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RESUMEN

Se evaluo el efecto de la progesterona de corta y larga accion en el metaestro ovino
temprano, sobre el tamafio y nimero de cuerpos lateos (CL), progesterona, cortisol y
namero de embriones al dia 13 post servicio. El estudio se realizd en la granja Irquis
de la Universidad de Cuenca con 21 ovejas Correidale, sometidas a sincronizacion del
celo con una esponja vaginal de P4 y estimulacion ovéarica usando gonadotropina
coridnica equina (Folligon ®) y hormona foliculo estimulante (Folltropin ®). Luego del
celo las ovejas fueron inseminadas (lIA) y distribuidas aleatoriamente en tres grupos:
(T1; n=7) control; (T2; n=7) 6 mg de P4 (Progestar ®) los dias 2, 3y 4 post-IA, y (T3;
n=7) 18 mg de P4 de accion prolongada (Progesterona MAD-4 ®) el dia 2 post IA. Se
evalué P4 y cortisol (ng/g) en heces los dias 2, 3, 4 y 5 post-lIA. El tamafio (mm),
namero de CL y embriones se determiné por cirugia abdominal los dias 7y 13, y se
midio P4 (ng/ml) sérica el dia 13. Se uso un disefio de bloques al azar para el andlisis
de los datos. No hubo diferencias estadisticas entre tratamientos en ninguna de las
variables estudiadas. Tampoco se lograron recuperar embriones. En conclusion, la P4
de cortay larga accién aplicada en el metaestro temprano no afecto el tamafio, nUmero

de CL, P4 sérica; tampoco afecto la concentracion de P4 ni de cortisol en heces.
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OVEJAS, PROGESTERONA, METAESTRO, CUERPO LUTEO, EMBRIONES,
CORTISOL
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ABSTRACT

The effect of short- and long-acting progesterone (P4) in early ovine metaestrous upon
the size and number of corpus luteum (CL), progesterone and cortisol concentration,
and number of embryos recovery at days 7 and 13 post-artificial insemination (Al) were
analyzed. The study was carried out in Irquis livestock farm owned by University of
Cuenca with 21 Correidale ewes, which were submitted to estrous synchronization with
P4 intravaginal devices and ovary stimulation with equine chorionic gonadotropin
(Folligon ®) and follicle-stimulating hormone (Folltropin ®). After estrus, ewes were
inseminated and randomized assigned to one of the following treatments: (T1; n=7)
control; (T2; n=7) 6 mg of P4 (Progestar ®) on days 2, 3y 4 post-IA, and (T3; n=7) 18
mg of long-acting P4 (Progesterone MAD-4 ®) on day 2 post-IA. Fecal P4 and cortisol
were also assessed on days 2, 3, 4 and 5 post-Al. The size and number of the CL and
embryos were performed by mid-ventral laparotomy on days 7 and 13; and also blood
samples for P4 concentration determination were collected on day 13. A randomized
block design was used to analysis of data. No statistics differences between treatments
were found. Also, no embryos were recovered in any experimental group. In
conclusion, the short- and long-acting P4 applied in early metaestrous did not affect
the size and number of CL, serum P4 concentration, also, did not affect the

concentration of P4 and cortisol in feces.
KEYWORDS:

SHEEP, PROGESTERONE, METAESTROUS, CORPUS LUTEUM, EMBRYO,
CORTISOL.
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ABREVIATURAS Y SIMBOLOGIA

ACTH: hormona adenocorticotropica

ADN: acido desoxirribonucleico

BSA: albumina sérica bovina

CEEP: células endometriales epiteliales
CEES: células endometriales estromales
CL: cuerpo luteo

CRH: hormona liberadora de corticotropina
eCG: gonadotrofina coridnica equina

FSH: hormona foliculo estimulante

GnRH: hormona liberadora de gonadotrofinas
HCG: hormona gonadotrofina coridnica humana
HHA: eje hipotadlamo — hipofisis — adrenales
HHG: eje hipotdlamo — hipdfisis — gonadas
IA: inseminacion artificial

IFN = t: interferon TAU

LH: hormona luteinizante

MAP: acetato de medroxiprogesterona
MIP: motilidad individual progresiva

MM: motilidad masal

ng/ml: nano gramos por mililitro

P4: progesterona

PGE-2: dinoprostona

PGFza: prostaglandina F 2 alpha

SO: superovulacion

Ul: unidades internacionales

VA: vagina artificial
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CAPITULO I: INTRODUCCION

En el Ecuador, la crianza y manejo de ovinos ha sido subdesarrollada, existiendo
actualmente poco interés productivo, reproductivo e investigativo (Chalan, 2007). En
nuestro pais, el nimero de cabezas de ganado ovino es de 792.498 (INEC, 2011). Sin
embargo, esta especie ha jugado y juega un rol fundamental en los sistemas de

produccién animal de muchos paises del mundo. (Ramirez & Robalino, 2012)

Considerando los aspectos reproductivos de esta especie se conoce que la tasa de
fecundacion es del 75%, y la tasa de prefiez corresponde al 85% (Gordon, 2010). Esta
diferencia entre fecundacion y gestacion esta constituida por la muerte embrionaria
antes de su implante, estimandose que entre un 25 — 40% de los embriones llegan a
morir en las 3 primeras semanas de prefiez a pesar de ser normales. (Gonzalez, 1991)

Las pérdidas embrionarias pueden ser precoces y tardias. Las primeras son aquellas
gue se presentan desde la concepcion hasta los 21 dias, y las segundas corresponden
a las ocurridas entre el dia 21 hasta 40 dias post-servicio. Existen varias causas que
provocan las pérdidas embrionarias dentro de las que se encuentran factores

genéticos, internos y ambientales. (Guaman, 2006)

En el aspecto genético se debe tomar muy en cuenta el defecto de los gametos ya
que debido a su temprana formacién en la vida embrionaria y el tiempo transcurrido
desde este momento hasta que eventualmente un foliculo pueda ovular, pueden pasar
desde 6-8 meses a varios afios. Durante este periodo, las gametas que se encuentran
en el ovario estan sometidas a diversos factores endégenos y exdgenos modificadores
del ADN nuclear como radiaciones, intoxicaciones, altas temperaturas externas e
internas, lo cual se va a traducir en gametas con defectos. Estas gametas pueden
llegar a ser fecundadas pero no proseguir su desarrollo y morir a los pocos dias post
fecundacion, esta causa de mortalidad embrionaria es una de las mas frecuentes.
(Guaman, 2006)

Mariana Gonzalez
Sofia Quezada
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Sin embargo, otra causa que contribuye con la mortalidad es la asincronia que existe
entre la capacidad del embrion para segregar interferon TAU. El embridn interfiere en
la secrecion de PGF y activa mecanismos como el que lleva a cabo la PGE2 que
protegen al CL de la accién luteolitica de la PGF2alfa, si este no logra alcanzar su
desarrollo apropiado antes que el utero secrete PGF2alfa, se provocara la
desaparicion del cuerpo lateo (luteolisis), y posteriormente el embrion muere por falta
de sostén progesterénico. (Rodriguez, 2001)

Considerando los factores que ocasionan la mortalidad embrionaria, se ha
demostrado que existen algunas alternativas que permitirian modificar esta situacion
de asincronia y asi poder disminuir la mortalidad embrionaria y mejorar la fertilidad
(Rodriguez, 2001). Dentro de las alternativas que se pueden utilizar con el fin de
disminuir la muerte embrionaria por asincronia entre el desarrollo del embrion y
secrecion de PGF por parte del Utero, el aumento de la progesterona (P4) en el

metaestro temprano puede ser una de ellas (Guamén, 2006).

En este momento existen niveles minimos de P4 porque el CL aun esta en formacion,
y la aplicacion exégena de P4 en este momento es capaz de producir modificaciones
en el endometrio que posibilitan la activaciéon de genes que induciran la sintesis de
componentes que liberados a la luz uterina, aumentan la velocidad de crecimiento de
los embriones. Lo que permitird que éstos lleguen entonces en forma adelantada a
producir el interferon TAU, contribuyendo con la inhibicién de PGF2alfa (Pope et al.,
1994).

Lo que se propone en esta investigacion, es administrar progesterona de manera
directa con el fin de determinar la accidén he incremento de los niveles P4 durante la
fase luteal temprana sobre el tamafio de los embriones en los dias 7 y 13 después de
la fecundacién mediante cirugia abdominal. Se ha usado la inyeccién durante tres
dias. La P4 de larga accion podria corregir esto y aseguraria niveles apropiados de
P4 durante 3 a 4 dias (Pope et al., 1994).

Por lo anteriormente expuesto, en la presente investigacion se plantearon los
siguientes objetivos.
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Objetivo General

Evaluar el efecto de la administracion de dos tipos de progesterona en el metaestro
temprano de ovejas sometidas a superovulacion, sobre el tamafio de los cuerpos

luteos y de los embriones en el dia 13 de vida.

Objetivos Especificos

Valorar los niveles de progesterona en sangre, el tamafio de los cuerpos luteos y
embriones en el dia 13, después de la fertilizacion en ovejas tratadas con

progesterona.

Valorar el estrés producido por 3 aplicaciones de P4 en relacion con la
administracion de una sola dosis de P4 de larga accién, siendo evaluado a través

de los niveles de cortisol y P4 en heces.

HIPOTESIS

La progesterona de larga accion, aplicada en el metaestro temprano afecta el
tamafio de los cuerpos luteos y embriones de 13 dias de vida.
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CAPITULO II: REVISION DE LITERATURA
2.1. Generalidades

La oveja doméstica (Ovis aries) es un mamifero ungulado rumiante que se origino del
muflon. Tienen un temperamento alerta, tranquilo y asustadizo, siendo manso si se
los cria desde recién nacidos. La vida util de los ovinos comienza desde sus primeros
dias de vida hasta los 8 o 9 afios, pudiendo llegar a vivir hasta los 20 afios. Estos
animales poseen instinto gregario, es decir viven en grandes agrupaciones con una
gran capacidad de adaptacién a los distintos ambientes en los que se encuentran. La
cria de ovinos se basa principalmente en la produccién de carne, lanay leche. (Lépez,
1996)

2.2. Fisiologiareproductiva de la oveja
2.2.1. Pubertad

Representa una fase dentro del desarrollo fisiologico, en el que el individuo alcanza
su madurez sexual y reproductiva. Durante esta etapa existe un mayor crecimiento y
desarrollo de las gonadas; siendo regulado por el sistema nervioso central
particularmente por el hipotalamo quien secreta gonadotrofinas que actian sobre las
gonadas (Padilla et al., 2006).

La pubertad se inicia con la primera ovulacion y termina una vez adquirida la ciclicidad
ovarica, y aquellos acontecimientos que suceden antes de lo mencionado se conoce
como periodo prepuberal el cual esta determinado por el genotipo y factores como el
fotoperiodo y la nutricion (Camacho et al., 2010). El desarrollo sexual se ve afectado
por factores genéticos, ambientales (estacion del afio) y su interaccion. A su vez

también existen variaciones entre razas, edad y peso (Buratovich, 2013).
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Existen diferencias en la edad en la que se alcanza la pubertad, relacionadas con la
época del afio en la que ocurren los nacimientos. Estos ocurren en la primavera, la
pubertad se alcanza a los 6 meses de edad con un peso aproximado de 21kg segun,
mientras que las nacidas en otofio ciclan a partir de los 9 meses asi hayan alcanzado

los 21kg de peso en ovejas Pelibuey. (Porras, Zarcos & Valencia, 2003)

2.2.2. Estacionalidad

La estacionalidad, es un mecanismo adaptativo llevado a cabo por algunas especies,
el cual tiene la finalidad de minimizar el efecto de ciertos factores ambientales como

la temperatura, humedad y alimento sobre la supervivencia de las crias (Arroyo, 2011).

El hecho de que los partos se produjeran en estaciones especificas, originé un patrén
reproductivo que se repetia anualmente (Porras, Zarcos & Valencia, 2003), y que se
encuentra divido en dos etapas fisioldgicas bien definidas. Una es la fase de anestro
gue ocurre durante los (dias largos) y se caracteriza por la ausencia de ciclos estrales
regulares, (Lépez et al., 1993). Durante este proceso la hip6fisis se encuentra inactiva
y secreta escasas gonadotropinas al torrente sanguineo, por lo que el crecimiento
folicular no es estimulado y la hembra no presenta celo ni ovula. (Galora, 2006)

La siguiente etapa es la receptividad sexual y ovulacién (dias cortos), caracterizada
por incremento de la actividad adenohipofisiaria, mayor secreciéon de gonadotropinas,

estimulo de crecimiento y maduracion folicular, estro y ovulacion (Galora, 2006)

Para que estos eventos puedan llevarse a cabo, debe existir la influencia del
fotoperiodo, puesto a que en ovejas su sistema neurofisiolégico es capaz de

transformar una sefial luminosa en una sefial hormonal (Arroyo, 2011).
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Figura 1. Regulacion de la estacionalidad reproductiva de las ovejas.

Fuente: Forcada, Abecia, Casao & Vasquez (2009)

2.2.3. Control fisiologico del fotoperiodo

El fotoperiodo es un factor fisico que regula la actividad reproductiva de los animales
determinando asi el tiempo 6ptimo para su reproduccion (Porras, Zarcos & Valencia,
2003)

Los impulsos luminosos son captados por la retina y transportados por el tracto retino
hipotalamico hasta la glandula pineal (Chemineau, 2004). La oveja traduce el estimulo
de luz a través de la hormona melatonina, secretada por la glandula pineal durante la
noche (Forcada et al., 2009).

La melatonina activa al sistema neuroendocrino y el hipotdlamo aumenta la
produccion de hormona liberadora de gonadotropinas, estimulando asi la hipofisis
anterior que secreta las hormonas FSH y LH, particularmente esta Gltima quien cumple
un rol fundamental en la ovulacion y la luteinizacion posterior de los foliculos ovulados.

