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RESUMEN

El objetivo del trabajo fue determinar la tasa de prefiez en la inseminacion intrauterina
via laparoscopia con semen congelado en borregas de la raza Corriedale. Se utilizaron 36
borregas Corriedale con cronometria dentaria: 2, 4 y 6 dientes, con una condicién corporal
de 2.5 a 3.5, las mismas que fueron sometidas a un protocolo de sincronizacion de celo
mediante el uso de esponjas intravaginales con 60 mg de acetato de medroxiprogesterona
(MAP) por 12 dias, inmediatamente a la remocion de la esponja se administrd la hormona
gonadotropina coridnica equina (eCG) a dosis de 350 Ul, asi mismo la inseminacion
laparoscopica se realiz a las 52, 55 y 60 horas después de ser retirado el dispositivo
intravaginal y momentos antes de la IAL se evalug el tipo de secrecion cervical haciendo
uso de un especulo vaginal. El diagnostico de gestacion se realizé con un ecografo de
ultrasonido de transductor convexo, esto via transabdominal a los 45 dias post
inseminacién. El andlisis estadistico se realizd mediante la prueba de Chi-cuadrado
(@=0.05). La tasa de prefiez fue de 41.67%, 50% y 58.33% para los tiempos de 52, 55 y
60 horas post retiro de la esponja intravaginal, respectivamente. La tasa de prefiez segun
tipo de secrecion cervical fue 23.53% y 73.68% para secrecion tipo 1 y tipo 2
respectivamente. Finalmente, no se hall6 diferencias significativas para tasa de prefiez
segun el tiempo de 1AL post retiro de la esponja intravaginal (p>0.05). Para tasa de prefiez
segun tipo de secrecion cervical, se hallaron diferencias significativas (p<0.05), siendo
mayor con el tipo de secrecidn 2. Se concluye que el tipo de secrecion cervical puede ser
un método para obtener mejores resultados a la hora de usar la técnica de inseminacion

artificial laparoscépica.

Palabras clave: Esponjas intravaginales, gonadotropina corionica equina (eCG),

inseminacion laparoscopia, prefiez, secrecion cervical.
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ABSTRACT

This research work was carried out in the Nactuiri Farm, Nufioa District, Melgar Province
and Puno Region with the objective of determining the pregnancy rate through
intrauterine insemination via laparoscopy with frozen semen in Corriedale ewes. 36 ewes
of the categories: 2, 4 and 6 teeth of the Corriedale breed were used, these were selected
according to their body condition where only ewes with a body condition of 2.5 to 3.5
were admitted, the same ones that were subjected to a protocol oestrus synchronization
by using intravaginal sponges with 60mg of medroxyprogesterone acetate (MAP) for 12
days, immediately after removing the sponge, equine chorionic gonadotropin (eCG)
hormone was administered at a dose of 300 1U, likewise the Intrauterine insemination
was performed at 52, 55, and 60 hours after the intravaginal device was removed. The
diagnosis of pregnancy was made with a transabdominal ultrasound with a convex
transducer 45 days post insemination. Statistical analysis was performed using the Chi-
square test (a=0.05). The pregnancy rate was 41.67%, 50% and 58.33% for the times of
52, 55 and 60 hours after removal of the intravaginal sponge, respectively. The pregnancy
rate according to the type of cervical secretion was 23.53% and 73.68% for secretion type
1 and type 2 respectively. Finally, no significant differences were found for the pregnancy
rate according to the post-removal time of the intravaginal sponge (p>0.05). For
pregnancy rate according to the type of cervical secretion, significant differences were
found (p<0.05), being greater with the type of secretion 2. It is concluded that the type of
cervical secretion can be a method to obtain better results when using laparoscopic

artificial insemination technique.

Keywords: Intravaginal sponges, equine chorionic gonadotropin (eCG), laparoscopic

insemination, pregnancy.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

Las barreras anatomicas del aparato reproductor la hembra y la baja calidad del
semen congelado descongelado de los carneros son factores que limitan la difusion de
genotipos superiores en la especie ovina (Pau et al., 2020). Por ello, la inseminacion
artificial (1A) se realiza mayoritariamente por via laparoscépica. Asi, la inseminacion
intrauterina laparoscopica (IAL) es la Unica técnica que garantiza una fertilidad en
situaciones particulares como la aplicacion de dosis seminales importadas, obtener mayor
namero de crias por padre, muestras de semen de origen epididimario, dosis de alto valor
genético y/o estudios experimentales (Kaabi et al., 2003). Por otro lado, la sincronizacion
de celo es una biotecnologia que permite aprovechar el potencial reproductivo del rebafio
ovino al obtener al menos tres partos en el lapso de dos afios. Esta técnica a su vez permite
concentrar los trabajos de inseminacion artificial en pocos dias con una mayor eficiencia

en el uso del tiempo y de la mano de obra (Prieto et al., 2010).

En cuanto a los trabajos realizados en nuestra region Puno, Mango (2015), obtuvo
una fertilidad del 55.55% en borregas Corriedale en época no reproductiva. Sin embargo,
Pérez et al. (2010), cuando compard la tasa de prefiez en borregas Corriedale en época
reproductiva y no reproductiva realizando la inseminacién artificial a tiempo fijo 52 a 56
h post remocidn de la esponja, obtuvo 75.0% de ovejas gestantes en época reproductiva
y 66.6% ovejas gestantes en época no reproductiva. Contrariamente, Cardenas (2008)
reportd tasas de prefiez en borregas Corriedale del: 47.1 y 27.8%, cuando se realizé la
inseminacidn artificial por laparoscopia con semen congelado, menor a 6 0 mayor a 6
horas posterior a la presentacion de celo. Ademas, bajas tasas de prefiez fueron reportadas

por Manrigue (2011), con protocolo corto de sincronizacion de celo (5 dias) 21.05% y
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largo (9 dias) 25% en borregas inseminadas con semen congelado via cervical. Por otro
lado, Retamozo (2015) en borregas Corriedale obtuvo 57.1% cuando utilizé semen fresco
para la inseminacion artificial por laparoscopia. Es decir, existen resultados variables,
debido a la época reproductiva, tiempo de inseminacion, via de inseminacion y tipo de

semen.

A pesar de los beneficios de la sincronizacion estral y la IA, su uso en la
produccion ovina es limitado, debido a su costo relativamente alto y sobre todo la
irregularidad de los resultados (Hill et al., 1998; Anel et al., 2006). Por otro lado, Gibbons
y Cueto (2017) indican que la inseminacion intrauterina, se realiza proxima al momento
de la ovulacion, o sea entre las 58 y 66 horas post tratamiento y junto a la observacion de
cambios en el moco cervical, podria ser una herramienta muy util y confiable para indicar
el momento 6ptimo para la IAL (Fonseca, 2017). Por lo tanto, la hipétesis de estudio
radica en encontrar mejores resultados de prefiez cuando la inseminacion se realiza a mas

de 56 horas post retiro del dispositivo, juntamente con un flujo mas estriado.

1.1. HIPOTESIS DEL TRABAJO

1.1.1. Hipotesis general

e El tipo de secrecidn cervical tiene gran asociacién con altas tasas de

prefiez después de la sincronizacion de celo en borregas Corriedale.

1.1.2. Hipdtesis especificas

e Lainseminacion después inseminacion intrauterina por laparoscopia a las
60 horas muestra mayores tasas de prefiez frente a las 55 y 60 horas en

borregas Corriedale de altura.
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e La secrecion cervical tipo 3 muestra mayor tasa de prefiez frente al tipo 1
y 2, después de la sincronizacion de celo alos 52, 55 y 60 horas en borregas

Corriedale de altura.

1.2.  OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.2.1. Objetivo general

e Determinar la asociacion de la secrecion cervical y tasa de prefiez después

de la sincronizacion de celo en borregas Corriedale.

1.2.2. Objetivos especificos

e Evaluar la tasa de prefiez a los 45 dias, después de la inseminacién
intrauterina por laparoscopia a las 52, 55 y 60 horas post retiro de
dispositivo vaginal en la sincronizacion de celo en borregas Corriedale.

e Evaluar la asociacion de la secrecion cervical y la tasa de prefiez después
de la sincronizacion de celo a las 52, 55 y 60 horas post sincronizacion de

celo en borregas Corriedale.
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CAPITULO II
REVISION DE LITERATURA

2.1.  MARCO TEORICO
2.1.1. Estacion reproductiva del ovino

En las regiones altoandinas del Peru, las ovejas son consideradas
poliéstricas estacionales y la actividad reproductiva comienza con la temporada
de otofio. La estacidn reproductiva contempla una duracién que esta condicionada
por las horas luz del dia, la raza y el nivel nutricional. La estacionalidad
reproductiva es determinada por el fotoperiodo; la actividad del estro inicia
durante la época del afio donde los dias se hacen mas cortos abril a julio (Pefia,

2018).
2.1.2. Fotoperiodo

Es el principal mediador de la temporada reproductiva anual en la oveja
Porras et al. (2003), donde la sefial luminica que la retina capta y trasmite a la
glandula pineal se traduce en un ciclo diario de secrecion de melatonina, alta en
la noche y baja en el dia (circadiano); el lapso de la secrecion de melatonina
coincide con la duracion de la noche y junto con el 17p-estradiol intervienen en la
produccidn de la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH). Los cambios
en la secrecion de GnRH provocan cambios en la secrecion de LH que son los
responsables de la presencia o ausencia de la ovulacion; sin embargo, la
melatonina no actla de manera directa en las neuronas productoras de GnRH, lo

que implica la participacién de un circuito neuronal complejo, donde participan
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los sistemas dopaminérgicos, serotoninérgico y de aminoacidos excitadores

(Gallegos et al., 2015).

Una menor secrecion de melatonina en dias largos, conlleva a la sintesis
de dopamina y produce el anestro estacional. Durante los dias cortos, la mayor
duracion en la sintesis y secrecion de melatonina inhibe la produccion de
dopamina, con el subsecuente restablecimiento de la actividad estral y la

ovulacion (Vega & Escondido, 2011).

Factor Nutricional; la secreciébn de GnRH se reduce en animales
desnutridos. La glucosa regula la liberacion de GnRH vy, al parecer, los péptidos
asociados a la insulina participan en el control del metabolismo de energia en el

cerebro (Arroyo, 2011).

2.1.3. Hipotalamo

Forma parte de la base del cerebro y sus neuronas producen la Hormona
Liberadora de las Gonadotropinas o (GnRH); la GnRH se difunde a través de los
capilares al sistema hipofisiario y de alli a las células de la hipofisis anterior, en
donde su funcién es estimular la produccion y secrecion de las hormonas
hipofisiarias Hormona Foliculo Estimulante (FSH) y Hormona Luteinizante (LH)

entre otras (Rippe, 2009).

2.1.4. Hipofisis

Posee una adenohipofisis (parte anterior) y una neurohipoéfisis (hipofisis
posterior). La adenohipoéfisis produce varios tipos de hormonas como por ejemplo
la Hormona Foliculo estimulante (FSH) y la Hormona Luteinizante (LH) que

cumplen un papel relevante en el ciclo estral ovino. La FSH es la encargada del
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proceso esteroideo de génesis ovarica, crecimiento y maduracion foliculary la LH
es la que interviene en el proceso de ovulacién, formacién y mantenimiento del

cuerpo luteo (Rippe, 2009).

