trabajo, mostrando
una diferencia estadistica significativa (P<0,001) (Uribe et al., 2007).

O'Connell et al. (2013), mostraron que los dias 6-8 pos IATF es cuando se da la concepcion y 12-14 pos IATF
la implantacién, etapas que comprenden periodos criticos para la supervivencia embrionaria, donde existe alta
relacion de la actividad del cuerpo lateo — P4, con el establecimiento o no de la prefiez, considerandose que
la fisiologia durante este periodo es multifactorial y compleja, pues la sefial antiluteolitica es generada por el
embrion en las células mononucleadas del trofoblasto, las cuales secretan interferon tau (IFN-t), para lograr
de esta manera el blogueo de la sintesis de PGF2a producida a nivel endometrial, lo que impide la luteolisis,
que garantiza la permanencia del cuerpo Iuteo (Costine et al., 2007).
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Tabla 3. Concentracién sérica de P4 al dia 7 pos IATF
Variables Nun_1ero de Protocolos de Sincronizacién Estadistico Probabilidad
Animales T1 T2
P4 Dia 7 20 5,092 8,42° -2,81 0,010

Nota: Letras diferentes, presentan diferencias significativas (p<0,02).

Concentraciones de P4 en ovejas prefiadas y vacias en las diferentes etapas del ciclo estral:

Como observamos en la Figura 2, las concentraciones séricas de P4, no difirieron en el estado reproductivo
de las ovejas (vacias o prefiadas), y mucho menos en los diferentes momentos del ciclo estral (p>0,35).

Adicionalmente, los autores DeNicolo et al., (2009) sustentan que durante los dias 12 y 20 pos IATF, las
ovejas prefiadas en esta fase y en condiciones climéticas favorable suelen tener concentraciones de P4 mas
altas que aquellas ovejas prefiadas en condiciones climéaticas desfavorables, asi como también la época del
afio afecta los perfiles de progesterona.

Las concentraciones elevadas de P4 indican una funcién luteal adecuada, infiriendo que existe un volumen
apropiado del cuerpo lateo CL y mayor tejido luteal capaz de adecuar un mejor ambiente embrio- tréfico
necesario para que el conceptus se desarrolle, con lo cual enviara sefiales para el reconocimiento materno
infantil reflejando mayores porcentajes de prefiez (Gonzales et al., 2012).

Al comparar los perfiles de P4 durante las fases del ciclo estral en la prefiez temprana, y ovejas vacias, se
presentd un comportamiento tipico al reportado durante el ciclo regular, con variaciones a partir de la fase
lutea tardia. Los perfiles empiezan a incrementarse gradualmente desde la fase lGtea temprana (dia 3 pos-
servicio) y son altos hacia el dia 12 en la fase lUtea tardia, manteniéndose altos y constantes durante el dia 24
al 30 pos-servicio para la hembra que mantiene la prefiez. Los perfiles de P4 durante la fase Iutea son similares
en concentracion y duracion comparado con lo reportado por Costine et al. (2007), permitiendo la
supervivencia embrionaria. Se observa mayor variabilidad durante el proestro y metaestro (1-12 dias); sin
presentar diferencias estadisticas (DeNicolo et al., 2009).

N WA OO N

N

Retiro DIV Celo IATF Dia 7
—-Prefiada -—-Vacia

Figura 2. Concentracion sérica de P4 (medias + EP) en ovinas prefiadas vs vacias desde el retito del DIV, DE, IATF
y dia 7 pos IATF (p>0,35).
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Mellisho et al. (2006) y Al-Gubory et al. (1999), demostraron que el CL es necesario para mantener la prefiez
durante los primeros 60 dias como fuente necesaria de progesterona. Sin embargo, en la Figura 2 se observa
la importancia de la progesterona como modulador directo o indirecto del mecanismo lute6ltico (O'Connell
et al., 2013).

Conclusiones

Las concentraciones de P4 en los diferentes momentos del ciclo estral a partir del retiro del DIV, DE y IATF,
no se vieron afectados por las diferentes dosis de PMCG, manteniendo un promedio superior a 2 ng/mL, sin
repercutir sobre la tasa de prefiez en hembras ovinas.

Las concentraciones circulantes de P4 pos IATF, se elevaron al inicio de la fase luteal, con un incremento
progresivo pos ovulacion, a partir del dia uno hasta alcanzar la concentracion media de P4 al dia 7 de (6,9
ng/mL), permitiendo la supervivencia embrionaria.
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