Una vez formados las células luteinicas, producen grandes cantidades de
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progesterona (P4) que a su vez ejercen un efecto de retroalimentacion negativa sobre
la hormona LH. (Galora, 2006)
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Figura 2. Efecto del fotoperiodo en el ciclo estral

Fuente: Ledezma & Gallegos (2006)

2.2.4. Control hormonal del ciclo estral

El proceso reproductivo es similar en todos los animales, con ligeras diferencias.
(Ptaszynska, 2007). La reproduccion es regulada por un mecanismo neurohumoral
sincronizado, iniciando con cambios quimicos, e influenciado variables fisiologicas,

psicoldgicas y ambientales. (Prieto & Velasquez, 2002).

Fisiologicamente, actian las hormonas gonadotrépicas que van a permitir tanto el
desarrollo de las células sexuales, como la aparicion de las conductas necesarias

para llevar a cabo el apareamiento (Prieto & Velasquez, 2002).

El sistema nervioso central recibe informacion externay la lleva a las gonadas a traves
del eje hipotalamo — hipdfisis — Gtero ovarico, siendo estos ultimos tejidos productores

de hormonas y 6rganos diana, cuya secrecion de esteroides gonadales creando una
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retroalimentacion homeostatica que regula la secrecion de las hormonas

hipotalamicas — hipofisiaria. (Calva & Cantos, 2014)

El hipotalamo produce GnRH que al llegar a la hipdfisis anterior estimula la secrecion
de FSH y LH, que a su vez estimulando el desarrollo folicular, la ovulacién y el

mantenimiento del cuerpo lateo. (Ptaszynska, 2007)

—| HIPOTALAMO |=1 Retroalimentacion
Retroalimentacion o negativa
positiva
GnRH
iy
Pituitaria
Anterior
I I
FSH LH
| Crecimiento folicular | o Ovarios O | Ovulacion |
| |
| Foliculo pre ovulatorio | | Cuerpo liteo |
I I
| ESTRADIOL | | PROGESTERONA |

Figura 3. Control neuroendocrino de la reproduccion.

Fuente: Rippe, (2009)

2.2.5. Caracteristicas del ciclo estral

El ciclo estral es un conjunto de procesos anatdmicos, hormonales y de
comportamiento que se repite sucesivamente, definiéndose como el intervalo entre
dos estros consecutivos (Marquez, 2014). En las ovejas, éste ciclo tiene una duracion
aproximada de 17 dias, de los cuéles 15 dias corresponde a la fase luteal y 2 dias a
la fase folicular. (Ramirez et al., 1988)
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Existen 2 fases durante el ciclo estral que son las siguientes:
e Fase folicular: proestro y estro

e Fase luteal: metaestro y diestro

Proestro

Es la etapa que da inicio al ciclo estral; en la oveja tiene una duracion de 2 dias, y
durante la misma ocurre crecimiento y maduracién de los foliculos ovéricos, y el
incremento de los niveles de estrégenos. También existe la liberacion de
prostaglandina a la cual se le atribuye la desaparicion del cuerpo lateo mediante el
mecanismo de luteolisis de manera que el aparato reproductor se prepara para la
siguiente fase. (Rodriguez, 2005). Entre las manifestaciones clinicas, se puede
observar intranquilidad, inapetencia, intento de monta entre las hembras. (Cobos,
2011)

Estro

En la oveja, el estro corresponde al periodo que prosigue al proestro, el estradiol es
la hormona dominante y es la principal responsable de los cambios comportamentales
gue conllevan a la receptividad sexual y al apareamiento. La ovulacidon es un proceso
espontaneo que no requiere coito, ocurre entre 24 a 30 horas después de iniciadas

las manifestaciones conductuales (Atuesta; Gonella, 2011).

Metaestro

Tiene una duracion de 2 dias. Es el periodo durante el cual los restos del foliculo
ovulado se transforman en una glandula endocrina llamada cuerpo lGteo, y a su vez
esta presenta funcionalidad completa, existe mayor secreciébn de progesterona
(Atuesta; Gonella, 2011). Durante esta etapa ocurre la ovulacion a las 14 horas de

presentado el celo (Rippe, 2009).
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Diestro

Es la fase mas larga del ciclo estral y se caracteriza por la maxima funcionalidad Iuteal
y la influencia de la progesterona; en la oveja tiene una duracién de 11 a 12 dias. Esta
fase finaliza con la luteolisis que es controlada por la PGF2a, la oxitocina y la
progesterona. Es necesario que ocurra la luteolisis para que vuelva a iniciarse un

nuevo ciclo estral. (Uribe, Correa & Osorio, 2009)

2.2.6. Ovulacion

Es el proceso en el que el foliculo maduro se rompe, y el ovocito es liberado. Este
proceso en la oveja sucede de forma espontanea, sin la presencia del macho y tiene
lugar a las 14 horas después del inicio del estro. (Galora, 2006)

La tasa de ovulacion esta influenciada por la raza, edad, estado reproductivo,
estacion, nutricion y condicion corporal de la oveja. Al principio de la estacion
reproductiva las tasas de ovulacion suelen ser menores y el estro breve, que se
manifiesta de forma menos intensa y esta asociado con menor fertilidad. (Vifioles,
2011)

La ovulacion se inicia con el incremento de la vascularizacién de la pared folicular, a
excepcion del apice, el cual por accidén enzimatica se rompera liberando al ovocito. A
su vez los niveles de PGF2 y de PGE2 aumentan notablemente, lo cual incrementa el
tono de las fibras musculares lisas que contribuye a la ruptura del foliculo y a la

expulsion del ovocito. (Galora, 2006)

2.2.7. Cuerpo lateo

El cuerpo liteo es una glandula ovarica endocrina y transitoria, que resulta del
crecimiento y diferenciacion de las células de la teca y granulosa después de la ovulacion
(Torres, 2013). Se forma después de la ovulacion, a partir de los restos del foliculo,
siguiendo un proceso de luteinizacién en las células de la granulosa y de la teca interna.
(Moyes & Schulte, 2007)
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El cuerpo lateo se encarga principalmente de la secrecion de progesterona, hormona
que regula la duracién del ciclo reproductivo de la hembra, y prepara al Utero para el
inicio y mantenimiento de la gestacion (Cunningham & Bradley, 2009). El cuerpo liteo
sintetiza progesterona a partir del colesterol circulante, capacidad que solamente posee

este tejido glandular transitorio. (Torres, 2013)

Existen disfunciones por parte del cuerpo luteo, entre las que se menciona el
acortamiento de su vida media, y la produccion subnormal de P4. Estas alteraciones han
sido definidas como causa de mortalidad embrionaria (Hernandez & Zarco, 1998). Un
cuerpo luteo de vida corta presenta deficiencia de receptores para progesterona durante
los primeros dias del ciclo, razén por la cual ese CL libera niveles subnormales de P4,y
a su vez esta hormona no puede bloquear en forma efectiva la sintesis de receptores
para estradiol, quienes contribuyen para la liberacién de PGF, llegando a producirse

regresion lutea temprana. (Hernandez & Zarco, 1998)

Las células del cuerpo luteo tienen vida finita, es decir, si se produce la gestacion el
embrion envia una sefial para impedir la degeneracion del CL, y en caso de que no haya
prefiez, la PGF2a origina la degeneracién de las células lUteas y causa disminucion de
los niveles de progesterona. (Hill, Wyse & Anderson, 2006)

La regresion del CL es importante para que se inicie un nuevo ciclo reproductivo. En
1923, se desarrollé una teoria en la que se hacia responsable al Gtero del control de
la vida del CL, sabiendo que su regresion se iniciaba por la sintesis uterina de PGF2a.
(Cunningham & Bradley, 2009)

Para que el CL sea sensible a la PGF2a, requiere de cierto estado de madurez,
caracterizado por una amplia vascularizacion y niveles de P4 mayores a 1ng/ml,

proceso que culmina aproximadamente el dia 5 del ciclo estral. (Torres, 2013)
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2.3. Fecundacioén

La fecundacion es un proceso complejo en el cual se da la mutua asimilacion de los
gametos, tanto del macho como la hembra para formar una nueva célula denominada
cigoto, la cual dara origen a un nuevo organismo (Robles, 2002). Dentro de los
aspectos esenciales de la fertilizacion se encuentra la asociacion del genoma paterno

y materno, y la activacion del ovulo. (Galina & Valencia, 2009)

2.3.1. Etapas de lafecundacion:

2.3.1.1. Desplazamiento de los espermios por las vias genitales de la hembra

El avance de los espermatozoides se produce por flexiones y rapidos
enderezamientos de la cola, lo que les impulsa desde liquido circundante hacia
adelante, este desplazamiento coincide con la fase secretora, en la cual el Gtero crea
las condiciones necesarias para dirigir a los espermatozoides al oviducto. (Robles,
2002)

2.3.1.2. Desplazamiento del 6vulo

La fecundacién también depende de la expulsion del ovulo a través del foliculo de
Graff. Durante la ovulacion, este gameto se encuentra rodeado por la corona radiada.
En las ovejas el ligamento es débil por lo cual los movimientos ciliares del epitelio del
ligamento impulsan el liquido desde la cavidad abdominal hacia el Gtero y la corriente
lleva al ovulo hacia el ampula del oviducto, este periodo tiene una duracién de 2 — 4
dias. (Robles, 2002)

2.3.1.3. Penetracion

La dltima barrera que deben atravesar los espermatozoides para fertilizar al ovulo es
la zona pelGcida, en este proceso interviene un mecanisSmo mecanico y otro

enzimatico; en el primero las fuerzas generadas por el movimiento hiperactivado
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permiten el paso del espermatozoide a través de la zona pellcida, y en el segundo las

enzimas liberadas durante la reaccion acrosomal (acrosina), abren la zona pellcida y

el espermatozoide entra al ovulo; una vez dentro, el espermatozoide ingresa al

espacio perivitelino y la cabeza espermatica se une a la membrana plasmatica del

ovulo, y es incorporada dentro del citoplasma del mismo. (Galina & Valencia, 2009)

2.3.2.

Estadios de la fecundacion

Primer estadio: Periodo de denudacion de las células foliculares de la corona

radiada, y del monticulo de ovulo, se realiza en el oviducto.

Segundo estadio: Penetracion de los espermios al espacio vitelino, termina la
maduracién del ovulo y se genera el segundo corpusculo polar dirigido. En este
estadio el ovulo adquiere selectividad y bloguea la fecundacion, si son gametos

de diferentes especies.

Tercer estadio: En este proceso la cabeza y el cuello de los espermios,
ingresan al citoplasma del 6vulo. La cabeza se trasforma en un prondcleo
masculino, con la mitad del nUmero de cromosomas, y el 6vulo comienza la

segunda division del ovocito de segunda orden.

Cuarto estadio: Formacion del cigoto. En este periodo, el nucleo del évulo y
del espermio se aproximan, y se fusionan dando origen a un nuevo organismo.
Esto sucede en el tercio superior del oviducto, y el nuevo organismo se

desplaza en direccién al Gtero. El cigoto llega al cuerno en forma de blastocito.

(Robles, 2002)
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2.4. Desarrollo embrionario y evaluacion morfoldgica

2.4.1. Desarrollo embrionario

Al liberarse el ovocito durante la ovulacion, este es atrapado por las fimbrias y llega al
oviducto para ser fecundado, momento a partir de cual se inicia el proceso de
desarrollo embrionario previo a la implantacion. (Palma, 2001). El ovocito fertilizado,
o embridén, se mueve hacia la parte inferior del oviducto, hacia el utero y al mismo
tiempo continda la division celular (Duran, 2008). El desarrollo hasta los 8 dias ocurre
dentro de la zona pelucida. En los primeros 6 dias de desarrollo no se manifiesta
aumento de tamafo, solo incrementa el nimero de blastomeros (Palma, 2001). El
embrién unicelular se multiplica en el oviducto a razén de un ciclo celular diario de 24h
aproximadamente; siendo el intervalo entre la divisibn mas temprana y la mas tardia
alrededor de 4h (Pedersen, 1988). Durante 5 a 6 dias de transito oviductal en el
estadio de moérula llega al Gtero donde continla su proceso de desarrollo. EI embrién
permanece libre en el Gtero hasta que se une alas paredes del mismo, lo que acontece

entre los dias 20 y 25 después de la fertilizacién. (Duran, 2008)

Cuadro 1. Desarrollo en dias del embrién
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DIAS Difereqtes etapas antt?s y Tiempos desde la

después de la ovulacion aparicion del celo (h)

0 Aparicion de los celos
Picode LH
Acoplamiento o inseminacion 0-12

1 Ovulacion 24 - 30
Fecundacion 25-3

2 Huevo en el Estadio 2 blastdmeros 26

5 oviducto Estadio 4 blastomeros 60
Estadio 8 blastdmeros 72

4 16 células: morula
5 _ 48 células (16-76 células: morula) 96
g Embriones 4oq céulas (44-150 células): joven

libresenel pastocisto

7 utero 200 células (138-308):
Blastocisto

a 400 células (150-650 células): Blastocisto
saliendo de la zona pelicida

q 400 células (250-550 células): Blastocisto sin
zona pelicida

10 700 células (230-1620 células): Blastocisto en

expansion al salir de la zona peliicida

14 Implantacion Primeros contactos entre las células del
trofoblasto y el epitelio del endometrio que
sefialan el inicio de implantacion

Fuente: Chesné, Baril & Brevion (1995)

2.4.2. Clasificacion de los embriones

Se realiza en base a sus caracteristicas morfoldgicas, observando la forma esférica
y la integridad de la membrana pellcida; su desarrollo debe ser acorde con el dia de
colecta, mostrandose claros y de contorno regular. En algunos se observa células
desprendidas en el espacio perivitelino. (Sanchez, Mejia & Manzur, 2014)

Para la calificacion de los embriones, se utiliza una escala del 1-4, la cual se describe
a continuacion:

1. Calidad 1: Excelente, embriones esféricos, simétricos, con células uniformes. Son

ideales para congelar.

2. Calidad 2: Regulares, blastomeros sueltos, vesiculas o células degeneradas.

Aceptables para transferencias en fresco.
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3. Calidad 3: Malos, blastomeros sueltos, células degeneradas y heterogéneas, no
se debe congelar y su uso en fresco no da buenos resultados.

4. Calidad 4: Muertos o degenerados, blastomeros sueltas y muchas vesiculas,
aspecto granular y crecimiento retardado. No se congelan ni se transfieren en
fresco (Palma, 2001).

