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I. Titulo

RESPUESTA OVARICA Y FERTILIDAD EN OVEJAS MULTIPARAS SOMETIDOS A DOS
PROTOCOLOS DE SINCRONIZACION CON PROGESTAGENO/eCG

I1.  Resumen del Proyecto de Tesis

La aplicacion de tratamientos basados en dispositivos intravaginales de progesterona a dosis
controladas (CIDR) mas hormona coridnica equina (eCG) se ha visto favorecida en los Gltimos afios
para la induccion de la actividad estral y la ovulacién en la estacion reproductiva con resultados
favorables a largo plazo. Sin embargo la respuesta a los tratamientos a corto plazo son escasos. En ese
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Universidad Nacional del Altiplano, que tiene una extension de 3216 Ha. Ubicado a una altitud de
3,925m en el distrito de Umachiri, provincia de Melgar del departamento de Puno, con el objetivo de
determinar la respuesta ovérica y fertilidad en ovejas multiparas sometidos a dos protocolos de
sincronizacion con progestageno/eCG; el tamafio de muestra a utilizarse sera de 50 ovinos. Los datos
se analizaran en mediante la prueba de Shapiro para determinar la normalidad y, posteriormente, la
homogeneidad de las varianzas mediante una prueba de Bartlett.

111. Palabras claves (Keywords)

Ovinos, induccidn del estro, sincronizacion, reproduccion,

1V. Justificacién del proyecto

La poblacién humana mundial ha crecido significativamente en los Ultimos afios y, para el afio 2050,
serd de aproximadamente 9,500 millones de personas. Este crecimiento demogréafico conlleva una
creciente demanda de alimentos de origen animal. Sin embargo, teniendo en cuenta los problemas
relacionados con la escasez de recursos y el calentamiento global, la elevada demanda de alimentos
debe satisfacerse con menos alteraciones del medio ambiente y cuidando los pardmetros de bienestar
animal (Montossi et al., 2013; Menchaca, 2019., Redden y Thorne, 2020). En este escenario, los
pequefios rumiantes son un recurso econdémico y sostenible de primer orden para la poblacion rural
gue vive en regiones en desarrollo y paises en transicion (FAO, 2012) y en condiciones climaticas
adversas, donde la crianza de otros animales resulta muy ineficiente (Amiridis, 2012). En tales
condiciones, la salud, la nutricién y la eficiencia reproductiva son cuestiones criticas para la crianza
de ovinos ademas esta especie se caracteriza por dias cortos y poliestrica estacional (Redden y Thorne,
2020; Foster et al., 1986; Arroyo, 2011), con periodos de anestro modulados por factores exdgenos
(temperatura ambiental, estado nutricional e interacciones sociales) (Rosa & Bryant, 2003;
Scaramuzzi et al., 2006; Kareta et al., 2006).

En los ovinos estos patrones afectan a la disponibilidad de productos de primera necesidad como la
carne, durante todo el afio y por lo tanto se requiere la induccion de la actividad reproductiva durante
el anestro estacional en ovinos (Martemucci & D’Alessandro, 2011), basada principalmente con el
uso de progesterona exdgena durante 12-14 dias, combinada con gonadotrofina coriénica equina
(eCG) para la estimulacién del desarrollo folicular terminal (Abecia et al., 2012; Wildeus, 2000) y
evitar la influencia del anestro (Lozano et al., 2020). Actualmente, la evidencia ultrasonografica sobre
los patrones de crecimiento folicular junto con cuestiones de salud y bienestar han dado lugar a la
reduccion de los protocolos basados con progesterona de 5-7 dias de tratamiento (Santos et al., 2020;
Martinez et al., 2018). Los protocolos a corto plazo se utilizan ahora con frecuencia para la
inseminacién artificial de ovinos en condiciones de campo, aunque siguen siendo mucho menos
populares entre los productores que los tratamientos clasicos a largo plazo (Gonzalez et al., 2020).