La hipofisis posterior constituye una excepcion a la disposicion general de
las glandulas endocrinas, ya que su secrecion es producida por centros nerviosos
hasta la hipofisis posterior, donde se almacenan y se liberan cuando son requeridos

(Delgado et al., 2016).

2.1.5. Ovarios

Son glandulas que poseen dos funciones basicas: una exocrina, la
produccion o liberacion de o6vulos, y otra endocrina como es la secrecion de
hormonas. Entre las hormonas que producen los ovarios podemos citar los
estrogenos o estradiol, la progesterona y la inhibina (Evans & Maxwell, 1990).
Los estrégenos son responsables de incitar la conducta sexual del animal, a nivel
del hipotdlamo se produce una retroalimentacion positiva que conduce a la
liberacion de GnRH que a su vez inducira la liberacion de FSH 'y LH en la hipofisis
anterior, la progesterona es secretada en el cuerpo IUteo por accion de la LH, es
encargada de la preparar al Utero para la implantacion, albergar al embrion y
mantener la gestacion, ademas se produce un efecto de retroalimentacion negativa
sobre el hipotadlamo. La inhibina interviene en el mecanismo de secrecion de FSH
y tiene un efecto de retroalimentacion negativa sobre la hipéfisis anterior

produciendo una menor secrecion de FSH (Rippe, 2009).
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2.1.6. Utero

Produce la Prostaglandina F2 alfa (PGF2a) la cual interviene en la

regulacion del ciclo estral mediante su efecto de luteolisis o regresion del cuerpo

luteo, también interviene en los procesos de ovulacion y parto (Rippe, 2009).

Interviene en el control de la actividad ciclica del ovario a través de las

prostaglandinas (Swenson & Reece, 1999).

Figura 1

Esquema de las regulaciones hormonales entre el hipotalamo, hipdfisis, ovario.

Fuente: Rippe, C. 2009.
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En el estroma ovérico, una cantidad de foliculos (predeterminada para cada

especie) y los ovocitos que éstos contienen, inician un proceso de crecimiento,

desarrollo y diferenciacion conocido como foliculogénesis; un proceso continuo

e irreversible, que estd regulado por mecanismos hormonales endocrinos,

paracrinos y autocrinos que, interactuando en forma dindmica entre si, estimulan

selectivamente o inhiben determinados eventos foliculares (Murphy & Pescador,

1996).
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Scaramuzzi et al. (1993), desarrollaron un modelo de clasificacion de la
poblacién folicular ovéarica basado en su dependencia o sensibilidad a las
gonadotrofinas hipofisarias, clasificAndolos en: foliculos primordiales, foliculos
designados, foliculos que responden a las gonadotrofinas, foliculos gonadotrofino

dependientes y foliculos ovulatorios.

En ovejas jovenes se estima que existe una poblacion de foliculos
primordiales entre 40.000 y 300.000 (Scaramuzzi et al., 1993), mientras que en
ovejas adultas Cahill & Mauleon (1980) reportaron entre 12.000 y 86.000
foliculos primordiales de los cuales entre 100 y 400 estan en crecimiento en el
parénquima ovarico. Estos foliculos primordiales estan inactivos, con 6vulos en
su interior, sin zona pellcida y una capa de células escamosas incompleta que los
rodea. Una sefial no conocida hasta el momento, determina que estos foliculos se
activen, el ovocito aumente de tamafo, se diferencien las células de la teca
(Hirshfield, 1991) y una importante actividad mitética resulta en una serie de
capas concéntricas de células granulosas alrededor del ovocito (Scaramuzzi et al.,
1993). A pesar del desarrollo temprano de receptores para la hormona luteinizante
(LH) y hormona foliculo estimulante (FSH) en las células de la teca y de la
granulosa respectivamente, estos foliculos pre-antrales pueden seguir creciendo

independiente de las gonadotrofinas hipofisarias (Webb et al., 2003).

En respuesta a la FSH, las células granulosas sintetizan y secretan
proteoglicanos los cuales estarian involucrados en la formacion del antro folicular
(Scaramuzzi et al., 1993). Pruebas in vitro indican que los foliculos antrales
pequefios responden individualmente y de manera distinta a las gonadotrofinas
hipofisarias, aunque el desarrollo puede continuar incluso en ausencia de FSH y
LH. Sin embargo, los foliculos mayores a 2 mm de didmetro se tornan
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absolutamente dependientes de la FSH y de la concentracion sanguinea de LH
(Scaramuzzi et al., 1993). La mayor sensibilidad de estos foliculos a las
gonadotropinas es la razén por la que alcanzan el estado de foliculos ovulatorios.
La transformacion de un foliculo gonadotrofico dependiente en un foliculo
ovulatorio requiere de una baja pero critica concentracion de FSH que permita la
induccidn final de la maduracion de las células de la granulosa (Henderson et al.,
1988). Finalmente, la retroalimentacion positiva en el foliculo asegura una
presencia continua y abundante de andrdgenos para una posible secrecion de
estradiol. Las fases de reclutamiento, seleccion y dominancia folicular determinan
el nimero final de foliculos ovulatorios en todas las especies. Sin embargo, la
mayoria de los foliculos no logran culminar en la ovulacién, sino que toman el
camino de la degeneracion celular en un proceso conocido como apoptosis o
muerte celular programada (Scaramuzzi et al., 1993). La atresia folicular es
minima entre los foliculos primordiales y referidos, aumentando a medida que el

foliculo alcanza su tamafio méaximo y se desarrolla.

Existe mucha informacion en relacion al crecimiento y desarrollo folicular,
pero aun no estan claros los mecanismos que explican el control del nimero de
foliculos ovulados en cada celo (Scaramuzzi et al.,, 1993). Un complejo
mecanismo integrado por sefiales sistémicas (gonadotrofinas) y factores
intraovaricos e intrafoliculares, serian responsables de coordinar el reclutamiento,
la seleccion y el crecimiento de los foliculos, desde su estado de foliculo
primordial, hacia la ovulacion o la atresia (Webb et al., 2003). Factores de
crecimiento entre los que se conocen: el sistema de factores de crecimiento similar
a la insulina (IGF), factores transformadores de crecimiento beta (TGF ) de la

superfamilia de las inhibinas, activinas y folistatina y la familia de las proteinas
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morfogenética 6sea (BMP) que estan presentes en las células del estroma ovarico,
de la granulosa y de la teca, han sido implicados en la regulacion de la transicion
y sobrevivencia de los foliculos primordiales a foliculos primarios (Monget et al.,
2002; Webb et al., 2003). Factores plasmaticos asociados a la prefiez han sido
relacionados en los foliculos pre-ovulatorios con la expresion de receptores para
aromatasa y LH en las células de la granulosa (Monget et al., 2002). En este
sentido, Eckery et al. (1997) demostraron la expresion de mRNA para receptores
de hormona de crecimiento (GH) en las células de la granulosa de los foliculos
antrales pequefios y en el ovocito, sugiriendo que éstos pueden estar involucrados
en el mantenimiento de la sensibilidad para las gonadotrofinas hipofisarias en la
foliculogénesis de las ovejas. El tratamiento con GH aumenta los niveles séricos
del factor de crecimiento similar a la insulina | (IGF-I) y aumenta el nimero de
foliculos en desarrollo de 2 mm a 5 mm sin afectar los foliculos ovulatorios. Estos
IGF mejoran el desarrollo folicular a través de su actividad mitogénica en foliculos
pequefios y, junto con las gonadotropinas, inducen la esteroidogénesis en los
foliculos antrales. Se conocen seis proteinas de enlace a los IGF (IGFBP) que con
una afinidad comparable a la de los receptores de IGF-1 e IGF-Il actuarian
limitando la disponibilidad de los IGF y atenuando la actividad de la FSH (Monget
& Monniaux, 1995). Resultados recientes indican la presencia de factores de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), producidos por las células de la
granulosa, participando en conjunto con las gonadotrofinas en la regulacion del
desarrollo folicular (Hunter et al., 2004). La ultrasonografia, que se aplica al
estudio de la dindmica folicular en ovejas (Ravindra et al., 1994; Rubianes et al.,
1997), y las determinaciones cuantitativas de hormonas por técnicas de

radioinmunoanalisis (Meikle & Forsberg, 2001), han permitido determinar con
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mayor precision los eventos fisioldgicos ovaricos. Una onda de desarrollo
folicular en los ovinos fue definida como un grupo de foliculos que, partiendo de
3 mm de diametro, alcanzan 5 mm en un periodo de 48 horas (Bartlewski et al.,
1999). Estudios ultrasonogréficos en vacas confirmaron la presencia de un patrén
de 2 a 3 ondas de desarrollo folicular durante un ciclo estral (Ginther et al., 1989).
Las ovejas tienen de dos a cinco ondas de desarrollo folicular en el intervalo entre
ovulaciones y se ha demostrado una relacion temporal entre la liberacion de FSH
y el inicio de cada onda. Ondas de desarrollo folicular se presentan durante el
anestro estacional (Bartkewsky et al., 1998) y durante el periodo de transicion
hacia la estacion reproductiva (Ginther et al., 1995). Comparando razas prolificas
y no prolificas Bartlewski et al. (1999) encontraron un mismo patron de desarrollo

folicular.

La ovogénesis es el mecanismo de formacion y diferenciacion de las
células germinales femeninas. En las primeras etapas del desarrollo embrionario,
la proliferacion activa de células germinales primordiales da lugar a ovogonias
ubicadas en el foliculo. Estas células crecen, se diferencian y constituyen al
nacimiento, la poblacion total de ovocitos primarios disponibles en la hembra para
toda su vida reproductiva determinando en este momento su maximo potencial

reproductivo (Baker, 1982).

2.1.8. Endocrinologia del ciclo estral de la oveja

2.1.8.1. Ciclo estral

Tiene una duracion de 16 a 17 dias con extremos de 14 a 21.
Mientras no haya fecundacion se repetira ritmicamente cada 17 dias, hasta
que continde el estimulo externo, cuando este desaparece, la oveja va a
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entrar nuevamente en anestro hasta la proxima temporada sexual
(Becaluba, 2007). En borregas de la raza corriedale la presentacion del

estro tiene una duracién promedio de 27 horas (Gonzales, 2007).

Existen diferencias debido a la raza, la temporada de reproduccion
y el estrés ambiental. El estro es el momento en que la hembra es receptiva
al macho y receptiva al apareamiento. Ocurre al final de la fase folicular
del cicloy dura de 24 a 36 horas. El estrogeno, producido por los foliculos
maduros (grandes), provoca comportamientos femeninos asociados con el
estro y alteracion de la anatomia, especialmente en el tracto reproductivo.
El estro en las ovejas es relativamente discreto y no puede observarse en
ausencia de un macho. Es posible que la vulva esté edematosa y que sea

evidente una secrecion del moco por la vagina (Pefia, 2018).