Cuadro 2. Clasificacion de los embriones de acuerdo a su calidad y caracteristicas

morfologicas

Segun su estadio codigo Segun su calidad codigo
Owvulo 1 Excelente 1
Embrién de 2 a 18 células | 2 Bueno 2
Maérula temprana 3 Regular 3
Mérula compacta < Mo transferible 4
Blastocito temprano 5

Blastocito maduro 6

Blastocito expandido 7

Blastocito en eclosion 8

Fuente: Sanchez, Mejia & Manzur, (2014).

2.5. Implantacién embrionaria

La implantacién embrionaria es un complejo proceso que inicia con la fijacion del
blastocito al Utero, y termina con la formacion definitiva de placenta. Este proceso
depende de la sincronia entre el estado fisioldgico del utero y el estadio de desarrollo
del embridn, el cual es controlado por los estrégenos y la progesterona (Géngora,
Grajales & Hernandez, 2002).

La implantacién ocurre durante la fase de elongacion del blastocito, en los ovinos
sucede en el dia 17, pero solo puede ocurrir cuando el embrién y el endometrio han

alcanzado un estado de madurez preciso. (Castafieda, 2011)
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Existen tres etapas en las que se produce la implantacién del embrién, las cuales son:
1. Preadhesion: el embrion comienza a elongarse considerablemente.

2. Aposicion: existe contacto entre el trofoblasto y el epitelio uterino

3. Adhesién: culmina con un incremento en la estructura celular de la placenta

epiteliocorial. (Géngora, Grajales & Hernandez, 2002)

2.6. Mortalidad y supervivencia embrionaria

En los rumiantes la tasa de fecundacion después de la IA es alta, en la mayoria de los
casos corresponde al 80%; mientras que la de supervivencia embrionaria disminuye
hasta el 56%. Por lo tanto, en las dos primeras semanas de gestacion se presentan

pérdidas embrionarias substanciales (Torres, 2013).

La mortalidad embrionaria constituye un problema reproductivo que genera grandes
pérdidas econémicas a los productores. En la oveja, existen ciertos factores que van
a perjudicar la supervivencia de los embriones, limitando de esta manera la funcion

reproductiva de los rebafios (Gonella, Grajales & Hernandez, 2010).

Dentro de las pérdidas embrionarias encontramos:

1. Pérdidas embrionarias basales: Estan relacionadas con anormalidades

genéticas o deficiencias en el sistema materno para mantener la prefiez.

2. Pérdidas embrionarias inducidas: Asociadas a factores ambientales,

nutricionales y estresantes los cuales alteran la concentracion de las hormonas

gue controlan la supervivencia embrionaria.

(Tabarez et al., 2009)

El embridn puede morir debido a que no produce una cantidad necesaria de interferén
TAU para no inhibir la luteolisis, o también por deficiencias del sistema materno debido
a que los niveles de progesterona no son los adecuados y existe una asincronia entre

el conceptus, el cuerpo lateo y el endometrio. (Gonella, Grajales & Hernandez, 2010)
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2.7.  Flushing

Se puede incrementar la tasa de prefiez en los animales, mediante el factor genético
al utilizar individuos mas prolificos, pero también brindando un manejo nutricional
como el flushing que permite utilizar cualquier ejemplar sin considerar sus

caracteristicas genéticas. (Banchero & Quintans, 2008)

El flushing consiste en aumentar la cantidad y calidad de alimentos para mejorar la
condicion corporal de las borregas en determinados momentos de su vida productiva.
(Romero & Bravo, 2012)

Con ésta préctica, se estimula los ovarios para que produzcan mas 6vulos, mejora la
implantacion del embridén y a su vez la cantidad de crias por parto (Acurero, 2000). Es
una técnica que generalmente se aplica en animales de mediana y baja condicion
corporal, y debe ser equivalente a un 20-30 % de las necesidades energéticas de

mantenimiento de la oveja. (Romero & Bravo, 2012)

Esta sobrealimentacién puede ser corta cuando se aplica durante un lapso de unos
pocos dias y que no causan cambios en el peso vivo del animal, o puede utilizarse por
un periodo de varias semanas lo cual va a producir cambios en el peso vivo y una
mejora en la condicion corporal de las hembras, este manejo alimenticio es conocido

como flushing tradicional. (Banchero & Quintans, 2008)

2.8. Sincronizacion de celo

El proceso de sincronizacion implica la administracion de ciertas hormonas que simula
los acontecimientos enddcrinos que ocurren en forma natural, con el objeto de inducir
el celo y la ovulacion en un momento determinado del ciclo estral. (Sanchez, Mejia &
Manzur, 2014)
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2.8.1. Métodos de sincronizacion

Existen varios métodos empleados para sincronizar celo, empleando tratamientos
hormonales, que producen un estimulo temporal en la actividad ovarica (Chesné, Baril
& Brebion, 1995).

1. Prostaglandina F2a: actian sobre cuerpo luteo provocando luteolisis, como
resultado disminuyen los niveles sanguineos de P4. A continuacion los niveles de
estrogenos incrementan produciendo signos de celo y la ovulacion (Alberio &
Butler, 2001). Galina y Valencia, mencionados por Sanchez, afirman que el uso
debe ser en la fase lutea (7 — 11 dias en ovinos) (Sanchez, Mejia & Manzur, 2014).
El tiempo que transcurre entre su aplicacion y la ocurrencia del celo varia entre 2
y 5 dias y depende principalmente de la dinamica folicular, tamafio del foliculo y
estado del CL (Calva & Cantos, 2014). La administracion de una doble dosis de
PGF2a en un lapso de varios dias logra que, en la segunda aplicacion, todas las
ovejas presenten cuerpo lateo y que las manifestaciones de celo sean mas

concentradas en el tiempo (Prieto et al., 2010).

2. Progestagenos: modulan funciones enddcrinas y reproductoras como: facilitar la
liberacion de ovocitos maduros, la implantacion y mantenimiento de la gestacion,
y ademas patrticipa en la supresion de la sintesis y liberacion de gonadotropinas y
GnRH (Sagbay, 2014). Para su aplicacion se usan dispositivos intravaginales
impregnados de un analogo de progesterona o progestageno; la hormona es
liberada en forma lenta, absorbiéndose y pasando al torrente circulatorio,
bloqueando el estro y la ovulacion (Calva & Cantos, 2014). La finalidad de este
método consiste en la induccion de una fase lutea artificial, en donde elevadas
concentraciones de P4 inhiben la secrecion pulsatil de GnRH, y consecuentemente
de LH, bloqueando de este modo la ovulacion (Sanchez, Mejia & Manzur, 2014).
En forma natural tiene vida media muy corta entre 3 — 4 minutos (Calva & Cantos,
2014).
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Figura 4. Colocacion y retiro de esponjas durante el tratamiento de sincronizacion de

celos.

Fuente: Gibbons & Cueto (2011)

2.9. Superovulacion

Es un método mediante el cual se logra inducir una mayor tasa ovulatoria en hembras
mediante tratamientos hormonales (Simonetti, 2008). En ovejas este protocolo tiene
como finalidad la obtencién de un maximo numero de embriones transferible con alto

porcentaje de prefiez. (Conde, 2015)

Existen factores externos, fisioloégicos y farmacolégicos que se encuentran

involucrados en la respuesta de dichos tratamientos. Entre estos cabe destacar
1. Externos: Nutricidn, estacién, manejo y semen.
2. Fisioldgicos: Especie, raza, edad, fertilidad, dinamica y ondas foliculares

3. Farmacoldgicos: Tipo (FSH), relacién FSH/LH, dosis, frecuencia administracion,

protocolo, sobre estimulacién. (Jiménez, 2009)

2.9.1. Hormonas utilizadas en la Superovulaciéon

1. Hormona Foliculo estimulante (FSH)
Hormona sintetizada en la hipdfisis anterior, que regula la funcion ovarica (Conde,

2015), favorece el crecimiento y maduracién de foliculos y ovocitos, estimula en el
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foliculo la aparicién de receptores de LH y estimula la sintesis y la secrecion de
estrogenos. (Chesné, Baril & Brebion, 1995)

Posee una vida media corta de 110 minutos (Pliego, 2015), razon por la cual requiere
de varias aplicaciones para lograr su efecto (Conde, 2015) y para mantener un nivel
continuo en la sangre que garantice la accion de esta sobre los foliculos ovéaricos.
(Cordova, 2011)

2. Gonadotrofina coriénica equina (eCG)

Es una glucoproteina extraida del suero de yeguas gravidas durante la primera mitad
de la gestacion, y actia como FSH — LH (Chesné, Baril & Brebion, 1995). Es secretada
naturalmente por las copas endometriales de la yegua entre los dias 40 y 120 de

gestacion. (Simonetti, 2008)

Posee una vida media de 21 horas, provoca una estimulacion ovarica continua,
foliculos anovulatorios, perfiles endocrinos anormales y baja calidad embrionaria
(Conde, 2015).

La eCG actua sobre la poblacién folicular, promueve su desarrollo, e induce la
liberacién enddgena de LH. En ovejas se recomienda su aplicacion 24 a 48 h previas
a la finalizacion del tratamiento de sincronizacién, en una dosis que varia entre 1000
y 2000 UI. (Simonetti, 2008)

2.10. Inseminacién Artificial

Es una técnica de reproduccion, en el cual el semen es colectado y los
espermatozoides viables son depositados en el tracto reproductivo de la hembra, de
manera que exista fecundacion y gestacion (Rodriguez, 2013). El proceso requiere la

sincronizacion previa de las ovejas. (Simmons & Ekarius, 2011)
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El momento Optimo para realizar la inseminacion transcervical con semen fresco y
deteccion de celo es de 6 a 8 horas luego de su deteccion, y sin la deteccion del celo
entre 48 a 58 horas luego de haber retirado los dispositivos con progesterona. (Latorre
& Sales, 2000)

Existen tres métodos de IA: vaginal, intracervical e intrauterina. En las 2 primeras se
utiliza semen fresco, mientras que en la IA intrauterina se usa semen congelado. La
obtencion del semen puede ser mediante el uso del electroeyaculador o vagina
artificial. Un carnero adulto eyacula aproximadamente 1 ml con una concentracion

entre 2000 — 3000 millones de espermatozoides por eyaculado. (Sepulveda, 2012)

2.10.1. Inseminacioén artificial transcervical en ovinos

Esta técnica utiliza una pistola multidosis, que facilita graduar el volumen de semen,
luego se debe colocar a la oveja inclinada. Se procede a realizar el debido aseo,
introduciendo el vaginoscopio hasta fondo de vagina, luego se localiza el orificio de
entrada del cuello uterino (cérvix), y se deposita el semen en la mitad del mismo. El

porcentaje de prefiez de este método varia entre 60 y 70%. (Gibbons & Cueto, 2011)
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Figura 5. Inseminacion transcervical

Fuente: Gibbons & Cueto (2011).

La baja fertilidad al aplicar estd técnica se debe al transporte defectuoso de los
espermatozoides por el cérvix y a la reducida viabilidad de los mismos. Un bajo
rendimiento se da como consecuencia de la mortalidad embrionaria, reacciones
inmunoldgicas o estrés al que han sido sometidos los animales. (Parraguez, Mufioz &
Latorre, 2002)

2.11. Progesterona

Se la conoce como la hormona de la prefiez, siendo secretada principalmente por el
cuerpo lateo (Galora, 2006). Tiene una funcién reguladora en la reproduccién de la
hembra, debido a que facilita la liberacion de ovocitos maduros, la implantacion vy el
mantenimiento de la gestacion, ademéas de modificar el crecimiento del endometrio y
disminuir la actividad contractil del musculo uterino (Botana, Landoni & Jiménez,
2002).

A su vez, regula cambios que ocurren en el oviducto y Utero para que el embrién se
desarrolle; esta hormona regula las secreciones uterinas, de las cuales los embriones
recibiran los nutrientes y sustancias que estimularan su crecimiento y diferenciacion.
(Botana, Landoni & Jiménez, 2002)
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Con el proceso de luteinizacién se inhibe la aromatizacion de andrégenos y se
comienza a producir P4 desde niveles no detectables, hasta el dia 2 post - estro donde
se registran niveles séricos mayores de 1ng/ml, para en el dia 5 post estro llega a
niveles mayores de 5 ng/ml, considerandose como funcional el CL. Si el embrion logra
ser reconocido por la madre, la produccion de P4 se mantiene y favorece la produccion
de IFN-t, molécula responsable del reconocimiento de la gestacion, caso contrario
entra en regresion mediante luteolisis. En el caso de existir fase lutea subnormal, los
niveles de P4 seran bajos y como resultado se obtendra un embrién poco desarrollado

con incapacidad para producir IFN —t. (Hernandez & Zarco, 1998)

Especie Dias del cicdo estral / Intervalos de concentracion de P4
(ng/ml)
0-2dias 3-5dias 6-12dias 13-16dias 17 - 21 dias
Ovina 05-1 2—4 5-7 1-3

Figura 6: Niveles de progesterona en los dias del ciclo estral

Fuente: Franco & Velasquez, 2012

En la oveja, las concentraciones varian entre 3 a 7 nmol/L en la fase luteal, mientras
que durante la prefiez las concentraciones aumentan encontrandose en el rango de
15 a 40 nmol/L. (Agazzi & Larrobla, 2005)

2.11.1. Farmacocinética de la progesterona

e Absorcion: existen diferencias en la capacidad de absorcién, siendo
variaciones interpersonales que podrian deberse a un porcentaje variable de
absorcion, aclaramiento y diferente distribucion en el tejido graso.

La progesterona no se disuelve en agua, por lo que requiere diluirse en aceite
y ser micronizada para mejorar su absorcion.

e Distribucion: La vida media de los diferentes componentes esta determinada
por su union a las proteinas plasmaticas. En plasma la progesterona se une a
la albumina y la globulina de unién a corticosteroides pero no muestra union

apreciable a la globulina de union a esteroides sexuales. . La unién total a las
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proteinas plasmaticas es = 90%, aunque la distribucion de la union a las

diferentes proteinas es especifica para el compuesto.

e Metabolismo: La vida media de la progesterona natural es de alrededor de 5
min, mientras que los progestagenos sintéticos tienen vidas medias mucho mas
prolongadas como 24 h para el acetato de medroxiprogesterona.