Los resultados obtenidos y procesados del estudio de la respuesta ovérica y fertilidad en ovejas
multiparas sometidos a dos protocolos de sincronizacion con progestageno/eCG podria aclarar de la
mejor manera la respuesta fisioldgica en los ovinos y con ello poder establecer protocolos de
sincronizacion para las condiciones de nuestro altiplano.

V. Antecedentes del proyecto

5.1 Métodos farmacoldgicos para la sincronizacion del estro
La esponja intravaginal.

Este método ha sido el tratamiento tradicional de eleccion para la sincronizacion de estros en pequefios
rumiantes, dentro y fuera de la estacion reproductiva. Estas son esponjas de poliuretano impregnadas
con 60 mg de acetato de medroxiprogesterona (MAP) o 45 mg de acetato de fluorogestona (FGA).
Por un periodo de 10 a 16 dias han sido exitosamente utilizadas para la sincronizacion del estro en
ovejas (Ainsworth y Wolynetz, 1982; Iglesias et al., 1997). La eficacia de las esponjas intravaginales
se ha demostrado en muchos experimentos con una variabilidad en la respuesta al estro y la fertilidad,
dependiendo de la especie, raza, manejo y sistema de empadre (monta natural o IA). En una
comparacion de esponjas intravaginales conteniendo 15, 30, 45 o 60 mg de MAP en ovejas Corriedale
en época no reproductiva, no se encontraron diferencias entre las dosis y el porcentaje de ovulacion
(96.8%) y tasa de ovulacion (1.25) (Iglesias et al., 1997), esto sugiere que una dosis del 25% de la
formulacion comercial (15 mg) puede ser 1til para inducir estros en esa raza. Algunos estudios han
evaluado la eficacia del tiempo de IA seguido de un tratamiento con esponjas intravaginales. En un
experimento a gran escala en ovejas Merino (n= 2,304), Moses et al., (1997) no encontraron
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diferenciasen lastasas de prefiez con TA taparoscopica con semen congelado; tacual-se realizo-12-h
después de haber detectado el estro (62.9%) o a tiempo fijo 60h después de remover la esponja
(59.1%). La aplicacion de gonadotropina coridnica equina (eCG), 48 h antes del retiro de la esponja
o al momento de retirar la esponja en la IA cervical a tiempo fijo a 36 y 48 h, no mostro diferencia
cuando se aplico eCG 48 h antes del retiro de la esponja y al momento de retirar la esponja en ovejas
inseminadas artificialmente con semen fresco fuera de estacion reproductiva, encontrando un
porcentaje de paricion de 40 a 64%, resultado comparado al encontrado en ovejas inseminadas
artificialmente en estro con un 50% de pariciones (Fukui et al., 1989). Dispositivo de liberacion interna
controlada de progesterona (CIDR). Estos dispositivos son hechos de un elastomero de silicon
impregnados de P4, desarrollados en Nueva Zelanda, actualmente son los de mayor facilidad en su
aplicacion, su contenido de progesterona es de 300 mg. En estudios realizados con ovejas
ovariectomizadas implantadas con CIDR, el pico de progesterona en plasma se alcanzo a las 2 h de
insercion (5.5 ng/ml), con una rapida declinacion curvilinea (Ainswhorth y Downey, 1986). Sin
embargo, trabajos subsecuentes de Wheaton et al. (1993) encontraron el pico de P4 en plasma de 2.1
ng/ml entre las 24 h y relativamente estables entre los dias 1y 13 (1.9 ng/ml). El protocolo para el uso
del dispositivo CIDR es usualmente idéntico al protocolo de las esponjas intravaginales. El tiempo al
inicio del estro después del retiro del CIDR con 11 d de tratamiento en época reproductiva fue de 10
h en hembras jovenes y 33.33 a 34.5 h en hembras maduras (Fenton et al., 1997).