Se han establecido dos fases del ciclo estral en hembras ovinas: una
fase luteal desde el segundo dia hasta el dia 13, y una fase folicular que
abarca desde el dia 14 hasta el dia primero, entendiéndose como dia cero
el dia de presentacion del estro. El ciclo estral tiene una duracion de entre
16 a 18 dias, siendo mas corto en corderas que ovejas adultas, 16,8 y 17,2

dias, respectivamente (Lozano, 2012).

El ciclo estral es el tiempo que transcurre entre estros, la duracion
de este ciclo en Chuquibambilla es de aproximadamente 17,65 dias como
promedio se ha observado que las borregas presentan ciclos mas cortos que

las ovejas adultas (Alencastre, 1997).
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2.1.8.2. Fase folicular

El crecimiento y desarrollo de los foliculos esta controlado por las
gonadotropinas (FSH) y (LH) secretadas por la glandula pituitaria. La FSH
estimula el crecimiento inmaduro de los foliculos, mientras que la LH es
importante para completar las etapas finales del crecimiento. Ademas,
ayudan a los foliculos a liberar hormonas femeninas como el estrogeno,
que se liberan al torrente sanguineo provocando la expresion de celo.
Dentro de la fase folicular se incluye a las fases del proestro y estro

(Aguilar, 2016).

a) El Proestro

Comienza con la regresion del CL y el descenso de la
concentracion de progesterona. La principal caracteristica que distingue al
pro estro es el rapido crecimiento folicular causado por la estimulacion de
la FSH procedentes de la hipdfisis anterior, la duracion de esta fase en la

oveja es de aproximadamente 2 dias (Jesus, 2000).

El estimulo del SNC (fotoperiodo) produce la liberacion de
gonadotropinas (GnRH), esta hormona es transportada a través del sistema
portal, al 16bulo anterior de la hipofisis, una vez alli estimula la secrecién
de la hormona foliculo estimulante (FSH), la que a su vez produce el
desarrollo de los foliculos ovaricos, durante esta etapa ya son perceptibles
en los genitales externos, ciertas alteraciones, tales como la edematizacion
e hiperemia de los labios bulbares, las hembras sienten cierta inquietud y
comportamiento alterado, pero rechazan todavia al acercamiento por parte
del macho (Sasa, 2002), por otro lado el utero aumenta de tamario, el
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endometrio esta congestionado edematoso y sus glandulas presentan
abundante actividad secretora su duracién promedio es alrededor de 2 dias

en ovinos (Hafez, 2000).

Los foliculos que llegan al estado de dominancia, estado pre
ovulatorio, generalmente son dos o tres; no se distinguen sino hasta 48 -36
horas antes de que acontezca; llegan a medir hasta 1,2 cm de diametro; tal
crecimiento responde a cambios morfoldgicos, funcionales y de
vascularizacion del foliculo debido a que las gonadotropinas estimulan la

esteroidogénesis en las células de la granulosa y de la teca (Arroyo, 2011).

b) El estro/celo

Es el periodo en que la hembra manifiesta un comportamiento de
actividad sexual, siendo el Unico momento en que acepta al macho
(Alencastre, 1997) en las borregas dura cerca de 24 - 36 hrs, con un
promedio de 27.73 hrs en borregas corriedale (Lindsay, 1991; Rubianes,
1999) para nuestro medio del altiplano estas variaciones de su duracién
varia segun la raza, edad y alimentacion, condiciones ambientales, clima,
inicio y final de la estacion reproductiva y segun los meses del afio y

presencia del macho (Gonzales, 2007).

El estro, es un periodo de 24 a 27 horas, momento en que el foliculo
preovulatorio alcanza su maximo tamafio y tiene una gran capacidad de
sintesis de esteroides (Gallegos et al., 2015). EI aumento del estradiol
plasmatico produce el incremento de la concentracion de LH. La secrecién
de LH después de comenzar el estro, se incrementa para llegar a un pico a
las 12 horas en ovejas, desencadenando un pico preovulatorio de LH. Las
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emisiones de LH permanecen altas durante diez horas y luego disminuyen
hasta el nivel inicial. La liberacion de esta hormona provoca una 0 mas
ovulaciones, que comienza aproximadamente 30 horas después del inicio
del estro, y convierte el tejido folicular productor de estradiol en tejido
luteo, que comienza a secretar progesterona. El foliculo maduro elabora
una hormona no esteroide, la inhibina, cuya funcion es inhibir la liberacion
de FSH, de este modo se impide el crecimiento folicular adicional con lo

que se limita el ritmo de ovulacion (Aisen, 2004).

Respecto a cambios anatémicos notorios durante el estro, se puede
observar congestion de la vulva y vagina, dilatacion e hinchazon del cuello
uterino; Las glandulas secretoras del utero, el cuello uterino y la vagina
producen grandes cantidades de moco. El tipo y consistencia del mucus,
cambia a lo largo del periodo estral, y esto es también utilizado como un
indicador del estadio del estro; al inicio del estro el mucus es transparente
y fluida, después de 12 a 18 horas es claro, opaco y gelatinoso y a las 25 a
30 horas se hace mas denso (espeso) y de consistencia cremosa (Pefia,

2018).

2.1.8.3. Fase luteal

Después de la ovulacion del foliculo de Graaf, bajo la influencia
del aumento de LH, forma un cuerpo hemorrégico. Las células de la
granulosa proliferan y se transforman en células Iuteas que llenan el antro
folicular. El cuerpo luteo secreta la hormona progesterona alcanzando un
méaximo de concentracion a los seis dias y manteniéndose toda la gestacién

si se ha concebido y si no se ha concebido a los 11 -12 dias el cuerpo luteo
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disminuye de tamafio y comienza a descender los niveles de progesterona
para que al final de esta fase aparezca una nueva onda de crecimiento
folicular (Aguilar, 2016). La fase lutea comprende el metaestro y el

diestro.

a) El metaestro

El Metaestro empieza después de la ovulacion, cuando el foliculo
de Graaf esta repleta de sangre y se convierte en un cuerpo hemorragico.
Todo continua en la secrecion preovulatoria de LH, las células de la
granulosa de la pared del foliculo ovérico roto se convierten en células
luteas, proliferan hacia el antro folicular y comienzan a producir
progesterona y se convierten en el cuerpo lGteo. El cuerpo l0teo esta
formado por células grandes que viven en la granulosa. Las cuales
producen la mayor parte de la progesterona y son sensibles a los pulsos de
LH, y de células pequefias (que vienen de la teca del foliculo) que secretan
la minoridad de la progesterona pero que son sensibles a la LH (Aisen,

2004).

El utero empieza a secretar un agente luteolitico (prostaglandina-
F2alfa), quien regula la pérdida del agente bioldgico del cuerpo Ilteo en
ovejas no gestantes. Esta circunstancia es de sumo interés pues la
administracion exdgena de prostaglandinas sintéticas puede ser utilizada
para sincronizar celos durante la estacion reproductiva (Gibbons & Cueto,

2017).
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b) El diestro

Dura aproximadamente 14 dias. Siete dias después del celo el
cuerpo luteo (CL) llega a tener completa funcionalidad, cuando hay una
maduracion completa de las celulas de la granulosa y de la teca. Hacia el
dia 15 si no existe una concepcién en el Utero, el cuerpo luteo finaliza
bruscamente (luteolisis), los estrégenos se producen en los foliculos y
luego incrementan su concentracion plasmatica produciendo la sintesis de
receptores de oxitocina y enzimas precursoras de PGF2a (&cido
araquidonico, fosfolipasa A, y otros); es decir, la union de oxitocina a sus
receptores depende de la produccién de PGF2a. El pulso inicial de la
hormona luteolitica es estimulado por la oxitocina producida en la
hipdfisis, la que ayuda en la secrecion de oxitocina lutea, que tiene efecto
en el endometrio desencadenando la sintesis de PGF2a, hormona
peptidica, que en el cuerpo lateo baja el flujo sanguineo. El ciclo empieza
nuevamente con una concentracion decreciente de progesterona,
concurrente desarrollo del foliculo y subsecuente incremento de la

concentracion sérica de estrogenos (Aisen, 2011).

2.1.9. Mecanismo fisioldgico de la sincronizacion de celo y secrecion cervical

2.1.9.1. Fisiologia de la sincronizacién de celo

En ovinos tanto induccién y sincronizacion del estro se realiza
empleando métodos farmacoldgicos y naturales. Los primeros usan la P4
y sus analogos, administrados principalmente con dispositivos
intravaginales, también destacan el uso de prostanoides o analogos de la
PGF2a, todo por via parenteral. Entre los métodos naturales, conlleva el
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uso de la bio estimulacion que produce el morueco conocido también como

“efecto macho” (Solis, 2009).

2.1.10. Mecanismo de accion de las esponjas intravaginales con

progestagenos

El tratamiento con progestagenos acta como un cuerpo lateo inhibiendo
la liberacion de gonadotropinas, la duracion del tratamiento debe superar la vida
efectiva del cuerpo luteo (12 a 14 dias) en ovejas, cuando el tratamiento se suprime

el estro aparece 2 a 3 dias después (Cérdova-lzquierdo et al., 2008).

El uso de progestagenos durante el periodo de anestro induce una forma
de diestro que produce el desarrollo de foliculos ovaricos normales, al remover el
progestadgeno los foliculos pueden ovular, es necesario que la gonadotropina
estimule la madurez folicular y la ovulacién, la aplicacion de Gonadotropina
Corionica equina (eCG) debe realizarse 48 a 24 horas antes de remover el

progestageno (Cérdova-lzquierdo et al., 2008).

La sincronizacion del estro y la ovulacidn que utilizan P4 (progestagenos),
en el ciclo estral tienen accion sobre la fase luteal, mimetizando la accion de la
progesterona natural que se produce en el cuerpo luteo después de la ovulacion,
que a su vez es responsable de suprimir la hormona liberadora de gonadotropina
GnRH, que a su vez inhibe la hormona luteinizante y la hormona foliculo
estimulante. Por lo tanto, controla la vida atil de CL y las concentraciones
circulantes de P4, regulando el ciclo estral y la ovulacién. La sincronizacion con
P4 provoca que en el primer estro después del tratamiento se presente una menor

tasa de fertilidad, al promover la persistencia del foliculo dominante con la

32

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

consecuente ovulacion de ovocitos envejecidos y menos fértiles (Lozano et al.,

2012).

Estos progestagenos son utilizados con esponjas intravaginales, las que
poseen concentraciones de 30, 40, 45 y 60 mg de acetato de fluorogestona (FGA).
Las esponjas que contienen 30 mg se recomiendan en ovejas con anestro, las de
40 mg para ovejas en estacion reproductora (Cordova, 2008). Estas se impregnan
con productos sintéticos analogos a la progesterona como el M.AP
(medroxiacetato de progesterona) y FGA (Acetato de fluorogestona) (Raso,

2004).
2.1.11. Mecanismo de accion de la Gonadotropina coriénica equina (eCG)

La Gonadotrofina coridnica equina (eCG, PMSG), hormona placentaria,
es secretada en las copas endometriales que se han formado alrededor del dia 40
en las yeguas gestantes; es una hormona glicoproteica con un peso molecular
aproximadamente de 70, 000 Daltons, por lo que no aparece en la orina y circula
en la sangre; contiene subunidades alfa y beta similares a las de la LH y FSH,;
pero, con mayor contenido de carbohidratos (45 % de su masa), especialmente
acido sialico, Hecho que le confiere caracteristicas propias desde el punto de vista
farmacocinético, como una vida media prolongada que favorece su uso en una

sola dosis (Shams et al., 1978).