La hormona que se metaboliza principalmente en el higado a través del sistema
citocromo P450 por hidroxilacion oxidativa hasta generar metabolitos
hidroxilados y sus conjugados, sulfato y glucorénido.

e Eliminacion: La mayor parte de la progesterona y sus metabolitos que han
alcanzado la circulacion general son excretados por los rifiones, principalmente
como metabolitos glucorénidos de pregnandiol y pregnandolona. La segunda

via mas importante es la biliar y las heces (20%)).

(Orizaba, Alba & Ocharéan, 2013)

2.11.2. Accién de la P4 en el Utero

El efecto de la progesterona sobre el desarrollo embrionario se encuentra mediado a
través del endometrio, sabiendo que no es necesario que el embrion ya se encuentre
presente en el Gtero durante el momento de elevacion de los niveles de P4 para poder

beneficiarse de ella. (Clemente et al., 2009)

Durante el ciclo estral, los cambios histolégicos que se producen en el endometrio se
encuentran asociados a la progesterona que estimula el crecimiento y desarrollo del
mismo, estimula la acumulacién de glucégeno y la secrecién en las glandulas uterinas,
disminuye la sensibilidad del miometrio a la oxitocina y en las trompas de falopio
estimula el transporte de las gametas. (Kayser et al., 2006)

El control materno se hace a través de la P4 la cual inhibe la expresién de algunas
moléculas de la familia de factores de crecimiento, que normalmente son estimulados
en la fase folicular por accion del estradiol, y a su vez, disminuye el edema y aumenta

la produccion glandular del Gtero. Y si no hay una sefial de reconocimiento materno
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habrd lisis del cuerpo lateo, dando inicio a un nuevo ciclo estral. (Cullinam & Koos,
1993)

Cuando termina el diestro, la oxitocina estimula la produccién de PGF2a en el
endometrio, principal molécula luteolitica en los rumiantes. Los mecanismos
luteoliticos que se originan en el endometrio uterino requieren de una secuencia de
efectos producidos por las hormonas P4, E2 y oxitocina, las cuales actuan a traves de
sus receptores especificos. (Cullinam & Koos, 1993)

En hembras que repiten celo constantemente, se ha observado que tienen menores
niveles de P4, por lo cual se han implementado técnicas como el suministro de
P4 exdgena o la induccidn de cuerpo liteo accesorio para aumentar la tasa de prefiez.
Al realizar biopsias endometriales y relacionarlas con los perfiles hormonales, se han
demostrado cambios histolégicos anormales en el Utero de las hembras repetidoras
con menores niveles de Psdurante su fase Iuteal. (Gonella, Grajales & Hernandez,
2010)

En el 2011, Depaz y colaboradores afirmaron que el uso de un tratamiento corto con
progestagenos para sincronizar el celo en ovejas, es viable ya que nos permite obtener

una muy buena fertilidad y prolificidad. (Depaz, Alvarez & Mellisho, 2011)

Garrett y colaboradores, en 1988 administraron 100 mg P4 en los dias 1, 2, 3,y 4 de
prefiez que resulté en un aumento de la concentracion plasmética periférica de P4 en
los dias 2-5 dando como resultado conceptus mas grandes en el dia 14 (Garret et al.,
1988). Otros investigadores, usaron un implante de P4 en el dia 3 de prefiez,
obtuvieron concentraciones elevadas de P4 en el dia 8. (Tovio, Duica & Grajales,
2008)

En un estudio realizado por Clemente en el 2009, se aplico 25 mg de P4, 36 horas
luego del apareamiento, resultando un incremento de 220% en el diametro del
blastocito en el dia 9 y a su vez el alargamiento de los blastocitos el dia 12 y la

aparicion de un conceptus filamentoso. Segun este autor los efectos de P4 estan
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directamente ligados al embrion o su desarrollo estad mediado Unicamente a través de

cambios inducidos en el endometrio”. (Clemente et al., 2009)

La administracion exdgena de progesterona no interfiere en la capacidad el cuerpo
luteo para producir progesterona. Woody y col. (1967), mencionan que la P4
administrada al principio del ciclo estral de la oveja acorta la vida del cuerpo lateo, y
para producir este efecto su accion seria luteotropica o luteolitica. Estos autores
indican ademas, que la aplicacion de P4 en el ciclo estral causara variacion en la
concentracion de progesterona periférica durante el desarrollo del cuerpo Ilteo,
disminucién de los niveles periféricos de LH, o aumento temprano en las

concentraciones de PGF en el utero. (Woody, First & Pope, 1967)

2.12. Histotrofo

Las secreciones uterinas son necesarias para el crecimiento de los blastocitos,
tomando en consideracién de que en los rumiantes el conceptus se encuentra libre en
el lumen uterino antes de la implantacion. Las proteinas contenidas en la secrecion
endometrial son de vital importancia para su desarrollo. Se desconoce la funcion de

algunas, debido a su complejidad y origen de las mismas. (Torres, 2013)

Segun Kaysery col. (2006) mencionado por (Torres, 2013) existen proteinas que han
sido reconocidas, como la uteroferrina y la proteina unida al retinol, las cuales
participan como fuente de hierro y retinol para el concepto, ademas de las serpinas'y
algunos factores de crecimiento. De manera que la P4 es esencial en la fase de
implantacion al estimular la produccion de proteinas endometriales o histotrofo.
(Torres, 2013)

2.13. Interfer6n TAU

El interferon o proteina trofoblastica (INT-t), favorece los procesos luteotropicos
funcionales y estructurales, garantizando la produccion de progesteronay la integridad
de las células que constituyen el cuerpo luteo. El reconocimiento materno embrionario
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es uno de los eventos de mayor importancia en la reproduccién. Este proceso esta
regulado por multiples sefiales celulares y endocrinas, entre el embrién, el endometrio

y el cuerpo luteo. (Yasser et al., 2010)

Durante este proceso el embridn secreta interferon TAU (IFN — t), el cual determina
su presencia en el tracto reproductivo materno con el fin de inhibir la luteolisis
provocada por la PGF2a sobre el CL. La secrecion de esta proteina esta estimulada
por la accion de la LH y es indispensable para el mantenimiento de la gestacion
(Yasser et al.,, 2010). Una de las principales causas para la pérdida embrionaria
temprana es la respuesta inadecuada en el endometrio ante el INT-t, lo cual trae como
consecuencia un aumento de la sintesis y la secrecién en pulsos de la PGFza, que

induce los procesos luteoliticos. (Yasser et al., 2010)

El endometrio esta constituido por dos tipos de células: las endometriales epiteliales
(CEEP) y las endometriales estromales (CEES); en éstas células se encuentra un
receptor para PGEz, la cual protege al CL de la accién luteolitica de la PGF2alfa
Hashizumey col. (2006). EI INT-t interfiere en la secrecidn y activa mecanismos como

el que lleva a cabo la PGE2. . (Yasser et al., 2010)

El IFN — t actia a nivel del epitelio uterino suprimiendo la transcripcién de los genes
para los receptores de estrégenos y oxitocina, bloqueando los mecanismos luteoliticos
como la liberacion de los pulsos de PGF2a, sin afectar la expresion del receptor para
P4. El mantenimiento de la secrecién de P4 por el CL, asegura el establecimiento y

mantenimiento de la prefiez. (Yasser et al., 2010)

2.14. Estrés

El estrés se considera como aquella alteracién de la homeostasis, esta puede ser de
origen externo o interno que al actuar sobre el individuo afecta y reduce la eficacia de
sus sistemas de control (Carabajo, 2011), comprende cambios en la conducta, respuesta
inmune, activacion del sistema nervioso autonomo (incremento de la frecuencia
cardiaca) y en la activacion del eje hipotalamo-pituitario-adrenal (Arias & Velapatifio,

2015); como consecuencia a estas alteraciones fisiolégicas ocurren pérdidas
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reproductivas y productivas (Carabajo, 2011). Situaciones de estrés contribuyen con la
aparicion de anestro que causa infertilidad. Durante este proceso existe depresion
temporal o permanente de la actividad ovarica, principalmente en la funcion litea
asociada a cambios estacionales, fisicos y deficiencias nutricionales. (Hernandez &
Zarco, 1998)

La activacion del eje hipotalamo hipofisis adrenal (HHA), inducen la secrecion de la
hormona liberadora de corticotropina (CRH) desde el hipotalamo, que a su vez estimula
la hipofisis que secreta hormona adenocorticotropica (ACTH), al mismo tiempo se
estimula la secrecion de glucocorticoides en la corteza adrenal, que afecta de modo
significativo el funcionamiento reproductivo. Dicho eje puede inhibir la secrecion de
GnRH desde el hipotalamo, la LH desde la hipdfisis y la produccion de estradiol folicular.
(Alvarez, 2007)

2.15. Cortisol

El cortisol y otros corticosteroides son trasportados en la sangre de manera libre o
unida a globulinas especificas como la transcortina. Su catabolismo se lleva a cabo
principalmente en el higado, aunque también ocurre en el rifidn, tejido conectivo,
fibroblastos, y musculo. En el intestino estos metabolitos pueden ser reabsorbidos por
la circulacién enterohepética, desconjugados y separados por las bacterias de la flora
intestinal, y eliminados por las heces (Brousset et al., 2005). Metabolito que es
eliminado entre 8 — 16 horas (Bertulat, 2013). Los glucocorticoides son rapidamente
eliminados de la circulacion y la vida media es de 80 a 120 minutos. (Brousset et al.,
2005)
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En los ovinos los niveles basales varian de 10 a 40 nmol/L y bajo estimulo de la ACTH
pueden llegar a aproximadamente 350 nmol/L (Agazzi & Fernandez, 2005), en heces

corresponde a 2,21 nmol/kg de heces (Mostl et al., 2005).
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Figura 7. Sitios del eje hipotadlamo — hipdfisis — génadas (HHG) en donde el estrés afecta

negativamente a la secrecion de GnRH, gonadotropinas y esteroides sexuales.

Fuente: Vélez & Uribe (2010)
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CAPITULO lIl: MATERIALES Y METODOS

Materiales

Materiales Bioldgicos

21 ovejas

3 carneros

Materiales Fisicos

Equipo de cirugia
Calibrador o vernier
Pistola de inseminacion
Sonda Foley

Caja Petri Bolsca

Farmacos utilizados

Acepromacina (Acedan®)

Lidocaina

Oxitetraciclina + Flunixin (Oxiter®)

Progesterona natural (Progestar® 25mg/ml)

Progesterona larga accion (Progesterona MAD-4® 25 mg/ml)
Progestagenos sintéticos (Acetato de medroxiprogesterona)
Hormona foliculo estimulante (Folltropin®)

Gonadotrofina coriénica equina (Folligon®)

Prostaglandinas (Lutalyse®)

Vitaminas, antibidticos y antiparasitarios
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3.2. Método
3.2.1. Area de Estudio

La investigacion se realizd en la granja Irquis de la Universidad de Cuenca, ubicada
en la parroquia Victoria del Portete, cantdon Cuenca, provincia del Azuay, en el km 23
via Girdn, coordenadas: 3044181 Sy 79040813 O, encontrandose a 2.714 msnm con
una temperatura variante entre 9 y 22°C. La humedad relativa es del 80% y presenta
una pluviometria de 800mm a 2.000mm. La superficie destinada a los animales
experimentales fue de aproximadamente una hectarea. El estudio se llevo a cabo en

los meses de octubre y diciembre del 2015.

Figura 8. Hacienda Irquis

Fuente: Google earth (2016)

El analisis de progesterona plasmatica (P4) se realiz6 en el laboratorio CENBIOCLI
S.A ubicado en las calles Francisco Moscoso en el Edificio Torres del Yanuncay de la
ciudad de Cuenca; el andlisis de cortisol y progesterona en las heces se realizé en el
laboratorio del Dr. Rupert Palme. Department of Biomedical Sciences/Biochemistry,

University of Veterinary Medicine Vienna, Austria.
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3.2.2. Unidad de andlisis

Se utilizaron 21 ovejas consideradas como unidades experimentales, las cuales
fueron seleccionadas de acuerdo a una condicién corporal entre 3 a 3,5, un peso
promedio de 42 Kg , una edad entre 12 meses a 6 afos, clinicamente sanas y todas
adaptadas a un mismo manejo, alimentacién y sanidad en la granja Irquis. Se
excluyeron a aquellos animales que mostraron anormalidades durante el proceso de

adaptacion en el experimento.

Las ovejas fueron divididas aleatoriamente en tres grupos experimentales T1 (n=7)
grupo control; un segundo tratamiento T2 (n=7) tres dosis de P4 los dia 2,3,4 post IA;
que recibieron P4 exdgena los dias 2 y 4 post-1A; y T3 (n=7), Unica dosis de P4 en el
dia 2 post-IA.

En cada grupo se evalué el tamafio de CLs, numero y tamafios de embriones, niveles
de cortisol y P4 en heces a los 2 — 5 dias post-inseminacion y el nivel de P4 plasmatica

en el dia 13.
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3.3. Metodologia

3.3.1. Seleccién de animales

El periodo experimental inici6 con 21 ovejas de raza correidale, seleccionadas de
acuerdo a los criterios anteriormente descritos.

Se dividi6 a los animales en siete bloqgues homogéneos, los cuales fueron
conformados por siete individuos cada uno. Para esto se considerd peso, edad y
condicién corporal, siendo repartidos en los mismos los tres tratamientos aplicados.
Con la finalidad de facilitar el manejo y la aplicaciéon de los diferentes protocolos

realizados.

Tabla N° 1. Distribucion de bloques

BLOQUE BLOQUE BLOQUE BLOQUE BLOQUE BLOQUE BLOQUE

1 2 3 4 5 6 7
T1 T3 T2 T1 T3 T2 T1
T2 T1 T3 T2 T1 T3 T2
T3 T2 T1 T3 T2 T1 T3

Fuente: Las autoras

3.3.2. Adaptacion

Las ovejas fueron adaptadas a las condiciones de sanidad, nutricién, y manejo de la
Granja Irquis por 60 dias antes de iniciar el estudio. Se realiz6 la inmunizacién de las
mismas, mediante la aplicaciéon de una bacterina triple (Sintosep®), adicionalmente se
las desparasité con antihelminticos en dosis de 10mg/kg (Albenzazol 2,5%%) +
levamisol dosis 5mg/kg (Levamisol 15% Genfar®), asi como también se aplico
vitaminas (ADsE). Durante este periodo se realizé la esquila, acondicionamiento de

pezufias y chequeos reproductivos (ecografia) para descartar hembras gestantes.
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También se aplicd 0.5 ml de prostaglandina (decloprostenol - Lutalyse®) para finalizar
las eventuales gestaciones no detectadas. El rebafio se alimentaba al pastoreo en un
potrero compuesto por kikuyo, raygrass y trébol; y por las noches se las trasladaba al
establo (25m?).