Otras investigaciones indican que el uso del CIDR elimina la variacién en la tasa de ovulacion
usualmente observada bajo condiciones naturales en la época de reproduccion (Scott y Montgomery,
1990). Ritar et al. (1990) reportaron en un experimento realizado con ovejas Cashmere (n=1,833) en
Australia comparando CIDR con el tratamiento tradicional de esponja (FGA) para usarse en esquemas
de IA durante la estacion reproductiva, las ovejas fueron tratadas por 15 a 20 d y al terminar el
tratamiento se administrdo eCG (200 UI). No observaron diferencias entre el CIDR y la esponja con
FGA, las tasas de prefiez fueron de 39% con inseminacion artificial cervical y 52 a 64% para
inseminacion artificial laparoscopica usando semen congelado. Al comparar el CIDR vs esponja
impregnada con 500 mg de progesterona en ovejas por 12 d fuera de época reproductiva, la tasa de
induccion a estro y tiempo de inicio al estro después de remover el dispositivo fue de 91.7% y 36.3 +
15.7 h y 100% y 35 + 12.6 h respectivamente, no encontrando diferencia estadistica significativa
(P>0.05) entre los dispositivos (Kohno et al., 2005). En otro experimento al comparar tres métodos de
sincronizacion CIDR, se colocd esponja impregnada con 500 mg de progesterona y esponja
impregnada con acetato de medroxiprogesterona por 12 d, todas las ovejas mostraron estro a los 3 d
del retiro de los dispositivos y el promedio de tiempo de inicio al estro fue 23, 33 y 21 horas,
respectivamente.

Gonadotropinas.

El uso de gonadotropinas se ha incorporado a los sistemas de sincronizacion con dispositivos
intravaginales, utilizadas para inducir ovulacion en hembras en anestro. El producto mas usado es
eCG, una de sus limitaciones es su gran actividad bioldgica, causando continuamente reclutamiento
de foliculos antrales, lo cual resulta en alto nimero de foliculos no ovulatorios, particularmente cuando
se administra a niveles para inducir superovulacion. De ahi varios estudios han evaluado dosis con
diferentes niveles de eCG y tipos de gonadotropinas. Zaiem et al. (1996) evaluaron tres dosis de eCG
(300, 450 y 600 UI) usadas en ovejas sincronizadas con FGA (40 mg 14 d) durante la época no
reproductiva. Con los tres niveles de eCG se obtuvieron tasas de fertilidad similares (81.2 a 84.3%)
que resulté mas altas (P (P<0.05) que las hembras que no recibieron eCG (57.5%). La prolificidad se
incremento sobre el control en 130.4% (P<0.05), a dosis de 450 UI (155.5%) y 600 UI (176.9%), pero
no a 300 UI (133.3%) sugiriendo que 450 a 600 UI son los niveles dptimos en este caso. Otra
limitacion potencial de la eCG es que puede disminuir la fertilidad después de su uso repetido (Baril
et al.,, 1998). En un experimento se evaluaron nueve rebafios de ovejas lecheras, siete fueron
sincronizados con FGA (40 mg 14d) con 500 a 550 UI eCG inyectada al momento de retirar la esponja,
mientras que los otros dos rebafios se utilizaron como control. Se tomaron muestras de sangre al
momento de colocar la esponja y 20 d después del tratamiento con eCG para evaluar la presencia de
anticuerpos anti eCG. La tasa de union a anticuerpos para

eCG en 95% de hembras en los rebafios control nunca tratadas con eCG fue menor de 1.5%. En
contraste el promedio de reactores en las hembras tratadas fue 14.5%, esto fue relacionado al ntimero
de tratamientos previos y edad de la hembra (Bodin et al., 1997). La GnRH se ha usado también en
conjunto con los métodos tradicionales para sincronizar el estro. En ovejas Merino tratadas con GnRH
(100 pg) 24 h después de remover la esponja (MAP, 12 d), el tiempo de la ovulacion se adelantd en la
época reproductiva, pero el tratamiento no tuvo efecto con hembras en anestro (Ryan et al., 1992).
Igualmente, se acort6 el tiempo al inicio del estro en ovejas Merino ciclando cuando la GnRH fue
aplicada 12 h después de remover la esponja (MAP, 12 d) (Jabbour y Evans, 1991).
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Prostaglandinas (PG). El sistema basado en prostaglandinas controtaelciclo-estral-conta-terminacion
de la fase Iutea a través de la regresion del CL. Solo aplicable a hembras ciclando y de ahi que este
sistema limita su uso durante la época de reproduccion. Debido a que el ciclo estral de las ovejas no
se encuentra en la misma fase y no son receptivas al tratamiento de igual forma, un sistema de