Tiene una importante accion mediante el AMPc, presentando una
actividad de las hormonas como la FSH y LH cuando es administrada en una
especie distinta a la Equina. Aungue predomina la actividad de FSH, sin embargo,
larelacién FSH: LH resulta muy variable en funcion de factores tales como la raza

y el momento de gestacion de las yeguas de las cuales se obtienen, siendo el
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mecanismo de la eCG estimular el desarrollo folicular de la poblacion folicular
incrementando la secrecion y la multiplicacion de las células de la granulosa e
induciendo la liberacion enddgena de LH (Bettencourt et al., 2008). Al tener un
elevado contenido de &cido siélico, la eCG no atraviesa el filtro renal, siendo de
este modo el periodo de accion bastante largo, teniendo una vida media de
aproximadamente 21 horas, siendo esta caracteristica la que le confiere una
utilidad préactica de administracién Gnica siendo el tratamiento de estimulacion de
celo y ovulacion mas sencillo (Bettencourt et al., 2008). Se puede observar que,
al suministrar dosis elevadas, producira un mayor tiempo de crecimiento folicular,
haciendo que el periodo de ovulacién sea mas largo, ocasionando que la ovulacién

en borregas sea de manera desincronizada (Grazul et al., 2007).

La dosis de ECG varia de 200 a 600 Ul dependiendo de la raza, estacion,
edad y estado fisiologico del animal. La dosis de eCG es una de las variables méas
importantes en el uso de este tipo de tratamiento, por ejemplo, para ovejas de lana
se inyectan (dependiendo del peso) 500 Ul y ovejas de pelo 350 Ul
aproximadamente. Una dosis inadecuada puede provocar una falta de estimulo, y
el incremento en la dosis de eCG por arriba de la dosis recomendada provoca
aumentos no deseados en tasa de ovulacién y prolificidad, por lo tanto, partos
multiples y la presencia de corderos con poca capacidad de sobrevivencia (Shams
et al., 1978). Sin embargo, se puede observar que, al suministrar dosis elevadas,
producira un mayor tiempo de crecimiento folicular, haciendo que el periodo de
ovulacion sea mas largo, ocasionando que la ovulacién en borregas sea de manera

desincronizada (Grazul et al., 2007).
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2.1.12. Fisiologia de la secrecién cervical

El moco cervical es un gel viscoelastico complejo secretado por el epitelio
cervical donde actia como un medio para la lubricacién y mantiene una barrera
de la mucosa cervical contra los patdégenos ascendentes desde la vagina al mismo
tiempo que permite la migracion de los espermatozoides antes de la ovulacion
(Katz et al., 1980). EI moco cervical se compone principalmente de agua (95% en
peso) y mucinas formadoras de gel, que son glicoproteinas grandes que
representan> 80% de la fraccion organica del moco y estan codificadas por genes
de mucina (Thornton et al., 2008). En el cuello uterino bovino, dos mucinas
formadoras de gel (MUC5AC y MUCS5B) y cuatro mucinas unidas a la membrana
(MUC1, MUC16, MUC20, y MUC4) han sido identificadas (Pluta et al., 2012)
mientras que otras dos mucinas formadoras de gel (MUC2 yMUCS6) se ha
informado que se expresa en el cuello uterino humano. Varios estudios han
investigado como cambia la expresion del gen de la mucina a lo largo del ciclo
estral, mostrando un pico alrededor del momento de la ovulacion (Andersch et al.,
2007). Las proteinas del nucleo de la mucina se modifican por la accion de las
glicosiltransferasas, que agregan residuos de azucar a los grupos hidroxilo de la
treonina y la serina. La mayoria de O-glicanos tienen adiciones terminales que
llevan fucosa (Fuc) y acido sialico (acido N-acetilneuraminico sialico (Neu5Ac)

y acido N-glicolilneuraminico sialico (Neu5Gc)).

Los terminales de &cido sialico ayudan a proteger el cuello uterino de las
glucosidasas y proteasas bacterianas (Nasirud etal., 2007). Ademas, la reologia e
hidratacion del moco parece estar relacionada con la presencia de grupos
terminales cargados negativamente como los &cidos sialicos en O-glicanos.
(Andersch et al. 2007), informaron que el moco cervical alrededor del momento
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de la ovulacién contiene mucinas mas neutras y menos acidas, lo que da como
resultado un moco mas hidratado y menos viscoso, lo que facilita la penetracion
de los espermatozoides alrededor del momento de la ovulacién. El &cido sialico
también facilita la tolerancia por parte de las moléculas de reconocimiento de
patrones innatas femeninas, enmascarando las moléculas de esperma antigénicas
potenciales. Ademas de enmascarar los receptores, se ha demostrado que las
mucinas cervicales sialiladas bovinas tienen una capacidad antiinflamatoria para
modular las trampas extracelulares de neutréfilos (NET), que son liberadas por
los neutrdfilos para combatir los patégenos invasores, aunque las NET también

pueden dafar las celulas endogenas (Bornhofft et al., 2019).

Por otro lado, sabemos que el cuello uterino es un o6rgano diana de la
accion de las hormonas esteroides ovaricas que controlan diversas funciones de
este 6rgano. Desde los afios 1970 y 1980 se ha informado sobre el efecto de los
esteroides ovaricos sobre la fisiologia cervical. Las hormonas esteroideas ovaricas
mostraron tener efecto sobre la capacidad cervical de retener los espermatozoides
luego de la IA, el flujo sanguineo (Allison y Robinson 1972), la composicién del
mucus y la actividad mioeléctrica (Garcia-Villar y col. 1982). Incluso, el cérvix
mostré ser blanco de la accién de los fitoestrogenos, sufriendo alteraciones
profundas e irreversibles en corderas cuando el consumo es prolongado (Allison

y Robinson 1972).

Los E y la P4 ejercen sus acciones gendmicas a través de sus proteinas
receptoras especificas (RE y RP, respectivamente), localizadas en el nucleo de las
células de los tejidos efectores (Couse y col. 2006). La unién de E 'y P4 a su
receptor resulta en la formacién de un complejo hormona-receptor con actividad
de factor de transcripcion, capaz de modular la expresion de genes especificos de
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la accién de E y P4 (Couse y col. 2006). La capacidad de respuesta de los tejidos
efectores a una determinada hormona depende de la concentracion de la hormona
circulante, de la concentracion tisular del receptor y de la afinidad de la hormona
por su receptor (Clark y col. 1992). La regulacién de la expresion de RE y RP la
ejercen los propios E y P, estimulando o inhibiendo la expresion de los genes que
los codifican (Couse y col. 2006). En general se ha demostrado que el complejo
E-RE estimula la expresion de RE y RP, mientras el complejo P-RP inhibe la
expresion de ambos receptores (Couse y col. 2006). Se han descrito dos tipos de
RE, llamados a y [J que estan codificados en distintos genes y que tienen
estructura molecular y funcion diferente (Couse y col. 2006). El REa es
predominante en (tero y en cérvix de roedores y de oveja (Wang y col. 2000). El
RE [ fue reportado en utero de roedores (Wang y col. 2000) y oveja, pero no fue
detectado en cérvix ovino. Se ha sugerido que, ademas de los efectos genémicos
de E y P4, que requieren minutos, horas o incluso dias, las hormonas esteroides
ovaricas pueden tener un efecto no genémico caracterizado por una duracion de
segundos y mediado por receptores de membrana. No se ha informado que E o P4

actlien a través de los receptores de la membrana cervical.

En conjunto, estos antecedentes sugieren que el RE y RP cervical estaran
influenciados por mecanismos reguladores complejos que involucran E y P4
circulantes, asi como otros factores hormonales y locales que dependen de

diferentes tipos de células y regiones cervicales.

Las propiedades del moco cervicovaginal también cambian a lo largo del
ciclo estral. Estéa bien descrito que, en la fase Iutea, el moco cervical estd menos

hidratado y es mas viscoso (Bigelow et al., 2004), lo que también va acompafiado
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de un aumento de la produccién de proteinas lo que resulta en un moco mas turbio

que el de la fase folicular (Maddison et al., 2016).

2.1.13. Inseminacion artificial laparoscopica

Las biotecnologias referidas a la produccion de ovinos han evolucionado
considerablemente debido al empleo de tecnologias de reproduccion y
mejoramiento genético, donde es posible encontrar I A por laparoscopia con semen
congelado, la cual ha incrementado la productividad en los rebafios al aumentar el
indice de concepcion a 78.57% (Godfrey et al., 1998). Esta técnica consiste en
que dentro del lumen del Utero se realiza la aplicaciéon de semen directamente y
de esta manera evitamos la barrera natural del cérvix. La IA por laparoscopia es
una técnica que emplea una cirugia menor para depositar directamente semen

congelado dentro de la cavidad uterina (Dogan et al., 2004).

Esta tecnologia ha dado resultados satisfactorios ya que permite mayor
flexibilidad en el uso de sementales y el uso de semen congelado exclusivamente;
de todas las tecnologias de mejora genética ovina existentes, la IAL es
actualmente la opcion méas exitosa. La IAL con semen congelado puede
programarse y es mas eficaz que la IA pericervical, cervical y transcervical;
también permite el uso de machos genéticamente superiores y facilita su
propagacion a gran escala. En la actualidad con la sincronizacion del estro, e IAL
a tiempo fijo, se ha logrado elevar la eficiencia reproductiva y productiva de los

rebafios ovinos (Azzarini et al., 1998).

Se les suprime el agua y alimento por 12 a 16 horas, antes de practicar la
operacion esta medida reduce el contenido de la vejiga y el rumen, lo que da por
resultado una mas facil localizacion del Utero y evita, asimismo, la regurgitacion
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del contenido ruminal durante la laparoscopia, se rasuray esteriliza la piel del area
anterior de la ubre, se anestesia localmente en un espacio de 5 a 7 cm delante de
la ubre y 3 a 4 cm de cada lado de esa linea (Bearden y Fuquay, 1982). A
continuacion, se anestesia localmente haciendo uso de clorhidrato de lidocaina al
2% administrada por via parenteral subcutidnea colocadas de 5 cm a 7 cm
anteriores a la ubre y de 3 cm a 4 cm lateral a la linea alba; evitar lesionar los
vasos sanguineos al poner la anestesia. Hacer dos pequefias incisiones con el

trocar para la entrada del laparoscopio (Bearden y Fuquay, 1982).

La cavidad se llena de oxigeno o gas para facilitar la manipulacion del
tero que se halla delante de la vejiga. Luego se inserta una pipeta de inseminacion
(aguja hipodérmica) que se introduce a través de otro trocar y luego insertar en la
luz de la pared uterina, liberando los espermatozoides. Por lo general, se
inseminan ambos cuernos uterinos antes de retirar el dispositivo. El tiempo
necesario para inseminar a cada hembra mediante esta técnica es de 1 a 2 minutos,
dependiendo de la habilidad del operador. Si en este método se utiliza semen
fresco, las tasas de fertilizacion pueden alcanzar mas del 80% de concepcion

(Bearden & Fuquay, 1982).