3.3.3. Preparacion

En esta etapa se administro un flushing alimenticio de 10 dias en cuya formula habia
maiz, afrecho, soya, melaza, prebidticos, antibiéticos, tenia un contenido de proteina
entre 14 y 16 %. Ademas la dieta fue enriquecida con sales minerales (Suprafost®) y

se les ofrecié agua a voluntad.

La dieta brindada fue especificamente de mantenimiento. La cantidad que se dispuso

diariamente a cada oveja fue de 200 gramos.

La importancia de haber suministrado esta dieta rica en proteina y energia radicé en
gue incrementa la produccién de gonadotrofinas, el crecimiento folicular y la tasa

ovulatoria, y mejorando la implantacion del embrion (Nafiez & Alcaraz, 2013).

3.3.4. Sincronizacion de celo y superovulacion

Para la sincronizacion de celo se aplico un dispositivo intravaginal (esponja de
poliuretano impregnada con 60mg de acetato de medroxiprogesterona), a la cual se
le adiciono 2,5 ml (500 miligramos) de oxitetraciclina al 20% con la finalidad de
prevenir infecciones intravaginales, tomando en consideracion la asepsia durante el
proceso de insercion. El dispositivo intravaginal fue retirado a los 12 dias después de

su colocacion.
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La superovulacién se inici6 10 dias después de la colocacion del dispositivo
intravaginal. Para este proceso las 21 ovejas fueron separadas en 2 grupos, a el
primer grupo G1 (n=11) se les administr6 gonadotrofina corionica equina (eCG —
Folligon®), y el segundo grupo G2 (n=10) hormona foliculo estimulante (FSH —

Folltropin®).

3.3.4.1. Superovulacion con eCG

En este protocolo se aplicé 1000 Ul (5ml) de eCG (Folligon®) IM en el dia 10 posterior
a la colocacion del dispositivo intravaginal, mas 500 Ul en el dia 12 que coincidié con
el retiro del dispositivo, se aplicé una dosis de 100 pcg de D-cloprostenol (CICLASE
DL®)

DIA 0 DIA 10 DIA 11 DIA 12 DIA 13 DIA 14
I | | |
Colocacion de 1000 UleCG Retira implante Deteccién  Inseminacion
implante 500Ul eCG de celo Avrtificial
100 pcg de
PGF2alfa

Figura 9. Protocolo de superovulacion con eCG

Fuente: Las autoras

3.3.4.2. Superovulacién con FSH

Este proceso consisti6 en la aplicaciéon de 6 inyecciones de FSH (Folltropin®),
empleando dosis decrecientes cada 12 horas durante 3 dias. Se inicié con una dosis
de 20 mg el primer dia, 16 mg el segundo dia y 14 mg el tercer dia (dia 0, colocacion
del dispositivo intravaginal). Paralelamente a la penultima dosis de FSH, se aplicaron
500 Ul de eCG (Folligon®), y una dosis luteolitica de D-ecloprostenol (CICLASE DL®)

y se retiré del dispositivo (Tabla 1).
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DIA O DIA 10 DIA 11 DIA 12 DIA 13 DIA 14
Colocacion 6 AM 6 AM Retira implante Sedetecta celo |pseminacisn
del implante 20mgde FSH 16 mgde FSH con la ayuda de artificial
6 AM un carmero
6PM 6 PM 14 mgde FSH
20mgde FSH 14 mgde FSH 500 Ul de EcG
6 PM
14 mg de FSH

Figura 10. Protocolo de superovulaciéon con FSH

Fuente: Las autoras

3.3.5. Coleccién del semen

Para este proceso se emple6 el semen de 2 carneros, el cual fue colectado mediante
el uso de una vagina artificial (VA). Estos reproductores fueron adaptados a esta
técnica dos meses antes de iniciar la sincronizacion de celo de las ovejas. La VA
consistié en un tubo de propileno térmico (17cm x 5,5 cm), y una camisa interna de
latex, dentro de la que se adicion6 un volumen de 40 — 60ml de agua a 40°C, que
sirvié para provocar la estimulacion térmica y mecéanica de la eyaculacion. El semen

fue colectado en un tubo Falcom plastico de 15 ml adaptado al final de la VA.

Se analizé la calidad de los eyaculados, considerando parametros como volumen (0,5
a 1 ml), motilidad masal (MM): = 3, motilidad individual progresiva (MIP): = 70%,
concentracion: 21600x10%esp/ml, vitalidad: =2 70%, espermatozoides normales: 2 70%,
e integridad de la membrana espermatica por HOS-Test: 2 70%; segun Galarza et al.,
(2015). Se excluyeron los eyaculados que no cumplian estas caracteristicas

seminales.

Luego de su recoleccién y evaluacion, el semen es apto para la IA, por lo que se le
mantuvo temperado a 37°C y protegido de los cambios bruscos de temperatura,

contacto con el agua y metales, radiacion solar directa, e impurezas.
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3.3.6. Inseminacién Artificial

Esta etapa se desarroll6 48 horas luego del retiré del dispositivo intravaginal.

Se separo al primer grupo de hembras (G1), y se las insemin6 con el uso de una
pistola dosificadora, con una dosis de 200x10° espermatozoides de semen fresco por
cada oveja. Con la hembra correctamente sujeta, se procedié a insertar el especulo
en el interior de la vagina, a través de la cual se visualiz0 el cérvix y a continuacion se
depositd el semen a nivel transcervical. El mismo procedimiento fue aplicado al

segundo grupo (G2) de animales.

3.3.7. Aplicacion de progesterona exogena

Para la aplicacion de progesterona, las ovejas fueron divididas en tres grupos de
acuerdo a cada tratamiento, T1 (n=7) identificadas con cinta azul y consideradas
como grupo control; T2 (n=7) identificadas con cinta rosada, a las cuales se le
administré 6 mg de P4/dia (IM) los dias 2,3 y 4 post-IA; T3 (n=7), identificadas con

cinta verde, a las cuales se les aplicé 18 mg/oveja (SC) de P4 en el dia 2 post-1A.

DIA 0 DIA 2 DIA 3 DIA 4
Inseminacion Tratamiento control
artificial MNo se aplica progesterona exogena

Figura 11. Tratamiento control

Fuente: Las autoras

Mariana Gonzalez
Sofia Quezada
56



ég Universidad de Cuenca

DIAO DIA 2 DIA 3 DIA 4
Inseminacion 6 mg de 6 mg de 6 mg de
artificial progesterona  progesterona progesterona

de corta accion de corta accion de corta accion

Figura 12. Tratamiento N° 2: aplicacion de P4 corta accion en el dia 2, 3 y 4 post
inseminacion

Fuente: Las autoras

DIAD DIA 2 DIA 3 DIA 4
Inseminacion 18 mg de
artificial progesterona

de larga accion

Figura 13. Tratamiento N° 3: aplicacion de P4 MAD — 4 de larga accion en el dia 2
post inseminacién

Fuente: Las autoras

3.3.8. Recoleccion de muestras de heces

Para la colecta de heces se procedi6 de la siguiente manera:

1- Agquellas muestras en las que se analizaron los niveles de cortisol, fueron
tomadas a las 8 horas después de la aplicacion de progesterona exdgena ya

gue la aparicion de este metabolito se excreta en ese tiempo en materia fecal.
(Mostl et al., 2002)

2- Las destinadas a determinar progesterona, se tomaron por la mafana a partir

de las 24 horas de la aplicacion de la progesterona inyectable. (Brousset et
al., 2006)
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Se colectaron 10 gramos de heces por animal en bolsas plasticas debidamente
etiquetadas, que posteriormente fueron congeladas durante un mes a una

temperatura de -20°C hasta su analisis en el laboratorio.

3.3.9. Medicién de Cuerpo Luteo y Colecta de embriones

La medicion de CL y coleccion de embriones se llevo a cabo en dos etapas: la primera
se realiz6 en dia 7 post inseminacion a un grupo de 10 hembras ovinas en el cual
estaban representados los tres tratamientos y la segunda, se llevé a cabo en el dia 13
post inseminacion con el grupo de 11 ovejas restantes en el cual constaban también

los tres tratamientos.

Para realizar las mediciones de los CLs y embriones se llevo a cabo una cirugia por
laparotomia medial, con la ayuda de una camilla que posicioné a la oveja en decubito
supino. Una vez que la hembra se encontraba lista y con las extremidades sujetas en
la camilla, se procedié a incidir y exponer los cuernos y ovarios, y se analizo la
respuesta que tuvieron al tratamiento aplicado, midiendo en milimetros el diametro

mayor de los cuerpos luteos observados, mediante un calibrador o vernier.

Los animales tuvieron un periodo de ayuno de 12 horas previo a la cirugia. Una vez
llegado el momento de la misma, las ovejas fueron tranquilizadas con acepromacina
(Acedan®) en dosis de 0,3mg por oveja, Yy asi poder continuar con la tricotomia y
embrocado. Ingresaron al quir6fano instalado en la granja Irquis considerando las
normas generales de asepsia, y una vez en la camilla, se aplicé 10 ml de lidocaina
(lidocaina 2%) en la zona donde se iba a realizar la incision. Antes de la cirugia se

inyectd oxitetraciclina y flunixin (Oxiter®) en dosis de 20mg/Kg de peso vivo.

La colecta de embriones se realizé mediante lavados sucesivos de los cuernos
uterinos con el uso de fosfato buffer salino (1000ml de NaCl con 10ml de albimina
sérica bovina BSA) introducido en la region de union Gtero tubarica y recogido en el
extremo opuesto del cuerno mediante una sonda tipo Foley N°10 colocada en la zona
de la divisién cornual. El liquido obtenido (alrededor de unos 40 ml por cuerno) fue
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colocado en una placa para realizar la blusqueda de embriones bajo lupa
estereoscopica. Durante este proceso, se aplicé una solucién de NaCl con 300uL de
heparina para evitar coagulos y adherencias a nivel visceral. A las soluciones usadas
en este proceso se las mantuvo a una temperatura de 37°C con la ayuda de un bafio
Maria. Al dia 13 se tomdé una muestra de sangre a cada oveja utilizada en el
experimento con la finalidad de medir la funcionalidad del cuerpo luteo.

3.3.10. Deshidratacion de las muestras de heces

Para este proceso se seleccionaron 3 ovejas por cada tratamiento (3 muestras para
cortisol y 3 muestras para progesterona por cada tratamiento), representando un total
de 72 muestras. Estas muestras congeladas fueron deshidratadas en horno
microondas durante 5 minutos, y el polvo obtenido fue conservado en tubos Falcon de
15ml hasta proseguir con la etapa de extraccion de lipidos. (Palme et al. 1996; Palme,
2005).

Una vez finalizados los 5 min de desecado, se peso el polvo restante y se repitid
durante dos minutos mas el secado y su pesaje respectivamente. Si no hubo
diferencias entre ambos pesajes, las muestras fueron colocadas en los tubos. (Palme
et al. 1996; Palme, 2005).

3.3.11. Extraccion de Lipidos

Para este proceso se utilizé una balanza electrénica, se pesé 200mg de muestra, que
a continuacioén fue colocado en tubos falcon graduados de 15 ml, luego a cada tubo
se afiadi6 5ml de metanol al 80%, para posteriormente ser agitados en un vortex
durante 3 minutos, logrando asi una mezcla homogénea, a la cual se la colocé en la
centrifuga durante 15 minutos a una velocidad de 4000 revoluciones por minuto.
(Palme et al., 2013)
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Finalizada la centrifugacion, se procedio a extraer la parte liquida y se trasvaso a un
segundo tubo falcon graduado, al que nuevamente se lo centrifugd durante otros 5
minutos con el fin de que no existan solidos presentes en la muestra (Palme et al.,
2013).

Empleando una pipeta de 200 y 50 microlitros, se tomé 500ul del sobrenadante y se
coloco en un tubo eppendorf de 1,5 ml, el cual fue correctamente identificado para el
metabolito a ser analizado (cortisol — progesterona), dejandolo evaporar a temperatura
ambiente durante tres dias. (Palme et al., 2013). Se repitié el mismo procedimiento
para cada muestra. Consecutivamente, las muestras fueron analizadas mediante un
kit especifico para medir metabolitos de cortisol (36) y progesterona (36). Este dosaje
se llevé a cabo en el laboratorio del Dr. Rupert Palme (Department of Biomedical

Sciences/Biochemistry, University of Veterinary Medicine Vienna, Austria).

3.3.12. Variables en estudio

1. Independientes: T1 (control), T2 (P4 aplicada dia 2, 3,4), T3 (P4 larga accion

aplicada en dia 2).

2. Dependientes: niveles de cortisol y progesterona en heces (ng/g), niveles de
progesterona en sangre al dia 13 (ng/ml), cantidad y tamafio de cuerpos lateos

(mm), y tamafio y cantidad de embriones (mm).
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3.3.13. Operacionalizacién de las variables
VARIABLES DIMENSION INDICADORES ESCALA DE MEDICION
LII—J T1: Sin P4 Control: 0 mg de P4
E Diferentes dosis de P4
9 X1 Tratamientos utilizadas en grupos de 12+ P4 dia2,3y 4. 6 mg diarios
é ovejas.
% T3: P4 LA endia?2 18 mg una sola dosis

Y1 = Nivel de cortisol y P4

Concentraciones de
cortisol y P4 en heces Heces

por cada tratamiento.