doble inyeccion con 11 d de separacion es el mas usado en el mundo para ovejas y cabras (Wildeus,
1999). Zamiri y Hosseini (1998) evaluaron el uso de hCG para aumentar la fertilidad, prolificidad y
paricion en ovejas sincronizadas con cloprostenol con intervalo de 8 d. Las ovejas fueron inyectadas
con dosis de 125,250y 500 UI gonadotropina coriénica humana (hCG) y solucion salina 24 h después
de la segunda inyeccion de cloprostenol. La dosis mas alta de hCG incremento la prolificidad (P<0.05)
pero deprimi6 la fertilidad, sugiriendo que la hCG no es viable para este tipo de sincronizacion. No se
encontr6 diferencia en ovejas Menze en respuesta al estro (83%) sincronizadas con PGF (2.5 mg 12 d
aparte) y esponja (FGA, 40 mg por 12 d), pero las hembras tratadas con PGF exhibieron estro mas
temprano (P<0.05) — 6h (Mutiga y Mukasa-Mugerwa, 1992).

El inicio temprano del estro después de administrar prostaglandinas (10 mg, 11 d aparte) comparado
con esponja (MAP, 60 mg por 14 d) fue también observado en ovejas West African Dwarf 41.2 vs
77.7 h (P>0.05), respectivamente (Oyediji et al., 1990).

VI. Hipotesis del trabajo

La evaluacion de los protocolos de sincronizacion de estro influira en la respuesta ovérica y fertilidad
en ovejas multiparas

VII. Objetivo general

Evaluacion de la respuesta ovarica y fertilidad en ovejas multiparas sometidos a dos protocolos de
sincronizacion con progestageno/eCG

VIIL. Objetivos especificos

e Determinar numero y tamafio de foliculos después de la aplicacion de progestagenos/eCG.
o Determinar la fertilidad post inseminacion artificial via intracervical con protocolos a corto
y largo plazo.

IX. Metodologia de investigacion

Poblacién y tamafio de muestra.
Poblacion.
El poblacion estara conformado ovinos seleccionados al azar previo descarte de prefiez mediante el
ecografo y estara conformado por 50 borregas, que tengan una condicion corporal de escala numérica
3, que seran sometidos al experimento desde el inicio de la aplicacion de los T1 y T2 de sincronizacion
hasta el diagnostico de prefiez a los 40 dias por ultrasonografia.

2 grupos:
* 25 borregas T1.
* 25 borregas T2.
Muestra
El tamafio de la muestra se determinara mediante el método no paramétrico de muestreo simple al
azar.
Metodologia de la experimentacion
Para la aplicacion de estos dos programas de sincronizacion de estro e inseminacion artificial a tiempo
fijo con semen fresco. Se realizara con el siguiente procedimiento y de acuerdo a los estudios
planteados por Manrique et al (2021).

Protocolo experimental (T1):

DIA 0.- Colocacion de una esponja vaginal, dispositivo impregnado con progestagenos de 60 mg de
acetato de medroxiprogesterona (MAP), previa lubricacion con aceite mineral del especulo vaginal,
desinfectar para el proximo uso.

DIA 13.- Retiro del implante, esponja vaginal, dispositivo impregnado con progestagenos de 60 mg
de acetato de medroxiprogesterona (MAP), usando guantes quirirgico para evitar contaminacion del
operador.
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bIA 13.—.Aplicacic’)n via Inyectable intramuscutar-de-fa-gonadotropina-corionica-equina-(¢€G)-de-200
UL

DIA 15.- Inseminacién artificial a tiempo fijo (IATF) post aplicacion de la gonadotropina coridnica
equina (eCQG) y retiro del implante vaginal (56 horas).

DIA. 35 — 40. Diagndstico de gestacion post Inseminacion Artificial por ultrasonografia.