2.2. ANTECEDENTES

2.2.1. Antecedentes regionales

Chuctaya (2022), compard el laparoscopio y boroscopio para la
inseminacidén por via intrauterina en borregas Criollas con semen congelado, se
usaron esponjas intravaginales con 60 mg de acetato de medroxiprogesterona para
la sincronizacion de celo por 14 y 7 dias, luego se retird las esponjas y se
administro eCG en dosis de 350 Ul. La IA se realiz6 a las 56 horas después del
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retiro de las esponjas. El porcentaje de prefiez fueron de 55.00 % y 38.46 % tanto
grupo de laparoscopio y boroscopio respectivamente. Los resultados dan a
concluir que el tipo de equipo empleado no posee influencia sobre el porcentaje
de prefiez. Las tasas de natalidad fueron 72.73% y 60.00% estos resultados
concluyen que el uso de laparoscopio y boroscopio no posee influencia sobre la

tasa de natalidad.

Retamozo (2015), trabajo en el Centro de Investigacion y Produccion de
Chuquibambilla con borregas de la raza Corriedale con el objetivo de determinar
la tasa de prefiez mediante la inseminacion intrauterina via laparoscopia con
semen fresco, para lo cual realiz6 protocolo de sincronizacion del estro mediante
la utilizacion de esponjas vaginales con 60mg de acetato de medroxiprogesterona
(MAP) por 14 dias, inmediatamente después de la remocion se aplico
gonadotropina coridénica equina (eCG) de acuerdo a los siguientes tratamientos
T1= 300Ul, T2= 400Ul y T3= 500Ul. Los resultados a continuacion muestran
100%, 87,5% y 100% de celo respectivamente. De manera similar, después de 26
dias, las tasas de embarazo por ecografia fueron del 25%, 57,1% y 62,5%,
respectivamente, segun el tratamiento. Se encontré que dosis mas altas de
gonadotropina coridnica equina (eCG) aumentan las tasas de prefiez en ovejas

Corriedale.

Mango (2015), realiz6 un trabajo de investigacion en el CIP —
Chuquibambilla — Puno. Para esto fueron empleados 60 ovinos de raza Corriedale
en anestro estacional, el objetivo fue de comparar el efecto de diferentes dosis de
eCG en un protocolo de sincronizacién de celo, para examinar la tasa de
presentacion de estro y porcentaje de fertilidad. Se usaron esponjas intravaginales
con 60 mg de MAP, colocadas por 14 dias, al retiro de las esponjas se agruparon
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en tres al azar; administrandose eCG en dosis de 300 Ul (G-300), 450 Ul (G- 450),
600 Ul (G-600), la inseminacion fue intrauterina por laparoscopia con semen
congelado, realizdndose 12 h posterior al inicio del estro. A los 55 dias se obtuvo
una tasa de prefiez del 42.11% en el G-300 siendo significativamente inferior a
55.55% del G-450 y 61.11% del G-600, (P<0.05). Concluyéndose que al usar
esponjas intravaginales por 14 dias y una dosis intramuscular de 450 a 600 Ul de
eCG, genera una alta tasa de presentacion de celo, buena tasa de prefiez y mejor

sincronizacién de celo en borregas Corriedale en época no reproductiva.

Manrique (2011), trabajé en el Centro Experimental Carolina,
perteneciente a la Universidad Nacional del Altiplano, perteneciente al distrito de
Puno, el objetivo tuvo como proposito evaluar protocolos cortos de 5 dias y largos
de 9 dias en la sincronizacion de celo en borregas que fueron inseminadas con
semen criopreservado, ademas se evaluo el didmetro del cuerno uterino y tasa de
prefiez. Se hizo uso de 40 ovejas de la raza Corriedale y Criollas las mismas que
fueron sometidas a un protocolo de sincronizacion con esponjas intravaginales, se
asignaron un grupo de 20 borregas al protocolo corto de 5 dias y el otro grupo de
20 ovejas sometidas a un protocolo largo de 9 dias; al momento de extraer las
esponjas se aplico 350 Ul de eCG. En el trabajo de medir el diametro uterino se
hizo uso de un ecografo a las 36 horas después de extraer la esponja y a las 56
horas se procedié a inseminar via cervical haciendo uso de semen congelado,
finalmente se hizo el diagnostico de prefies a través de la ecografia transrectal a
los 35 dias para confirmar la gestacion. La tasa de prefiez fue de 21.05% y 25%,
para el protocolo de sincronizacion corto y largo de progesterona,

respectivamente.
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Pérez et al. (2010), evaluaron la fertilidad del semen congelado mediante
la, inseminacion via laparoscopica en ovejas Corriedale, con sincronizacion de
celo o celo natural en época reproductiva inseminaron via laparoscopica con
semen congelado 12 a 14 h post deteccidn de celo y en época no reproductiva se
sincronizaron con esponjas preparadas que contenian 50 mg de acetato de
medroxiprogesterona (MAP) por 14 dias y se colocaron 333.3 Ul. de eCG al
momento de remover las esponjas, la inseminacion en ambos grupos se realizé a
tiempo fijo 52 a 56 h post remocién de la esponja, obteniéndose en época
reproductiva 75.0% de ovejas gestantes que fueron sincronizadas, 66.6% ovejas
gestantes con celo natural y 66.6% ovejas gestantes sincronizadas en época no
reproductiva, es decir que, se puede usar el semen de carnero congelado a campo
para inseminar via intrauterina en ovejas sin reducir el porcentaje de gestacion y

paricion en época reproductiva y época no reproductiva.

Cérdenas (2008), evaluo el efecto de la Gonadotrofina corionica equina
(eCG) y 2 momentos de inseminacién artificial por laparoscopia con semen
congelado, sobre la fertilidad de ovejas de raza Corriedale, en el CIP. lllpa ubicado
a una altura de 3,815 en la region y provincia de Puno. Las borregas fueron
divididas en 2 grupos de animales: T1 sin uso de hormonas y T2 inyectando 330
U.l. de eCG. Luego se compar6 dos tiempos de inseminacion artificial después
del celo, uno menor a 06 horas y otro mayor a 06 horas. Para el analisis estadistico
se utilizd la prueba exacta de Fisher y Chi-cuadrado de Pearson. Las ovejas se
sometieron a protocolo de sincronizacion junto con esponjas intravaginales (60
mg de acetato de medroxiprogesterona) y una administracion de eCG al final del
tratamiento progestacional. Luego se inseminaron a tiempo fijo una vez extraida

las esponjas. Las tasas de prefiez fueron del 42.9 sin tratamiento hormonal y 35.7%
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con tratamiento hormonal (P>0,05), por otro lado, el porcentaje de prefiez cuando
se insemina en tiempos menores de celo a 6 horas y mayores a 6 horas post celo
fue de 47.1 y 27.8% respectivamente (P>0.05). Segun la prueba estadistica no se
detectaron diferencias significativas a favor de la eCG, observandose un mayor
porcentaje de prefiez cuando se insemina en tiempos menores de 6.00 horas post

celo.

2.2.2. Antecedentes nacionales

Fernandez (2019), evalud la eficacia de dos fuentes de progesterona (CIDR
y ESPONIJA) y dos niveles de Gonadotropina Coridnica Equina “ECG” (200 UI
a 300 UI) en la sincronizacion de estro e inseminacion artificial en el distrito de
Andahuaylillas, Quispicanchi, Cusco. Las borregas distribuidas en 4 tratamientos
en estudio: en el T1: (n = 10 borregas) (d 0) inicio del tratamiento con CIDR, (d
14) se retird el CIDR y se aplicd 200 Ul de ECG. T2: (n = 10 borregas), (d 0)
inicio del tratamiento con CIDR, (d 14) se retir6 el CIDR y se aplicd 300 Ul de
ECG. T3: (n =10 borregas), (d 0) inicio del tratamiento con esponja Intravaginal,
(d 14) se retiro la esponja y se aplic 200 Ul de ECG. T4: (n = 10 borregas), (d 0)
inicio del tratamiento con esponja Intravaginal, (d 14) se retird la esponja y se
aplico 300 Ul de ECG. Se realizo la inseminacion artificial en los 4 tratamientos
a las 54 a 56 horas de haber retirado el CIDR o la esponja (d 16), con semen de
carnero de raza East Friesian. Los resultados de la tasa de prefiez fueron: para
CIDR 50%, ESPONJA 60%, para las dos dosis de eCG 55%, sin diferencias entre

tratamientos.

Angulo y Angulo (2019) en Junin a 3819 msnm, realizaron la

inseminacién por laparoscopia con semen congelado, mediante dos formas:
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congelamiento lento y congelamiento rapido, obteniendo 44% y 50% de tasa de

prefiez, respectivamente.

Alvarez (2017), trabajo en ovinos criollos y utilizé esponjas MAP y 150
Ul, 250 Ul 6 350 Ul de eCG para sincronizar el celo de las borregas. La
inseminacién por laparoscopia se realizé 54 horas post aplicacion de eCG con
semen de carneros de la raza East Friesian. El porcentaje de prefiez fue de 72.73%,

41.67% y 66.67%, respectivamente.

Depaz (2011), evalud el efecto del tratamiento corto de progesterona en la
fertilidad de ovinos Pelibuey inseminados via laparoscopia con semen congelado.
La sincronizacion del estro se realizd con esponjas intravaginales (60 mg de
acetato de medroxiprogesterona, MAP) por 06 dias (tratamiento corto), ademés
de una aplicacién de 300 Ul de eCG (Folligon®) al retiro de las esponjas. Se
utilizé semen congelado de carnero de East Friesian, La descongelacion del semen
se realizd en bafio de agua a 38 °C, inmediatamente cargadas en aplicador de
semen intrauterino. La IA se realiz6 a tiempo fijo (62-65 h post retiro de la esponja
intravaginal), depositando media dosis a cada cuerno. La paricion obtenida fue

70% para ovejas y 66,66% para borreguillas;

Santos (2022), realizo un trabajo cuyo objetivo fue conocer la tasa de
fecundidad en ovejas Corriedale haciendo uso de la inseminacion laparoscépica
comparando semen fresco diluido y criopreservado, la investigacion se realizé en
el centro experimental Casaracra — UNDAC donde se emplearon 200 borregas y
04 carneros corriedale, las mismas que tenian un estado sanitario y nutricional
optimo. Para esto se formaron dos grupos experimentales el primero T1: Borregas

inseminadas por laparoscopia haciendo uso de semen fresco diluido y el segundo
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T2: Borregas inseminadas por laparoscopia con semen criopreservado. La
concentracion del semen fresco diluido fue de 50 x 106 espermatozoides, el dilutor
empleado fue en base a Tris mas yema de huevo, ademas la muestra seminal fue
analizada con el sistema computarizado “CASA”. El semen criopreservado
mantuvo la misma concentraciéon y mismo diluyente, pero a esto se adiciono
glicerol como crioprotector intracelular. Los resultados mostraron diferencias:
90.5% de prefiez para el tratamiento 1 y 66.6% de prefiez para el tratamiento 2.
Los andlisis esperméticos fueron buenos tanto en motilidad y concentracion
momentos antes de la inseminacion. A la prueba del chi cuadrado se observa
diferencias estadisticas entre cada tratamiento y entre carneros empleados. Se
concluye que la a inseminacién artificial por laparoscopia en borregas sometidas
a sincronizacion y usando semen fresco diluido, permite alcanzar tasas de prefiez
por encima del 90 % esto indica que es una buena técnica en el uso de programas

empadre y mejora genética en ovinos.