Cantidad de cortisol en ng/g

Y2= Nivel de P4

Concentracion de P4
plasmética, en cada Sangre

tratamiento

Cantidad d P4 plasmatico en ng/ml

DEPENDIENTES

Y3 = Cantidad y tamafio Cuerpo liteo

Tamafo y numero de
cuerpos lateos en cada Diametro CL

tratamiento

Tamano en mm

Y4 = Cantidad y tamafio del Embrién

Tamafo, numero y
calidad embrionaria por Diametro del Embrion

cada tratamiento.

Tamanio en mm




3.3.14. Disefio experimental y pruebas estadisticas

Se uso un disefio de bloques al azar (DBA), con tres tratamientos y 7 bloques; cada
blogue tenia tres ovejas de cada tratamiento, conteniendo un total de 21 animales en
estudio.

Los resultados obtenidos fueron sistematizados en Excel y analizados en el software
estadistico SPSS version 22.0. Al tratarse de variables paramétricas tipo continuas se
aplicaron los Test estadisticos de Shapiro Wilk para normalidad y de Levene para
homogeneidad de las varianzas. Posteriormente se aplico un andlisis de varianza ANOVA y
Kruscall Wallis para comprobar significancia y una prueba de Bonferroni 5% para comparar
eficacia entre tratamientos.



Universidad de Cuenca

CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1. Progesteronadial3

Se realizé la prueba de Shapiro Wilk (Anexo 8) y Levene (Anexo 9), los valores
obtenidos para T1 y T2 cumplieron los supuestos de normalidad y homogeneidad
respectivamente, mientras que el T3 no cumplid; por tal motivo fue necesario realizar
pruebas adicionales de ANOVA (Anexo 10) y Kruscal Wallis (Anexo 11). En la Tabla
2 y Figura 15 se muestran los valores promedios y el error estandar de la
concentracion de P4 plasmatica (ng/ml)n al dia 13 luego de la IA en los tres
tratamientos. Puede observase que aunque los promedios fueron estadisticamente
similares (P>0,05), la concentracién de P4 fue 6,8 y 5,9 ng superior en el grupo control

gue en los grupos 2 y 3 respectivamente.

Para esta variable se consideraron las 21 ovejas del experimento.

Tabla 2. Valores promedio y error estandar de la progesterona plasmatica en el

dia 13 post-inseminacion.

Variable X +EE
(ng/ml)

P4 en el dia 13 luegodelalA T1 17,3+6,452

T2 10,5+ 4,862

T3 11,4 +5,60?

X= Media; EE= Error estandar; T1=grupo control; T2= 6 mg de P4 en el dia 2,3y 4
post-1A; T3= 18 mg de P4 en el dia 2 post-lIA. Letras distintas en cada columna

muestran diferencias significativas, segun ANOVA (P>0,05).
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Figura 14. Valores promedios del nivel de progesterona sérica en ng/ml del dia

13 por tratamientos (T1: control, T2: P4 aplicada dia 2,3, y 4 post-IA, T3: P4 larga accion
aplicada en dia 2 post-IA).
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4.2. Numero y tamafio de cuerpos lateos

Los resultados obtenidos para numero y tamafio de cuerpo lateo en el dia 7,
demostraron normalidad y homogeneidad respectivamente. (Anexo 12) (Anexo 13)
Consecutivamente se aplico un ANOVA (Anexo 14), las cuales demostraron que no
existieron diferencias significativas (P > 0,05) entre grupos. La tabla 3 indica los
valores promedios y error estandar (X + EE) del tamafio y nimero de cuerpos l(teos
al dia 7 por tratamiento. El analisis estadistico no detecto diferencias estadisticas
(P>0,05) entre grupos.

Para el andlisis de esta variable se excluyeron aquellas ovejas que no respondieron
al tratamiento superovulatorio. Llama la atencion la gran variabilidad que muestra el

error estandar detectados en los tratamientos.

Tabla 3. Valores promedios y error estandar del nUmero y tamafios de los CL al
dia 7.

Estadisticos descriptivos al dia 7 CL

Tratamientos N Media Error
estandar

NUumero de T1 3 8,3 1,45
CL

T2 2 7,5 4,50

T3 2 22,0 18,00

Tamafio de T1 3 9,2 0,92
CL

T2 2 7,7 1,71

T3 2 6,9 1,69

EE: Error estandar; T1: grupo control; T2: 6 mg de P4 en el dia 2,3 y 4 post-1A; T3: 18
mg de P4 en el dia 2 post-IA. No existieron diferencias estadisticas significativas entre
tratamientos para ninguna de las variables (P > 0,05)
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En la Figura 15, se observa el nimero promedio de cuerpos Iuteos encontrados en
cada tratamiento al dia 7, como se indicé anteriormente (Tabla 3) no se encontraron

diferencias estadisticas entre tratamientos.

30
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15 8,3 BT1
' BT2
@T3
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NUumero de CL

T1

Tratamientos

Figura 15. Valores promedios del numero de CL por tratamientos al dia 7

(T1: control, T2: P4 aplicada dia 2, 3, 4 post-IA, T3: P4 de larga accién aplicada en dia 2 post-
IA)
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En la Figura 16, se observa el tamafio (mm) promedio de cuerpos luteos de cada
tratamiento al dia 7, comprobando que no existen diferencias significativas entre

tratamientos.
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Figura 16. Valores promedios del tamafio en mm de CL por tratamientos al dia
7 (T1: control, T2: P4 aplicada dia 2, 3, 4 post-IA, T3: P4 de larga accién aplicada en dia 2
post-1A)
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Los resultados obtenidos para numero y tamafio de cuerpo liteo en el dia 13,

demostraron normalidad y homogeneidad respectivamente. (Anexo 16) (Anexo 17)

Consecutivamente se aplico un ANOVA (Anexo 18), las cuales demostraron que no

existieron diferencias significativas (P > 0,05) entre grupos. La tabla 4 indica los

valores promedios y error estandar (X + EE) del tamafio y nimero de cuerpos l(teos

al dia 13 por tratamiento. El andlisis estadistico no detecto diferencias estadisticas

(P>0,05) entre grupos.

Para el analisis de esta variable se excluyeron aquellas ovejas que no respondieron

al tratamiento superovulatorio. Se observa que existe gran variabilidad en el error

estandar obtenido en cada tratamiento.

Tabla 4. Valores promedios y error estandar del numero y tamafios de los CL al

dia 13.
Estadisticos descriptivos para CL dia 13
N Media Error
estandar
Numero CL T1 3 7,0 2,52
T2 2 3,0 0,00
T3 2 3,0 1,00
Tamano CL T1 3 6 1,2
T2 2 8 0,8
T3 2 8 1,8

EE: Error estandar; T1: grupo control; T2: 6 mg de P4 en el dia 2,3 y 4 post-IA; T3:
18 mg de P4 en el dia 2 post-l1A. No existieron diferencias estadisticas significativas
entre tratamientos para ninguna de las variables (P > 0,05)
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En la Figura 17, se observa el nimero promedio de cuerpos Iuteos encontrados en
cada tratamiento al dia 13, y se comprobd que no existieron diferencias estadisticas
entre tratamientos.

BTl
aT2
BaT3

NUmero de CL
o = N w SN [6)] ()] ~ oo (]

T1
Tratamientos

Figura 17. Valores promedios del numero de CL por tratamientos al dia 13

(T1: control, T2: P4 aplicada dia 2, 3, 4 post-IA, T3: P4 de larga accién aplicada en dia 2 post-
IA)
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En la Figura 18, se observa el tamafio (mm) promedio de cuerpos luteos de cada
tratamiento al dia 13, comprobando que no existen diferencias significativas entre

tratamientos.
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Figura 18. Valores promedios del tamafio en mm de CL por tratamientos al dia
13 (T1: control, T2: P4 aplicada dia 2, 3, 4 post-IA, T3: P4 de larga accién aplicada en dia 2
post-IA)
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4.3. Cortisol en heces

Los resultados obtenidos en la medicion de los niveles de cortisol en heces en los dias
2, 3, 4 y 5 cumplieron con los supuestos de normalidad y homogeneidad segun las
pruebas estadisticas de Shapiro Wilk (Anexo 20) y Levene (Anexo 21).

Para establecer significancia, se aplic6 ANOVA (Anexo 22). En la Tabla 5 se muestran
los valores promedio y error estandar (X + EE) de los niveles de cortisol en heces por
cada tratamiento y de cada dia de medicion. Aunque la diferencia en los niveles de
cortisol entre tratamiento no fue significativo (P>0,05), llama la atencidén que el grupo
control tuvo una concentracién promedio durante el periodo de muestreo de 30y 28.3

ng/g de heces superior a la de los grupos 2 y 3 respectivamente.

En esta variable se excluyeron aquellas ovejas que no permitieron obtener muestras

diarias.
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Tabla 5. Valores promedio y error estandar de la cortisol en heces (ng/g de
heces)

Dias de medicién cortisol Tratamientos N
Luego de lalA T +EE
Dia 2 T1 2 97,0+ 340
T2 4 93,5+16,17
T3 3 69,3 £ 29,17
Dia 3 T1 2 163,5 + 1,50
T2 4 131,5+ 32,70
T3 3 70,3 £ 25,62
Dia 4 T1 2 124,5 + 55,50
T2 4 51,5+12,76
T3 3 103,0 + 28,58
Dia 5 T1 2 89,5 + 28,50
T2 4 77,8+4,91
T3 3 118,7 + 40,76
Promedio total T1 8 118,6 + 17,34
T2 16 88,6 + 11,48
T3 12 90,3 +14,91

X= Media; EE= Error estandar; T1=grupo control; T2= 6 mg de P4 en el dia 2,3y 4
post-1A; T3=18 mg de P4 en el dia 2 post-IA. No existieron diferencias estadisticas
significativas, segan ANOVA (P > 0,05)
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En la Figura 19, se observa la concentracion de cortisol (ng/g de heces) de cada
tratamiento durante los 4 dias de muestreo. Como se aprecia en la Figura 20, la
concentracion de cortisol durante los tres primeros dias fue superior en el grupo control

que en los tratados con P4.
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Figura 19. Valores de cortisol en diferentes dias de medicidn por tratamiento (T1:
control, T2: P4 aplicada dia 2, 3,y 4 post-IA, T3: P4 de larga accion aplicada en dia 2 post-IA)
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4.4. Progesteronaen heces

Los resultados obtenidos en la medicion de los niveles de P4 en heces en los dias 2,
3, 4 y 5 cumplieron con los supuestos de normalidad y homogeneidad segun las
pruebas estadisticas de Shapiro Wilk (Anexo 24) y Levene (Anexo 25).

Para establecer significancia, se aplic6 ANOVA (Anexo 26). En la Tabla 6 se indican
los promedios y el error estandar (X * EE) de los niveles de progesterona en heces
de los tres tratamientos en cada dia de muestreo. El andlisis de varianza demostro
qgue no existié diferencia significativa (P>0,05), en la concentraciéon de P4 entre
tratamientos en ninguno de los dias de muestreo ni en el valor promedio. Se aprecia
una gran variabilidad en la concentracion de P4 en heces, particularmente en los
grupos de ovejas tratados con P4 durante el metaestro temprano.

En esta variable se excluyeron aquellas ovejas que no permitieron obtener muestras

diarias.
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Tabla 6. Valores promedio y error estandar de la concentraciéon de
progesterona en heces durante el periodo experimental.

Dias de medicion de P4 luego Tratamientos N _
De la IA ¥ +EE
(ng/g)
Dia 2 Tl 2 202 + 55,00
T2 4  884,5+538,96
T3 3 715,3+ 207,39
Dia 3 Tl 2 556,0 + 24,00
T2 4 1707,5+623,04
T3 3 1308,3 +336,40
Dia 4 Tl 2 1059,5 + 304,50
T2 4 2441,3 +1357,98
T3 3 2318,7+818,94
Dia 5 T1 2 1191,5+187,50
T2 4 2798,3 £ 1400,09
T3 3 4297,0 +1660,80
Promedio dias de aplicacion T1 8 639,8+178,08
T2 16 1957,9 £ 509,96
T3 12 2159,8 £ 575,53

X = Media; EE= Error estandar; T1=grupo control; T2= 6 mg de P4 en el dia 2,3y 4
post-1A; T3= 18 mg de P4 en dia 2 post-lA. No existieron diferencias estadisticas
significativas, segan ANOVA (P > 0,05), en ninguno de los dias de muestreo.
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En la Figura 20, se muestra la concentracion de progesterona en heces (ng/g de
heces) para cada tratamiento. Como puede observarse, si bien la concentracion fecal
de P4 no vari6 estadisticamente entre tratamiento (Tabla 5) fue numéricamente mayor

en los grupos 2 y 3 comparado con el control durante todos los dias de muestreo.
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Figura 20. Valores de progesterona por tratamiento en los dias de medicién por

tratamiento (T1: control, T2: P4 aplicada dia 2, 3, 4 post-IA, T3: P4 de larga accion aplicada en
dia 2 post-IA)

4.5. Numero y tamafio de embriones

En ésta variable no fue posible realizar el analisis estadistico, descriptivo y de
correlacion, debido a que no fueron recuperados embriones en ninguno de los tres

tratamientos por motivos que seran argumentados en la discusion.
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CAPITULO V: DISCUSION

En los ovinos la fertilidad se encuentra afectada por factores inherentes al animal y
por aquellos de origen ambiental. Se considera como los mas importantes a la
estacionalidad reproductiva, el estrés producido durante el manejo y la interaccion
social en el rebafio (Buratovich, 2010). Estas situaciones de estrés en las hembras
con gestaciones tempranas causan infertilidad en gran medida debido a la mortalidad
embrionaria que se produce antes de su implante, conociéndose que entre un 25y
40% de los embriones muere en las tres primeras semanas de vida (Gonzalez, 1991).
En este estudio, se planific6 administrar progesterona exégena de accion prolongada
durante el metaestro temprano esperando reforzar la funcion lutea e incrementar los
niveles de P4, de manera de mejorar la sobrevivencia embrionaria. No obstante, los
resultados indicaron que la suplementacion exdgena de P4 no represento una ventaja

sobre el tratamiento control.

Concentracion de progesterona en el dia 13 post-inseminacion

Los niveles de progesterona en sangre en el dia 13 se evaluaron para conocer si la
aplicacion de P4 exdgena de corta (administracion diaria por tres dias consecutivos)
y larga (una sola aplicacion) accién en el metaestro temprano producia algun efecto
en la funcién del CL. Se demostré que ambos grupos experimentales se comportaron
igual al grupo control dado que las diferencias entre tratamientos fueron no

significativas.