Protocolo experimental (T2):

DIA 0.- Colocacion de una esponja vaginal, dispositivo impregnado con progestagenos de 60 mg de
acetato de medroxiprogesterona (MAP), previa lubricacién con aceite mineral, desinfectar para el
proximo uso.

DIA 07.- Retiro del implante, esponja vaginal, dispositivo impregnado con progestagenos de 60 mg
de acetato de medroxiprogesterona (MAP), usando guantes quirlrgico para evitar contaminacion del
operador.

DIA 07.- Aplicacion via Inyectable intramuscular de la gonadotropina coridnica equina (eCG) de 200

UL
DIA 09. Inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF) post aplicacion de la gonadotropina coridnica
equina (eCG) y retiro del implante vaginal (56 horas).

DIA 35- 40.- Diagndstico de gestacion post Inseminacion Artificial por ultrasonografia.

Para la determinacién de la eficiencia de los programas de Sincronizacion estd en funcion del
porcentaje fertilidad.

Porcentaje de fertilidad= (Numero de borregas fertilizadas/
Numero de borregas inseminadas ) x 100

9.2. Descripcion detallada de los métodos, uso de materiales, equipos o insumos.

a) Disefio experimental

Para el analisis de los datos se determinaran medidas de tendencia central y de dispersion (media,
desviacion estandar y coeficiente de variabilidad), y para realizar la comparacion de los dos protocolos
primero se determinara normalidad y homocedasticidad de los datos y luego seran sometidas a una
Prueba de “t”, mientras que para determinar el porcentaje de fertilidad los datos se someteran a la
prueba no paramétrica de chi cuadrado con una confiabilidad del 95 %, todos los datos fueron
evaluados en el programa estadistico R 3.4.1. con su extension de RCmdr (R Core Team, 2020)

Prueba no paramétrica La prueba del Chi cuadrado
X2c=Y (0i-Ei)2 i=I Ei

Donde:

X2c¢ = Chi cuadrado calculado.

Oi = frecuencia observada.

Ei = frecuencia esperada.

Grados libertad: gl = (F - 1) (C—1)

c. Nivel de significancia

Se utilizara un nivel de significancia de a. = 0.05

b) Descripcion detallada del uso de materiales, equipos, insumos, entre otros.
Materiales biologicos:

Se seleccionara 50 borregas, las cuales 25 se destinaran para el protocolo 1y 25 para el protocolo 2
Materiales de campo:

* Registros de inseminacion.

* Registros de diagnostico de gestacion.

Equipo Estable de inseminacion artificial:

* Vagina artificial.

* Vasos colectores.

* Vaginoscopio iluminado.

+ Pistola Micro Dosis de inseminacion artificial.
* Jeringas y agujas hipodérmicas.

» Bagetas de vidrio.

*  Microscopio.
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Ecografo portatil

Equipo Fungible de inseminacion artificial:

Fundas de latex para vagina artificial.

Vasos colectores.

Lamina porta objeto.

Botiquin minimo para atencion de animales.

Farmacos

50 Esponjas intravaginales (progestdgenos) impregnadas con 60 mg de acetato

medroxiprogesterona (Syntex®).

08 frascos de 5000 UI de eCG (Novormon 5000®).

01 Aplicador de esponjas.

01 litro de aceite mineral Lubricante del aplicador de esponjas.
100ml de Dilutor sintetico (opsiptell)

Insumos y varios

Jeringas descartables de 5 ml, 3 ml,
Agujas hipodérmicas.

Jeringas descartables de tuberculina.
Agujas hipodérmicas de tuberculina.
Desinfectantes y antisépticos.
Guantes quirurgicos.

Papel absorbente.

Vaselina (aceite mineral).

Agua destilada.

Termoémetro.

Registros de toma de datos.

Pinturas de colores.

Botas de jebe.

Mameluco.

Cuadernillo de campo.

Lapiceros.

Otros materiales
Material de redaccion:

Papel bond, lapices y lapiceros,
calculadora,

Camara digital.

Computadora portatil.
Impresora.

Fichas de manejo
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XI.