2.2.3. Antecedentes internacionales

Guzman (2022), realiz6 la inseminacién por laparoscopia en ovejas
Katahdin y Katahdin x Criolla, utilizando un protocolo de sincronizacion de celo
con 60 mg de MAP y 400-500 Ul de eCG, se utilizd semen congelado y la
inseminacion se realizé 58 — 66 horas post retiro del dispositivo, obteniendo 60%

de prefiez.

Sylla et al. (2021), sincronizaron el celo de borregas Soprawissanas con
dispositivos vaginales de liberacion de progestdgenos (CronogestVR 40 mg de
cronolona, después de 14 dias, se retiraron los dispositivos y se administraron 500

Ul de PMSG. Se comprobd el celo de las ovejas a las 48 h después de la retirada
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del pesario, utilizando un carnero vasectomizado. Se considerd gque las ovejas que
se mantenian firmes para ser montadas estaban en celo; sin embargo, solo las
ovejas que mostraban una vulva hiperémica y edematosa fueron sometidas a un
procedimiento de inseminacion intrauterina laparotomica con semen congelado
comercial de carnero Merino. La tasa de prefiez fue 60% para borregas y 70% para

borreguillas.

Rodriguez et al. (2015), realizaron la inseminacion intrauterina por
laparoscopia en ovejas mestizas West African con semen congelado de Dorper en
pajuelas. La sincronizacion del estro se realizd mediante un dispositivo
intravaginal impregnado con acetato de medroxiprogesterona (MAP). La IA se
realiza por via laparoscopica 48 a 56 horas (h) despueés de retirar el dispositivo,

resultando en una tasa de prefiez del 70,97%.

Kulaksiz y Daskin (2012), trabajaron con cabras primiparas y multiparas
de laraza Saanen y la sincronizacion de celo se realizd con esponjas intravaginales
impregnadas con 20 mg de acetato de fluorogestona (FGA) y la administracion
IM de 125 mg de cloprostenol (PGF2a) y eCG (400 UI), 48 h antes de la retirada
de las esponjas y la inseminacion artificial laparoscopica intrauterina con semen
congelado, se realizé 55 h después de la retirada de las esponjas FGA. La tasa de
prefiez para las cabras multiparas fue del 53% y para las cabras primiparas del

66%, sin diferencias significativas

Murfioz (2011), trabajo con un total de 240 ovejas Corriedale que fueron
sincronizadas con progesterona y asignadas al azar a 4 grupos, segun el tiempo
transcurrido entre la deteccién de celo y la A con semen de carneros de la raza.

Los primeros 3 grupos fueron inseminados luego de 3y 6,6y 12; 6 12y 18 h de
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detectado el celo; el cuarto grupo recibi6 una sola inseminacién 18 h después de
detectado el celo. El semen fue extraido y congelado en una solucién de leche
descremada, glicerol y yema de huevo, descongelado y usado, evaluando la
cantidad y naturaleza de la mucosa cervical. Treinta dias después se determino la
prefiez mediante ecografia. No se detectaron diferencias estadisticamente
significativas entre los porcentajes de prefiez, que fueron de 22; 31; 22; y 21%,
para los grupos 1, 2, 3 y 4, respectivamente. Tampoco fueron significativas las

diferencias en fertilidad con una o dos inseminaciones.

Asaduzzaman et al. (2023), determinaron las tasas de prefiez de ovejas
nativas tras distintos métodos de inseminacion artificial transcervical (IATC). La
IATC se realizé en ovejas en celo inducido utilizando dos pajuelas de semen
congelado y descongelado. En el grupo 1, la IATC se realizé una sola vez en celo
en ovejas sujetas de forma tradicional/manual (n=20) y en ovejas sujetadas en el
laboratorio (n=20). En el grupo 2, la TCAI se realizO en ovejas sujetas
manualmente una sola vez después de 46-48 h de la inyeccion de PGF2a (n=20),
y dos veces a las 46-48 h y 52-56 h después de la inyeccidon de PGF2a (n=20). En
el grupo 3, el TCAI se realizo en ovejas sujetadas manualmente una sola vez a las
52-56 h después de la inyeccion de PGF2a y 20 minutos después de la inyeccion
de oxitocina (n=10), y 20 minutos después de la inyeccion de benzoato de
oxitocina-estradiol (n=11). Las tasas de gestacion fueron del 35 % y el 45 % en el
TCAI tradicional y en el TCAI en el laboratorio, del 35% y el 55% en las IAC de
un solo tiempo y de doble tiempo, y del 50% y el 55% en las IAC tratadas con
oxitocina y oxitocina-estradiol, respectivamente. Aunque las tasas de prefiez no
difirieron significativamente (p>0,05) por grupo experimental, el TCAI después

del tratamiento cervical y la TCAI de doble tiempo tuvieron mas prefieces que los
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otros enfoques de la TCAI. Por altimo, TCAI doble seria un método eficaz y

aceptable para la reproduccién artificial de ovejas de campo con semen congelado.

Fonseca et al. (2017), probo el uso de tres gonadotropinas diferentes para
la induccion del estro en cabras lecheras durante la temporada no reproductiva.
Todas las cabras recibieron una inyeccion de 30 pg de d-cloprostenol y esponjas
intravaginales que contenian 60 mg de acetato de medroxiprogesterona (MAP)
durante 6 dias mas 20 Ul de FSH porcina (pFSH), 200 Ul de eCG o 250 Ul de
hCG 24 h antes de la retirada de la esponja. En el Experimento 1 (n = 24), se
registraron los parametros ecograficos ovaricos y moco cervical durante 5 dias
después de la retirada de la esponja o hasta la ovulacién. En el Experimento 2 (n
= 80) se evalué la eficiencia reproductiva de las hembras inseminadas
artificialmente o apareadas naturalmente. El intervalo medio desde la retirada de
la esponja hasta la ovulacién (73,5 = 23,7 h), el nimero de ovulaciones (1,6 = 0,7)
y el didmetro del foliculo ovulatorio (7,2 + 0,8 mm) no variaron (P > 0,05) entre
los tres grupos. En el momento de la ovulacion, el moco cervical tenia cristalino-
estriado a estriado (22,2%), estriado a estriado-caseoso (72,2%) y estriado-
caseoso a caseoso (5,6%). El diametro mayor del foliculo fue mayor (P < 0,05) en
los casos con aspecto cristalino (6,7 £ 1,4 mm), cristalino estriado (7,2 + 1,1 mm)
o estriado (7,3 = 1,3 mm) que en las de aspecto estriado-caseoso (5,3 £ 1,4 mm)
0 caseoso (4,5 £ 1,1 mm). Porcentaje de animales en celo (92,5%) y tasa de
concepciéon (60,8%) fueron similares (P>0,05) entre los tres grupos de
gonadotropinas. Los resultados de este estudio apoyan el uso de eCG (200 Ul),
hCG (250 Ul) y pFSH (20 Ul) para los protocolos de induccién del estro. La
evaluacion del moco cervical puede utilizarse como método adicional para

determinar el momento 6ptimo para la inseminacion.
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Bigelow et al. (2004), estimaron las probabilidades de concepcion en
funcion del momento del coito en relacion con la ovulacion y de una puntuacion
de 1 a4 de la calidad del moco. Se observo una fuerte tendencia al aumento de las
probabilidades de embarazo especificas de cada dia con el aumento de la
puntuacion del moco. Al ajustar por la puntuacién del moco, las probabilidades
especificas del dia tuvieron una variabilidad limitada a lo largo del intervalo fértil.
Los cambios en la calidad del moco a lo largo del intervalo fértil predicen el patron
observado en las probabilidades de concepcion especificas de cada dia. Para
maximizar la probabilidad de concepcion, el coito debe producirse en dias con una
calidad 6ptima del moco, como se observa en el flujo vaginal, independientemente

del momento exacto en relacién con la ovulacion.
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CAPITULO III
MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE ESTUDIO

La investigacion se realizo durante los meses de agosto, setiembre y octubre del
2022 en el Fundo Nactuiri, Distrito de Nufioa, Provincia de Melgar y Region Puno. Se
encuentra a una latitud Sur 14° 19' 15", Longitud Oeste 70° 43' 59", Altitud de 4361
msnm, presenta un clima Templado - Frio la mayor parte del afio, con una temperatura
promedio anual de 8.6 °C (maxima de 17.8 °C en abril y minima de -16°C en Julio), una
humedad relativa promedio anual de 59.58% y una precipitacion pluvial promedio anual

de 628 mm/afio (SENAMHI, 2019).
3.2. MATERIAL EXPERIMENTAL
3.2.1. Recurso biolégico

Se seleccionaron 36 borregas de raza Corriedale, con cronometria dentaria
que comprende borregas diente de leche (10 a 12 meses) hasta boca llena con una
condicion corporal de 2.5 hasta 3.5 y a su vez fueron alimentadas en praderas
naturales, éstas fueron asignadas en tres grupos segun el tiempo de inseminacion

después de ser administrada la hormona eCG (52, 55 y 60 horas).
3.3. METODOLOGIA
3.3.1. Seleccién de hembras

La poblacién de estudio se conformé por 36 ovinos hembras de la Raza
Corriedale del Fundo ‘“Nactuiri - Nufioa”, las cuales fueron distribuidas

completamente al azar en 3 grupos experimentales, segun el tiempo de
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inseminacién a aplicarse 52, 55 y 60 horas post retiro de la esponja y cada grupo
estuvo compuesto por 12 borregas para cada uno de los tratamientos,

respectivamente.

Se incluyo a borregas que tenian entre 10 a 12 meses de edad, de 30 + 2
Kg de peso vivo, cumpliendo con el 70% del peso aproximado que alcanzaran en
la adultez (Edmonson et al., 2012). La condicion corporal PCC fue 3% 0.5,
considerando la escala de 1 a 5, donde 1 es enflaquecida y 5 es gorda (Cevallos,

2012); lo que refleja el adecuado manejo nutricional proporcionado a las borregas.

Un mes antes de la inseminacion las ovejas fueron desparasitadas y
vitaminadas (fosforo, selenio, A, D, E y complejo “B”), a su vez se realiz6 descarte
de prefiez a traves de la ecografia por ultrasonografia como también se las

selecciono verificando que no estuvieran lactantes (Gibbons y Cueto, 2011).