Estos hallazgos son similares a los sefialados en una investigacion previa realizada
por Pefaloza y Romero (2016), en la cual tampoco encontraron diferencias
significativas (T2 =20.7 £ 9.4 y T3 =17.0 £ 5.6) en los niveles de P4 en el dia 13
post IA entre las ovejas tratadas con P4 (inyectadas en dias similares a los de este
estudio) y las del grupo control. Es probable que en este estudio la variacion de los
animales que respondieron el tratamiento superovulatorio puede haber influido en la

variada respuesta que tuvieron luego de la administracion de la P4 exégena.

Mariana Gonzalez
Sofia Quezada
77



égg Universidad de Cuenca

Asimismo, Pope et al. (1995), en un estudio en ovejas en donde se administraron dosis
crecientes de P4 en los dias 2, 3, y 4 luego del celo espontaneo, indicaron que las
concentraciones de P4 en el dia 10 del ciclo no variaron entre el grupo tratado vy el

grupo control.

Numero y tamafio de cuerpos luteos.

El andlisis del niumero y el tamafio de cuerpos liteos en respuesta a la progesterona
exdgena, indicaron similitud estadistica con el grupo control (P > 0.05). Estos
resultados son opuestos a lo planteado en la hip6tesis, pero al mismo tiempo son
promisorios ya que muestran que la P4 inyectada en el metaestro no afecto el numero

ni el desarrollo de los CL resultantes del tratamiento superovulatorio.

En ovinos segun (Pope et al., 1995) al igual que en bovinos (O"Hara et al., 2014), la
adicion temprana de P4 parece tener un efecto paradojal, ya que aunque estimul6 un
desarrollo embrionario acelerado, lo que aseguraria la supervivencia de los embriones
producidos, a la vez disminuyo la funcionalidad del CL (O'Hara et al., 2014) y se
acorto la duracion de la fase lateal y del ciclo estral tanto en ovejas (Pope et al., 1995)
como en vacas de carne (Pugliesi et al, 2014), lo cual podria pensarse que

comprometeria la viabilidad futura de los embriones.

Los resultados de este estudio también coincidieron con los obtenidos por Barros
(2016) en vaconas del altiplano Ecuatoriano, quien luego de administrar 75 o 100 mg
de P4 en el dia post inseminacion no encontrd efecto sobre la morfologia del CL ni
sobre la concentracién de P4 en los dias correspondientes a la mitad de diestro. Sin
embargo, los resultados mostraron un desarrollo proporcional y progresivo del

crecimiento del CL desde el dia 2 al 16 similar al del grupo control.

En el estudio realizado por Pugliesi et al, (2014) en vacas de carne, el area del CL y
el flujo sanguineo durante los dias 2 al 8,5 no difiere significativamente (P>0.05) (T2=
4.30+0.22, T3=4.12 £ 0.31) entre vacas que recibieron 150 o 300 mg de P4 los dias
2 0 3 post-ovulacién y el grupo control (sin P4), lo que sugirié que el tratamiento con
P4 no tuvo efecto sobre el cuerpo luteo. Los autores concluyeron que la
suplementacion de P4 de accion prolongada en el dia 2 o 3 después de la ovulacion
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no tuvo efecto sobre el desarrollo del cuerpo luteo, lo cual coincide con los obtenidos
en este estudio.

Asimismo, los resultados que se obtuvieron en esta investigacién, corroboran los
sefalados en estudio de Pefialoza y Romero (2016) en el cual la administracion de
P4 exdgena durante el metaestro temprano en ovinos, no afectd el tamafio de los
cuerpos lateos. Similarmente, Woody & Ginther, (1968) en vacunos encontraron que
el peso del CL a los 15 dias no se vio afectado significativamente por el tratamiento
con P4 administrado durante la primera mitad del ciclo estral en vacas (100mg/dia en
los dias 1a10).

Cortisol

Los niveles de cortisol fueron evaluados para determinar si al aplicar una sola
inyeccion de P4 (P4 de larga accién) en el metaestro en lugar de tres dias seguidos
(P4 de corta accion), se reducia el estrés causado por manejo repetido de los
animales, que eventualmente podia afectar el desarrollo de los CL y comprometer la
viabilidad de los embriones.

Los resultados que se obtuvieron para esta variable no mostraron diferencias
estadisticas entre los tratamientos. Sorprendié que los niveles mas altos de cortisol,
correspondieran a las ovejas que no recibieron ningun tratamiento. Las causas de esto
podrian ser el método indirecto para medir esta hormona (a partir de heces), como
también el momento de la toma de muestra y la influencia de su estado reproductivo
(Palme, 2012).

Por otra parte, se debe sefalar que los animales de todos los grupos fueron
manejados en conjunto cada vez que hubo necesidad de movilizarlos para administrar
la P4 o para colectar las muestras de heces. Esto nos indica que en el ovino, su simple
manejo y trasporte para llevarlos a un corral pudo producir un nivel de estrés mayor
gue supere al de la aplicacion de inyecciones. Meza et al., (2002) indicaron que las
concentraciones altas de cortisol tienen consecuencias detrimentales en la
reproduccion, mientras que Cordova et al., (2008) sefialaron que el estrés modifica al

SNC y a su vez afectan la secrecion de GnRH vy la pulsatilidad y amplitud de la LH.
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Estas situaciones de estrés producidas por factores ambientales y de manejo que son

los que mas afectan la produccién y reproduccién animal.

En la investigacion realizada en toros por Reinoso & Brito (2016), los niveles de cortisol
medidos en heces mostraron diferencias significativas (T1 =74.3 +8.68 yT2=31.4
+ 9.81) al comparar dos tratamientos (T1= Sin tranquilizante, T2= con tranquilizante),
al extraer semen mediante el uso de electroeyaculador, lo que no coincide con los

resultados obtenidos en este estudio.
Progesterona en heces en el metaestro

En este estudio se comparo la administracion de progesterona de corta accion (6 mg
durante los dias 2 a 4, post IA) frente a una dosis Unica de progesterona de larga
accion (18mg en el dia 2 post IA). Los resultados obtenidos indicaron que no existieron
diferencias significativas, demostrdndose que los tratamientos se comportan de la
misma manera. Probablemente, el no haber encontrado diferencias significativas entre
los tres tratamientos pudiera explicarse por el método inespecifico que se empled
para valorar su concentracion, la variabilidad entre individuos, la velocidad del transito

del contenido intestinal, asi como también el bajo nimero de animales por grupo.

En este aspecto, los resultados de estudio no concuerdan con los sefialados en el
trabajo de Pefialoza y Romero (2016), quienes luego de aplicar 6 mg diarios de P4
durante los dias 2 a 4 después de la IA en ovejas, obtuvieron concentraciones de P4
en sangre superiores a las del grupo control De igual manera, tampoco coinciden
con lo indicado por Garret et al., (1988) quienes en bovinos encontraron diferencias
significativas al aplicar progesterona exodgena los dias 1 al 4 de gestacion, logrando

niveles superiores de P4 en plasma en los dias 2 al 5 de prefiez con relacion al control.

Asimismo, Barros (2016) en vacas tratadas con P4 de larga accion, comprobo que
existieron diferencias estadisticas (2,24+0,340) en los niveles plasmaticos de P4

durante los primeros dias del metaestro, entre las vaconas que recibieron 100 mg de
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P4 y las del grupo control, aunque las diferencias entre estas ultimas y las hembras
tratadas con 75 mg de P4 fue estadisticamente similar.

Coleccién de embriones

En este estudio no fue posible obtener embriones en ninguno de los grupos
experimentales estudiados. Es necesario decir que en los procedimientos habituales
de colecta de embriones producto de una superovulacion, estos son obtenidos en el
dia 6 o 7 después de la fecundacion. La colecta en el dia 7 introduce un factor poco
estudiado como es la resistencia de los embriones al proceso de colecta que se realiza
clasicamente. Los embriones de 13 dias de vida, ya estan elongados y en ausencia
de la zona pellcida, y por lo tanto presentan mayor fragilidad que los obtenidos en dia
7, por lo que probablemente el dia de colecta no fue el mas indicado, presumiendo
que produjo deterioro y disgregacion de los mismos, motivo por el cual no pudo ser

detectada ninguna estructura embrionaria (Gibbons, 2011).

Aunqgue el estudio se realiz6 un ambiente tropical en el que las horas luz del dia no
varian mayormente durante el afio, estas ovejas son de razas originarias de ambientes
del extremo sur del continente, por lo cual la ciclicidad reproductiva puede variar
durante el afio. Por lo tanto, debe considerarse que luego del apareamiento de las
hembras la fecundacion y/o el desarrollo embrionario temprano puede verse afectado

por la época reproductiva.

Asimismo el uso de dispositivos intravaginales para la sincronizacion de celo puede
haber tenido un efecto negativo sobre la viabilidad y funcionalidad de los
espermatozoides. Segun Manes & Ungerfeld, (2015) los implantes producen
incremento de leucocitos en el epitelio vaginal que afectan la viabilidad del
espermatozoide perturbando la fertilidad. Los proceso inflamatorios liberan radicales
libres, que ejercen efectos toxicos sobre los espermatozoides ya que ocasiona la
peroxidaciéon de los lipidos de la membrana espermatica, alternado su integridad,

morfologia y viabilidad. Salomon & Maxwell, (2000).
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Los hallazgos de esta investigacion en este aspecto concuerdan con los indicados por
Pefialoza & Romero, (2016), quienes en un experimento previo con objetivos similares
al del presente estudio, tampoco encontraron estructuras embrionarias en el dia 13

luego de la administracion de P4 exdgena.

Pope et al. (1993) utilizaron el mismo sistema de colecta y obtuvieron embriones en
las ovejas inseminadas, aunque en ese caso las ovejas no fueron superovuladas,
como si ocurrio en este estudio. Aparentemente, la superovulaciébn genera
condiciones ambientales en el Utero y de competencia en el Utero que pueden haber
generado la destruccion de los embriones mas alla del dia 8 post inseminacion (Pope
et al., 2005).

Asimismo, Menchaca, (2009) menciona que la eCG posee vida media prolongada, y
gue su efecto sobre la primera onda folicular después de la ovulacion podria generar
la presencia de grandes foliculos anovulatorios y mayores concentraciones de

estradiol en sangre las que podria afectar el desarrollo embrionario temprano
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES

Se rechaza la hipétesis planteada en esta investigacion debido a que la
administracion de progesterona en el metaestro temprano no afectd la

concentracion de progesterona ni el tamafio de cuerpos luteos.

El estrés producido por la aplicacion de P4 exdgena fue inferior al estrés

provocado durante el manejo de los animales.

Las concentraciones de cortisol no variaron entre tratamientos, sin embargo,
inesperadamente, las ovejas no tratadas (grupo control) tuvieron una
concentracion de cortisol fecal superior a la de los grupos que recibieron 1

(grupo 3) o multiples (grupo 2) inyecciones de progesterona.

RECOMENDACIONES

Para una futura investigacion se sugiere realizar la colecta de embriones en

el dia 7 debido a que conservan su estructura.

En caso de realizarse un estudio similar, seria de gran valor registrar la
duracion del ciclo interestrual con la finalidad de observar si el tratamiento de

P4 afecta la duracién de la fase lUteal.
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ANEXOS

Anexo 1. Registro de las ovejas

Universidad de Cuenca

REGISTRO OVEJAS TESIS
DESPARASITACION
# ORIGEN EDAD | SEXO | PESO | DESPARASITACION | OBSERVACION
206 NERO 32 33 ALB + IVER.
227 NERO 20 H 58 ALB + IVER
228 NERO H 42 ALB + IVER
229 NERO 13 H 37 ALB + IVER
231 NERO 12 H 38 ALB + IVER
12 IRQUIS 26 H 41 ALB + IVER
25 IRQUIS 29 H 46 ALB + IVER
104 IRQUIS 28 H 31 ALB + IVER
103 IRQUIS 18 H 30 ALB + IVER
500 | COMPRA 38 H 49 ALB + IVER
501 | COMPRA 20 H 39 ALB + IVER
502 | COMPRA 12 H 40 ALB + IVER
503 | COMPRA 13 H ALB + IVER MUERTA
504 | COMPRA 26 H ALB + IVER OVH
505 | COMPRA 26 H 53 ALB + IVER
506 | COMPRA 16 H 36 ALB + IVER
507 | COMPRA 20 H 42 ALB + IVER
508 | COMPRA 26 H 34 ALB + IVER
509 | COMPRA 38 H 50 ALB + IVER
510 | COMPRA 12 H 33 ALB + IVER
512 | COMPRA 18 H 38 ALB + IVER
513 | COMPRA 28 H 31 ALB + IVER OVH
515 | COMPRA 26 H ALBENDAZOL PARIDA
516 | COMPRA H 23 ALB + IVER + LEV 9/11/15
517 | COMPRA H 34 ALB + IVER + LEV 9/11/15
518 | COMPRA H 32 ALB + IVER + LEV 9/11/15
0 IRQUIS H 15 ALB + IVER
4 NERO M ALB + IVER
29 IRQUIS M ALB + IVER
102 IRQUIS M ALB + IVER
250 | PRESTADO M ALB + IVER

Mariana Gonzalez
Sofia Quezada

96



Anexo 2. Programa de sincronizacion de celo

Universidad de Cuenca

REGISTRO OVEJAS TESIS
SINCRONIZACION DE CELO
(Medroxiprogesterona 60 mg)
# ORIGEN | EDAD | SEXO | KG |[ESPONJA P4| FECHA OBSERVACIONES
206 NERO 32 H 33 X 12/11/2015
227 NERO 20 58 X 12/11/2015
228 NERO H 42 X 12/11/2015
229 NERO 13 H 37 X 12/11/2015
231 NERO 12 H 38 X 12/11/2015
12 IRQUIS 26 H 41 X 12/11/2015
25 IRQUIS 29 H 46 X 12/11/2015
104 | IRQUIS 28 H 31 NO 12/11/2015 MAESTRIA
103 | IRQUIS 18 H 30 X 12/11/2015
500 | COMPRA 38 H 49 X 12/11/2015
501 | COMPRA 20 H 39 X 12/11/2015
502 | COMPRA 12 H 40 X 12/11/2015
505 | COMPRA 26 H 53 X 12/11/2015
506 | COMPRA 16 H 36 X 12/11/2015
507 | COMPRA 20 H 42 X 12/11/2015
508 | COMPRA 26 H 34 X 12/11/2015
509 | COMPRA 38 H 50 X 12/11/2015
510 | COMPRA 12 H 33 X 12/11/2015
512 | COMPRA 18 H 38 X 12/11/2015
513 | COMPRA 28 H 31 X 12/11/2015 OVH
515 | COMPRA 26 H NO PARIDA
516 | NUEVA H 23 X 12/11/2015
517 | NUEVA H 34 X 12/11/2015
518 | NUEVA H 32 X 12/11/2015
0 IRQUIS H 15 NO