Uso de los resultados y contribuciones del proyecto

Los resultados obtenidos en el estudio servira para masificar la crianza de ovinos, impulsado con la
aplicacion de la inseminacion artificial con la finalidad de aumentar la productividad y rentabilidad del
rebafio

XIl.

Impactos esperados

i. Impactos en Ciencia y Tecnologia

Los resultados obtenidos del presente estudio serdn de importancia vital para conocer la
respuesta ovérica y fertilidad en ovejas multiparas sometidos a dos protocolos de
sincronizacién con progestageno/eCG

ii. Impactos econémicos

Los resultados obtenidos en el presente estudio tendrd la finalidad de aumentar la
productividad y rentabilidad del rebafio en la crianza de ovinos

iii. Impactos sociales

Los resultados obtenidos en el estudio servira para masificar la crianza del ovino

iv. Impactos ambientales
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Al realizar trabajos de investigacion de esta naturaleza no se compromete efectos medio
ambientales debido a que las tecnologias utilizadas son ecoamigables.

XI11. Recursos necesarios

Recursos humanos: Personal de apoyo.

Bienes tangibles e intangibles
Semovientes: Se utilizaran 50 ovinos

Infraestructura: Se utilizaran corrales, sala de inseminacion de ovinos
Recursos financieros: Presupuesto para la ejecucién del proyecto

XIV. Localizacién del proyecto (indicar donde se llevara a cabo el proyecto)

El trabajo de investigacion se llevara a cabo en el Centro Experimental Chuquibambilla de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional del Altiplano, ubicado en
el Distrito de Umachiri, Provincia de Melgar, Region Puno, que tiene una extension de 3216 Ha, a
una distancia de 156 Km, de la ciudad de Puno. Geograficamente se encuentra a Latitud Sur 14°47'37",
longitud oeste 70°47'50", y una altitud de 3974 m.s.n.m, la zona tiene una precipitacion pluvial
promedio de 254.9 mm.; una temperatura maxima de 20.4 C° en el mes de diciembre y una
temperatura minina de -18.4 C° en el mes de junio y un promedio de 8 C° anual; una humedad relativa
promedio anual de 53 % (maxima 81%, minima 18%); 12.79 horas de radiacién solar anual en
promedio; evaporacién promedio de 41% (SENAMHI, 2016).

XV. Cronograma de actividades

. Trimestres
Actividad E|F|M|A|M|]J A|S|O|N|D
Revision bibliografica X
Presentacion del perfil de proyecto X
Aprobacion del proyecto X
Adquisicion de materiales y elaboracion de registros X| X| X
Ejecucion del proyecto X| X X
Sistematizacion de datos X| X
Redaccion. X| X
Presentacion del informe final. X
XVI. Presupuesto
Unidad de | , COt°
N° Descripcion Unitario | Cantidad | Costo Total (S/.)
medida (S/.)
1 | Equipo estable de inseminacion artificial Und 4500.00 01 S/, 4500.00
2 | Esponjas Intravaginales(progestagenos) Pagq. 550.00 01 S/. 550.00
eCG Cjs 250.00 08 S/. 1000.00
4 | Aceite mineral Fr.a 5¢0 60.00 02 S/.120.00
(litro)
. . Frasco
5 | Propilenglicol (litro) 80.00 05 S/. 400.00
6 Jeringas descartables de 5 ml, 3 ml, Cajsn);dloo 25.00 01 S/. 25.00
7 Jeringas descartables de tuberculina. Cajjn);dloo 25.00 01 S/. 25.00
8 | Desinfectantes y antisépticos. Kit 60.00 01 S/ 60,00
9 Guantes quirurgicos. Caja X 100 5500 01 S/.55.00
unid
jo |Asguadestilada, Frasco 80.00| 02 $/.160.00
(litro)
11 | Termometro Und 80.00 02 S/.160.00




]

Pinturas-de colores:

~§7-100.00

12 Und 25:001 04

13 | Dilutor de semen Frasco 480.00| 02 S/. 960.00
(100ml)

15 | Ecografo portatil Unid 17,000.00 01 S/17,000.00

19 | TOTAL S/. 25,665.00