3.3.2. Protocolo de sincronizacion del estro en hembras ovinas

Se Colocaron esponjas intravaginales con 60mg de acetato de
medroxiprogesterona (MAP), (PROGESPON ®) el dia 0, estas permanecieron por
12 dias, al término de este tiempo fueron retiradas e inmediatamente se administrd
Gonadotrofina Coridnica Equina (eCG) NOVORMON® 5000 Ul, a una dosis de

350 UI. (Fonseca et al., 2017).
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Figura 2

Protocolo de sincronizacion de celo en ovinos corriedale.
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El procedimiento para aplicar las esponjas intravaginales fueron las

siguientes:

a) Se lavd la vulva con agua tibia y jabdn posteriormente se sec6 con
papel toalla.

b) El aplicador fue desinfectado con alcohol, luego cada esponja fue
empapada con antibiotico (oxitetraciclina) para evitar futuras
adherencias y posibles infecciones.

c) Se introdujo la esponja intravaginal, para esto primero separamos los
labios vulvares y luego se introdujo el aplicador a un angulo de 45°,
una vez que se introdujo la punta del aplicador se procedi6 a dejar la
esponja dentro de la cavidad vaginal y finalmente se retir6 el aplicador

percatandonos que cuelgue el hilo de algoddn de la esponja.
Figura 3

Introduccion de esponjas intravaginales con 60mg de acetato de

medroxiprogesterona.
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3.4. OBTENCION DEL SEMEN Y CRIOPRESERVACION

3.4.1. Elaboracion de dilutor

Para la criopreservacion se prepard un volumen del diluyente Triladyl®,
(MiniTub GmbH; Tiefenbach, Alemania), que consiste en agua bidestilada,
glicerol, tris, é&cido citrico, fructosa, con antibidticos (espectinomicina,
lincomicina, tilosina, gentamicina; tres volimenes de agua ultrapura (DW; Aqua
Purificata; Prolab, Gliwice, Polonia) y un volumen de yema de huevo de Gallus

domesticus, es decir 1:3:1 (vol/vol/vol), respectivamente.

Tabla 1

Composicion de dilutor para criopreservacion de semen.

Dilutor para carnero de raza corriedale 50 ml

Triladyl 10 mi
Yema de huevo 10 ml
Agua bidestilada 30 ml

Nota: Composicion empleada por Lab. Biotecnologia

IVITA Marangani (2022).

Los pasos para obtener el dilutor fueron los siguientes:

a) Se midieron los reactivos en tubos falcon de acuerdo a lo que indica el cuadro.
Para poder obtener la yema de huevo, se tuvo que separar la clara de la yema esto
con la ayuda de papel toalla. A continuacion, para poder obtener la yema se hizo

uso de una jeringa estéril para poder succionar 10 ml de yema de huevo.
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b) Una vez obtenido la yema de huevo se procedié a verter en tubo falcon,
seguidamente el dilutor Triladyl y por ultimo el agua ultrapura; finalmente se

procedié a homogeneizar y luego almacenar en un frigorifico a 5 °C.

3.4.2. Elaboracion de dilutor

Se selecciono un carnero importado chileno perteneciente a Cabafia San
Antonio de Padua-Cupi, donde se obtuvo dos eyaculados por medio de vagina

artificial.

La coleccion de semen de realizo siguiendo la técnica descrita por

(Gibbons y Cueto, 2016), donde:

a) La vagina se cargo6 con 40-60 ml de agua caliente a 50 °C 0 mas, segun
las pérdidas de calor que se produzcan hasta el momento de su utilizacion, siendo
importante que la temperatura interior de la misma al momento de la eyaculacion

sea de aproximadamente 40 °C.

b) El armado final de la vagina artificial se logr6 agregando aire a la

camara de agua para estrechar la luz vaginal a aproximadamente 1 cm de didmetro.

c) Asegurada la oveja en el brete de sujecidn, el operador se ubicé del lado
derecho del macho de modo que su mano diestra sujeto la vagina con el extremo
abierto frente al prepucio, en un angulo de 45° con respecto al piso, debiendo estar
preparado para una monta y eyaculacion veloz. Cuando el macho monto, el
operador desvid el pene lateralmente para enfrentarlo a la vagina artificial. Un
"golpe" del animal hacia arriba y hacia adelante indica que la eyaculacion ha

ocurrido.
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d) Inmediatamente después del salto, el tubo de recoleccion se protegid
con la mano de los cambios bruscos de temperatura y se colocd en un bafio maria

a 36 °C.

e) Es importante evitar la contaminacion del semen recolectado, con polvo
u otra suciedad. Por lo tanto, la recoleccion del semen se realizé en un lugar limpio
y libre de polvo. Al mismo tiempo se considerd la limpieza previa a la recoleccién
de semen, donde se limpid el area prepucial y el prepucio externamente con un

pafio humedo (no mojado).

Finalmente, para que el eyaculado sea utilizado, se consider6 que tenga
>1.0 ml de volumen, concentraciéon >3 x 1076 espermatozoides/ml, >90 % de

motilidad progresiva individual y <10 % de anormalidades totales (Garcia, 2018).
3.4.3. Dilucion del semen

a) Se coloco el diluyente preparado en bafio maria a 36°C para mezclar

con la muestra de semen primero en una predilucion 1vol:1 vol.

b) Se completo la dilucién hasta alcanzar 100 x 10”6, segun la siguiente

formula:

V.SxM=xV
C

P_2*3000*0.9*0.9
B 80

P=60.75 = 60 Pajuelas
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Donde:

P = Numero de pajuelas
V.S. = Volumen de semen
M = Motilidad (90%)

\Y, = Vitalidad (90%)

C = Concentracion

c) Luego se procedio a calcular la cantidad de dilutor a usar para 60

pajuelas de 0.25 ml a una concentracion de 80 mil espermatozoides/pajuela.

60* 0.25= 15 ml

Volumen total de semen=2 ml

Volumen total de dilutor= 13 ml

d) Seguidamente se mezcl6 el dilutor con el semen haciendo uso de tubos

falcon de 20 ml.

3.4.4. Evaluacion Pre congelacion

En la evaluacion seminal se considerd, la motilidad total, motilidad

progresiva, vitalidad y HOST.
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Tabla 2

Caracteristicas seminales del semen antes de la criopreservacion.

Caracteristica Motilidad Motilidad Vitalidad HOST
Total progresiva

Carnero 93.56% 91.15% 90.36% 85.21%

Corriedale

3.4.5. Motilidad masal

Se coloco 10 ul. De cada muestra de semen en una lamina portaobjetos
precalentada a 37°C y se utiliz6 un microscopio 6ptico con un aumento de 100X,
para la observacion del semen en “gota gruesa”. Se observo la motilidad masal y

se categorizo de manera subjetiva usando la siguiente escala:

0- Ausencia de espermatozoides motiles
1- Algunos espermatozoides se mueven en su sitio
2- Presencia de espermatozoides motiles, pero insuficiente cantidad

para formar ondas.

3- Presencia de ondas o remolinos muy lentos.
4- La ondas o remolinos se forman rapidamente.
5- Velocidad de formacion de ondas extremadamente alta (Aguilar,
2009)
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La evaluacion de la motilidad total de la muestra de semen diluida se
realizd en el sistema CASA AndroVision. Siendo los valores los siguientes:

motilidad masal 4.

3.4.6. Evaluacion de Vitalidad

El semen se sometio a la tincidn vital de eosina/nigrosina. Una gota de 5
ul. de semen se mezcl6 con 20 ul. de solucion de eosina y 40 ul. de solucion de
nigrosina, esto sobre un portaobjetos precalentado a 37°C, luego de 30 segundos
se efectud un frotis y consiguientemente se seco al aire ambiental, posteriormente
fue sometido a observacion con un aumento de 400X. Para cada frotis se
contabilizaron 200 espermatozoides como minimo en campos tomados al azar.
Los espermatozoides penetrados por la eosina mostraron color rosa, estos son
considerados como espermatozoides muertos. Se establecid la relacion entre el
nimero de espermatozoides vivos y el nimero de muertos llevandolos al

porcentaje.

La evaluacion de vitalidad se realizd mediante la tincion eosina-nigrosina.

Obteniéndose los siguientes porcentajes:

97 + espermatozoides vivos Viabilidad= 97 x 100
52 espermatozoides muertos 149
149  total Viabilidad = 65.10 % = 65%

3.4.7 Evaluacion Host

La evaluacidn de la integridad funcional de membrana se realizé mediante

la prueba hiposmotica (Host). De acuerdo al siguiente procedimiento:
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a) 20 microlitros de semen + 180 microlitros de solucion host de solucion
hiposmotica de 140 milihosmoles por el tiempo de 30 minutos. Obteniéndose los

siguientes porcentajes:

72 membrana Intacta Integridad Membrana= 72 x 100 =63.15 % =63%

42 membrana Rota 114

114 total

3.4.8 Proceso de congelacion de semen

Para el proceso de congelacién del semen se siguié la técnica descrita por

(Vozaf et al., 2021).

a) Una vez realizada la evaluacion de las caracteristicas seminales
microscopica, se dejo enfriar el semen diluido en una refrigeradora
hasta alcanzar una temperatura de 5 °C.

b) La muestra refrigerada se mantuvo a 5°C durante 2 horas (fase de
equilibrio), posteriormente se procedio al rotulado de las pajillas.

c) El semen diluido fue aspirado en pajillas de 0.25 ml y se sellaron con
alcohol polivinilico en polvo.

d) Las pajillas con semen se transfirieron a la rejilla flotante de la caja de
polietileno de congelacion (Minitube, Alemania), las pajillas fueron
suspendidas horizontalmente sobre nitrégeno liquido a 5 ¢cm por
encima del nivel del nitrgeno liquido durante 10 minutos (-125 a -

130°C) y se sumergieron en el nitrégeno liquido (-196°C).

3.4.9 Evaluacién Post descongelamiento

Esto se efectud de la siguiente manera:
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Se extrajeron 3 pajillas del termo de conservacion para luego ser
descongeladas en bafio maria a una temperatura de 37° C durante 30 segundos

(Gibbons & Cueto, 2008).

Motilidad total y Progresiva se evaluaron las pajillas, esto haciendo uso

del Sistema AndroVision CASA.

Vitalidad: Se realizo de manera similar al procedimiento descrito en la

precongelacion.

HOST: Se realizo de manera similar al procedimiento descrito en la
precongelacion y a continuacion se observa los resultados de motilidad total,

motilidad progresiva, vitalidad y HOST.

Tabla 3

Caracteristicas seminales del semen a la descongelacion.