Mariana Gonzalez
Sofia Quezada

97



Anexo 3. Programa de Superovulacion

Universidad de Cuenca

DIA  FECHA GRUPO 1 GRUPO 2
FSH eCG FSH eCG
0 12/11/2015 Implante Implante Implante Implante
10 22/11/2015 20 mg FSH 1000UI eCG
20 mg FSH
11 23/11/2015 16 mg FSH 20 mg FSH 1000UI Ecg
16 mg FSH 20 mg FSH
12 24/11/2015 Ret. Implante Ret. Implante 16 mg FSH
14 mg FSH + 500 Ul eCG 16 mg FSH
500 Ul eCG
14 mg FSH
13 25/11/2015 Revisar celo Revisar celo Ret. Implante Ret. Implante
con un con un
14 mg FSH + 500 UleCG
macho. macho.
500UleCG
1A A
14 mg FSH
14 26/11/2015 IA A Revisar celo Revisar celo
con un macho. con un
macho.
IA
IA
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Anexo 4. Protocolo de aplicacion de progesterona

Universidad de Cuenca

INYECCION DE PROGESTERONA

15 28/11/2015 501-510-505-516-508-509-25

16  29/11/2015  501-510-505-516-508-509-25 512-502-517-506-12-227-228

17 30/11/2015 501-510-505-516-508-509-25

/12/2015 COLECTA COLECTA
/12/2015 COLECTA COLECTA
REGISTRO OVEJAS TESIS
PROGESTERONA
FECHA

FOLTRIGR|NA 28/11/2015 | 29/11/2015 | 30/11/2015 | 01/12/2015 OBSERVACIONES
103| T1| 1 | ECG
501 | T2 | 1 | ECG 6 mg 6 mg 6 mg
510 | T2 | 1 | ECG 6 mg 6 mg 6 mg
507 | T1| 1 | ECG
505| T2 | 1 | ECG 6 mg 6 mg 6 mg
516 | T2 | 1 | FSH 6 mg 6 mg 6 mg
508 | T2 | 1 | FSH 6 mg 6 mg 6 mg
231 (T1| 1 | FSH
5091 T2 | 1 | FSH 6 mg 6 mg 6 mg

25 | T2 | 1 | FSH 6 mg 6 mg 6 mg
512 | T3 | 2 | ECG 18 mg LARGA ACCION
229 (T1| 2 | ECG
502 | T3 | 2 | ECG 18 mg LARGA ACCION
517 | T3 | 2 | ECG 18 mg LARGA ACCION
500 | T1| 2 | ECG
518 | T1 | 2 | FSH
506 [ T3| 2 | FSH 18 mg LARGA ACCION
12 | T3 | 2 | FSH 18 mg LARGA ACCION
206 (T2 | 2 | FSH
227 |1 T3 | 2 | FSH 18 mg LARGA ACCION
228 | 73| 2 | ECG 18 mg LARGA ACCION
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Anexo 5. Colecta de muestras de heces

Universidad de Cuenca

REGISTRO OVEJAS TESIS
MUESTRAS DE HECES
FECHA
# |TR|GR | HNA
28/11/2015 | 29/11/2015 | 30/11/2015 | 01/12/2015 | 02/12/2015

103|T1| 1 [ECG X X X X X X
501(T2| 1 |[ECG| X X X X
510(T2| 1 |ECG X X X X X
507 (T1| 1 |[ECG| X X X X X X X - - -
505(T2| 1 |[ECG| X X X X X X X - - -
516 | T2 1 |FSH| X X X X X X X - - -
508 | T2 1 |FSH| X X X X X X X - - -
231(T1| 1 |[FSH| X X X X X
509 (T2| 1 |[FSH| X X X X X X X -
25 | T2 1 |FSH| X X X X X X
5121 T3 | 2 |ECG X X X X X X X -
229 (T1| 2 |ECG X X X X X X X -
502 (T3 | 2 |ECG X X X X X X X -
517 (T3| 2 |ECG X X X X X X
500 | T1| 2 |ECG X X X X X X X -
518 | T1| 2 | FSH X X X
506 (T3| 2 | FSH X X X X X X X -
12 | T3| 2 | FSH X X X X X X
206 T1| 2 | FSH X X X X X X
2271 T3| 2 | FSH X X X X X X X -
228 (T3 | 2 |ECG X X X X X X
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Anexo 6. Hoja de campo para cirugia

1. DATOS GENERALES

Universidad de Cuenca

NRO | ORIGEN | EDAD KG SO FECHA IA GRUPO |TRATAMIENTO
2. CUERPO LUTEO Y FOLICULOS
OVARIOS DERECHO IZQUIERDO
#CL
DIMENSION
FOLICULOS
3. COLECTA DE ESTRUCTURAS
ESTRUCTURA #
OVOCITOS
EMBRION
4. EVALUACION MORFOLOGICA
#
Estructura | 1 | 2 415 718[19(10(11(12|13|14|15(16(17(18|19|20|21(22(23|24|25
Estado
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Anexo 7. Fotos de la investigacion
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Sincronizacion de celo - Colocacion de esponjas

Extraccion de semen Inseminacion artificial
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Cérvix Recoleccion de heces

Identificacion de muestras

P4 de larga accion
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Medicion de CL

Muestras frescas
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Muestras para ser procesadas
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Anexo 8: Prueba de Shapiro Wilk para progesterona plasmatica al dia 13 post

inseminacion
Pruebas de normalidad
TRATAMIENTO Shapiro-Wilk
Estadistico o] Sig.
P4 DIA 13 T1 ,868 7 0,180
T2 ,814 7 0,056
T3 , 796 7 0,038

*, Esto es un limite inferior de la significacién verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Anexo 9: Prueba de Levene para progesterona plasmatica al dia 13 post

inseminacion

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de dfl df2 Sig.
Levene
P4 _DIA_13 ,160 2 18 0,853

Anexo 10: ANOVA para progesterona plasmatica al dia 13 post

inseminacion

P4 DIA 13
Suma de o] Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 193,671 2 96,836 0,43 0,657
Intra-grupos 4055,18 18 225,288
Total 4248,851 20
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Anexo 11: Prueba de Kruscal Wallis para progesterona plasmatica al dia 13 post

inseminacion
Rangos
P4_DIA_13 N Rango promedio
TRATAMIENTO 1.00 2 1.75
3.00 1 2.50
Total 3

Anexo 12: Pruebas de Normalidad para el nimero y tamafio de cuerpos luteos al dia

7

Pruebas de normalidad

Tratamiento_CL_7 Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Num CL 7 T1 ,260 2
T2 ,349 3 ,832 3 ,194
T3 ,260 2
Tam CL 7 T1 ,260 2
T2 ,329 3 ,869 3 ,293
T3 ,260 2

Anexo 13: Prueba de Levene para el nUmero y tamafio de cuerpos luteos al dia 7

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de Sig.
Levene
Num_CL_7 211,015 0
Tam _CL_7 1,391 0,348
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Anexo 14: ANOVA para el numero y tamafio de cuerpos luteos al dia 7
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ANOVA
Sumade gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Num_CL_7 Entre 280,833 2 140,417 ,801 ,510
grupos
Dentro 701,167 4 175,292 NS
de
grupos
Total 982,000 6
Tam_CL_7 Entre ,067 2 ,034 ,808 ,507
grupos
Dentro , 166 4 ,042 NS
de
grupos
Total 233 6

Anexo 15: Prueba de Kruscal Wallis para el nimero y tamafio de cuerpos luteos al

dia 7
Estadisticos de prueba?P
Num_CL_7 Tam_CL_7
Chi-cuadrado 0,214 1,464
Gl 2 2
Sig. Asintética 0,898 0,481

a. Prueba de Kruskal Wallis

b. Variable de agrupacion: Tratamiento_CL_7
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Anexo 16: Pruebas de Normalidad para el nimero y tamafio de cuerpos luteos al dia

13
Tratamiento_CL_13 Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico Gl Sig.
Num_CL_13 T1 ,343 3 ,842 ,220
T3 ,260 2
Tam_CL_13 T1 ,209 3 ,991 ,823
T2 ,260 2
T3 ,260 2
a. Correccion de significacion de Lilliefors
b. Num_CL_13 es constante cuando Tratamiento_CL_13 = T2. Se ha omitido.
Anexo 17: Prueba de Levene para el niumero y tamafio de cuerpos luteos al dia 13
Estadistico de gll gl2 Sig.
Levene
Num_CL_13 6,327 2 4 ,058
Tam_CL_13 , 784 2 4 ,516
Anexo 18: ANOVA para el nimero y tamafio de cuerpos luteos al dia 13
ANOVA
Suma de Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Num_CL_13 Entre 27,429 2 13,714 1,371 ,352
grupos
Dentro 40,000 4 10,000 NS
de
grupos
Total 67,429 6
Tam_CL_13 Entre ,041 2 ,020 ,512 ,634
grupos
Dentro ,160 4 ,040 NS
de
grupos
Total ,201 6
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Anexo 19: Prueba de Kruscal Wallis para el nimero y tamafio de cuerpos lateos al

dia 7

Estadisticos de prueba?P

Num_CL_13 Tam_CL_13
Chi-cuadrado ,824 1,179
Gl 2 2
Sig. Asintotica ,662 ,555
a. Prueba de Kruskal Wallis
b. Variable de agrupacion: Tratamiento_CL_13
Anexo 20: Prueba de Shapiro Wilk para cortisol en heces
Tratamiento dias Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.
C dial T1
T2 ,961 4 , 782
T3 ,960 ,615
C _dia2 T1
T2 ,989 4 ,951
T3 ,939 ,523
C_dia3 T1
T2 ,880 4 ,339
T3 ,940 ,527
C_dia4d T1
T2 ,961 4 , 787
T3 ,997 ,898

a. Correccion de significacién de Lilliefors
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Anexo 21: Prueba de Levene para cortisol en heces
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Estadistico de gll gl2 Sig.
Levene
C_dial ,544 2 6 ,607
C_dia2 3,156 2 6 ,116
C_dia3 3,905 2 6 ,082
C_dia4 3,018 2 6 ,124
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Anexo 22: ANOVA de cortisol en heces
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Suma de gl Media F Sig.
Tratamientos cuadrados cuadratica
Total Inter- 5364,521 2 2682,260 1,138 ,333
grupos
Intra- 77792,479 33 2357,348
grupos
Total 83157,000 35
C_dial Inter- 1299,889 2 649,944 ,370 ,706
grupos
Intra- 10553,667 6 1758,944
grupos
Total 11853,556
C_dia2 Inter- 11685,389 2 5842,694 2,091 ,205
grupos
Intra- 16764,167 6 2794,028
grupos
Total 28449,556 8
C_dia3 Inter- 8581,389 4290,694 1,978 ,219
grupos
Intra- 13017,500 6 2169,583
grupos
Total 21598,889
C_dia4 Inter- 2922,083 2 1461,042 , 738 ,517
grupos
Intra- 11881,917 6 1980,319
grupos
Total 14804,000 8
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Anexo 23: Prueba de Kruscal Wallis para cortisol en heces

Rangos
Tratamiento N Rango promedio
Dias

C_dial T1 2 5.50
T2 4 5.25
T3 3 4.33
Total 9

C_dia2 Tl 2 7.50
T2 4 5.38
T3 3 2.83
Total 9

C_dia3 Tl 2 7.00
T2 4 3.25
T3 3 6.00
Total 9

C_diad T1 2 4.50
T2 4 4.50
T3 3 6.00
Total 9
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Pruebas de normalidad

Tratamiento Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.
Progesterona T1 ,875 8 , 167
T2 , 735 16 ,000
T3 73 12 ,005
P4 dial T1
T2 ,698 ,011
T3 977 , 707
P4 dia 2 T1
T2 ,829 ,165
T3 ,987 , 786
P4 dia3 T1
T2 , 704 ,013
T3 ,870 ,295
P4 diad T1
T2 , 7156 ,044
T3 , 7166 3 ,036
a. Correccion de significacién de Lilliefors
Anexo 25: Prueba de Levene para progesterona en heces
Progesterona
Estadistico de gll gl2 Sig.
Levene
2,238 2 33 ,123
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ANOVA
Suma de Gl Media F  Sig.
cuadrados cuadratica
P4 dial Entre grupos 627880,556 2  313940,278 ,502 ,628
Dentro de grupos 3749815,667 6 624969,278
Total 4377696,222 8
P4 dia_2 Entre grupos 1768406,556 2 884203,278 ,994 ,424
Dentro de grupos 5338227,667 6 889704,611
Total 7106634,222 8
P4 dia3 Entre grupos 2774132,083 2 1387066,042 ,316 ,741
Dentro de grupos 26338589,917 6 4389764,986
Total 29112722,000 8
P4 dia4 Entre grupos 11719218,306 2 5859609,153 ,876 ,464

Dentro de grupos

Total

40142689,250 6

51861907,556 8

6690448,208
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Anexo 27: Prueba de Kruscal Wallis para progesterona en heces

Tratamiento_dias N Rango
promedio

P4 _dial T1 2 2.00
T2 4 5.25
T3 3 6.67
Total 9

P4 dia_2 T1 2 1.50
T2 4 6.25
T3 3 5.67
Total 9

P4 _dia3 Tl 2 3.00
T2 4 5.00
T3 3 6.33
Total 9

P4 diad T1 2 2.50
T2 4 4.50
T3 3 7.33
Total 9
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