Caracteristica Motilidad Motilidad Vitalidad HOST
Total progresiva

Carnero 70.56% 67.34% 65.10% 63.15%

Corriedale

3.4.10 Inseminacion artificial por laparoscopia

Se inseminaron 36 ovejas independientemente de si hayan presentado celo
0 no, esta inseminacion se realizé a las 52, 55y 60 horas posteriores a la remocion

de la esponja intravaginal con progestageno.
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a) Las ovejas a inseminar fueron aisladas y sometidas a ayuno de forraje
y agua 18 horas antes de la inseminacion, para facilitar la localizacion
de 6rganos del aparato reproductor y evitar dafiar el rumen.

b) Se realizd la tricotomia del lugar donde ingresaron los trocares, esto
ubicado entre dos a tres centimetros por debajo de la ubre, para lo cual
se us6 una maquina de esquilar para facilitar el proceso.

c) Se administrd, el tranquilizante en base a clorhidrato de xilazina; esto
por via intramuscular a dosis de 0.2 ml, esto con el objetivo de tener
un mejor manejo a la hora de realizar la IAL.

d) Luego cada borrega se colocé en la camilla donde los miembros
posteriores fueron sujetados por la parte superior de la camilla donde
la oveja quedo en un plano inclinado de unos 40 a 45° (posicién de
Trendelenburg), ademés se utilizé una bomba de CO2 para producir el
neumoperitoneo y de esta forma conseguir que las visceras
abdominales se sitlen en la cara peritoneal del diafragma facilitando
de esta manera la visualizacion y manejo del aparato genital y su vez
evitar dafios al rumen al momento de introducir los trocares.

e) Se procedi6 a introducir los trocares haciendo uso de una hoja de
bisturi con la que se hizo una pequefia incisién para facilitar la
introduccidn de los trocares; esto a 3 a 5 cm de la parte anterior de la
ubre.

f) Se descongelo el semen criopreservado haciendo uso de bafio maria a
una temperatura de 37°C por el periodo de 30 segundos, seguidamente

se secd y se introdujeron en el aplicador, manteniéndolos a 37°C.
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g) Seguidamente el lente de laparoscopio se introdujo por medio del
trocar izquierdo, esto con el fin de ubicar los cuernos uterinos y por
medio del trocar derecho se introdujo el aplicador juntamente con el
semen cargado. Una vez ubicado los cuernos uterinos se procedio a
inyectar la mitad de dosis de semen en cada cuerno uterino, la
inyeccion se realizo en el tercio medio de los cuernos uterinos lo mas
cranealmente posible.

h) Después de ser depositado el semen se procedio a retirar los trocares y
aplicar la curabichera en la zona invasiva donde ingresaron los

trocares.

3.4.11 Determinacion del tipo de secrecién cervical

a) Las borregas a evaluar fueron sujetadas de los miembros posteriores

elevandolas y exponiendo la regién de la vulva.

b) Luego se realiz6 la higienizacion de la vulva para luego introducir el
vaginoscopio previamente lubricado, por ultimo, se procedio a ubicar la apertura

cervical y anotar los resultados.

Para denotar el de tipo de celo y/o secrecidn se utilizé el cuadro Nro. 4

propuesto por Mufioz (2011).
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Tabla 4

Clasificacion de la mucosa vaginal y caracteristicas fisicas del mucus (Mufioz,

2011).
Tipo de celo COLOR SECRECION
Tipodecelo Muy enrojecida  Fluido cristalino, claro y brillante.
1
Tipo de celo Enrojecida Fluido estriado, claro y lechoso.
Tipo se celo Poco enrojecidaa Fluido caseoso, lechoso y espeso.
3 palida

e Tipo de celo 1: mucosa vaginal muy enrojecida con abundante
mucus fluido, claro y brillante.

e Tipo de celo: mucosa vaginal enrojecida, fluido menos abundante,
claro a lechoso.

e Tipo de celo 3: mucosa vaginal poco enrojecida, fluido poco

abundante, lechoso y espeso.

3.4.12 Diagnostico de gestacion

Uno de los principales objetivos de este trabajo es obtener una cifra de
cuantas borregas prefiaron respecto a cada tratamiento que recibieron. Para esto
se empled el método de deteccion de prefiez con ayuda de un ecografo “BMV
ultrasonografia” con transductor convexo, esto a los 45 dias después de la

inseminacién artificial, el método fue empleado por su alta confiabilidad.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

41. TASA DE PRENEZ SEGUN EL TIEMPO DE INSEMINACION
INTRAUTERINA POST RETIRO DE DISPOSITIVO VAGINAL EN

BORREGAS CORRIEDALE

Tabla 5
Tasa de prefiez segun el tiempo de inseminacién intrauterina a las 52, 55 y 60 horas

post retiro de dispositivo vaginal en borregas Corriedale.

Tratamiento Tiempo post Prefiadas No Total
retiro de Prefiadas
dispositivo.
1 52 h 5 7 12
41.67 58.33
2 55h 6 6 12
50 50
3 60 h 7 5 12
58.33 41.67
Total 18 18 36

Fuente: Elaborada por el autor

En la Tabla 5, se observan los resultados que muestran el porcentaje de prefiez a
las 52, 55y 60 horas post retiro de la esponja e inseminacidn intrauterina por laparoscopia.
Estos resultados nos indican que, no existen diferencias significativas entre la tasa de

prefiez y los tiempos de inseminacion post retiro de la esponja (p>0.05).

Nuestros resultados de las 52 a 55 horas, son ligeramente inferiores al reporte de
otros autores que trabajaron bajo similares condiciones ambientales. Asi, Chuctaya

(2022), quién realizo la inseminacién artificial por laparoscopia en borregas criollas a las
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56 horas post retiro de las esponjas y obtuvo una tasa de fertilidad del 55%. También,
Retamoso (2015), realizd un trabajo de inseminacion por laparoscopia en ovinos
Corriedale haciendo uso de semen fresco, donde obtuvo un porcentaje de prefiez del
57.1%. Estas diferencias se atribuirian a la raza, debido a que los ovinos criollos son mas
prolificos (Bravo, 1986) o al tipo de semen empleado ya que el semen criopreservado
tiene menos viabilidad que el semen fresco. En adicién, resultados mayores en la tasa de
prefiez fueron obtenidos por Pérez et al. (2010), quienes realizaron la inseminacion via
laparoscépica con semen congelado en ovejas Corriedale en época no reproductiva 52 a
56 h post remocidn de la esponja, obteniendo 66.6% de ovejas gestantes. Resultados que
son mayores a comparacion de nuestro trabajo que puede deberse al factor altitud, ya que
nosotros trabajamos la técnica de inseminacion artificial intrauterina por laparoscopia a
mas de 4300 metros sobre el nivel del mar, esto debido a la hipoxia hipobarica de altura,
la cual tiene efectos significativos en varias caracteristicas del proceso de reproduccion
ovino, donde la formacion de ROS vy el estrés oxidativo cumplen un rol fundamental
(Parraguez et al., 2011). También, Martinez et al. (2006), trabajé en ovinos cruzados
Damara por Merino e inseminaron por laparoscopia entre las 42 y 46 horas obteniendo
un porcentaje de prefiez del 46,6 %, esta diferencia puede estar atribuidas a las diferencias
genéticas de las razas (Damara por Merino y Corriedale). Por lo tanto, la fertilidad en
ovejas inseminadas artificialmente depende de muchos factores, tales como la técnica de
inseminacion, raza, edad, intervalo parto-inseminacion, establecimiento, estacion, afio,

efecto macho, y estado nutricional, entre otros (Anel et al., 2005).

Nuestros resultados son superiores al reporte de Mango (2015), realiz un trabajo
de inseminacion por laparoscopia en borregas Corriedale con mayores dosis de eCG al
momento de retiro de esponjas, en comparacion a nuestro trabajo, obteniendo una tasa de

prefiez del 42.11%. Ademas, Manrique (2011), trabajo con borregas Corriedale y Criollas
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en la inseminacion laparoscopica con protocolos cortos (5 dias) y largos (9 dias),
inseminando a las 56 horas via cervical con semen criopreservado obteniendo una tasa de
prefiez del 21.05% y 25%, respetivamente. Esta diferencia seria por la via de

inseminacion realizada en este estudio.

En cuanto a los resultados de tasa de prefiez a las 60 horas, nuestros resultados son
inferiores a lo indicado por Depaz (2011), quienes utilizaron un tratamiento corto de
progesterona en ovinos Pelibuey inseminados via laparoscopia con semen congelado,
donde la IAL se realiz6 a tiempo fijo (62-65 h post retiro de la esponja intravaginal),
obteniendo una tasa de prefiez del 70% para ovejas y 66,66% para borreguillas, esta
diferencia se deberia a que la raza Pelibuey es mas prolifica (Boretto et al., 2002).
También, Mellisho (2006), utilizé ovinos Black Belly, después de un protocolo de
sincronizacion realizo la inseminacion artificial por laparoscopia a tiempo fijo (62-65 h
del retiro de la esponja intravaginal) usando un pellet de semen congelado, reportando un
porcentaje de prefiez del 68.4 %, esta diferencia se puede atribuir al efecto raza, ya que la

oveja Black Belly tiene una mayor tasa ovulatoria que otras razas ovinas.

Contrariamente a nuestros resultados, Martemucci & D’Alessandro (2011),
investigaron en ovinos Altamurana, y al comparar los resultados de prefiez post
inseminacién por laparoscopia a las 52 y a las 60 horas post retiro de la esponja,
obtuvieron porcentajes de prefiez del 20 y 60 % respectivamente, con mejor resultado a
las 60 horas. En adicion Gibons y Cueto (2008) indican que la inseminacién intrauterina

se debe realizar proxima a la ovulacion 6sea entre 58 a 66 horas post tratamiento.

Sin embargo, debemos indicar que, cada rebafio o animal posee caracteristicas
propias tales como la raza o cruza, la edad, la genética, el estado nutricional, época del

afio, el medio ambiente, la respuesta hormonal intrinseca, la condicion fisica y social que
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intervienen en los resultados de fertilidad influyendo asi también el procedimiento de
congelacién seminal y la metodologia utilizada por cada autor (Boretto et al., 2002; Anel

et al., 2005). Por lo tanto, existen variabilidad en los resultados de prefiez.

4.2. TASA DE PRENEZ SEGUN EL TIPO DE SECRECION CERVICAL EN
LA SINCRONIZACION DE CELO EN BORREGAS CORRIEDALE

INSEMINADAS POR LAPAROSCOPIA

Tabla 6
Tasa de prefiez segun el tipo de secrecion cervical en la sincronizacién de celo en

borregas Corriedale inseminadas por laparoscopia.

Tipo de secrecion  Prefiadas No Prefiadas Total
TIPO1 4 13 17
23.53 76.47
TIPO2 11 5 19
68.75 31.25
Total 15 18 33

Fuente: Elaborada por el autor

En la tabla 6, podemos visualizar los resultados que muestran la tasa de prefiez
segun el tipo de secrecidén cervical donde se obtuvo una tasa prefiez del 23.53% y 68.75%
para la secrecion cervical tipo 1 y tipo 2 respectivamente, hallandose diferencias
altamente significativas (p<0.01). Ademas, se observa que la secrecion cervical tipo 2
muestra el mayor porcentaje de prefiez (68.75%) frente a la secrecion cervical tipo 1

(23.53%).
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Resultados similares fueron obtenidos por Fonseca (2017), cuando se clasifico el
moco cervical en cabras como cristalino a estriado con foliculos antrales mas grandes en
comparacion con los animales con moco cervical estriado/caseoso y caseoso. Esto puede
indicar que la mayoria de las ovulaciones ocurren durante la secrecion de moco
estriado/caseoso, ya que la reduccién en el diametro de los foliculos preovulatorios
generalmente ocurre justo antes de la ruptura del foliculo (es decir, la ovulacion) en
pequefios rumiantes. También, Bigelow et al. (2004), estimaron las probabilidades de
concepcidn en relacién con la ovulacion y de una puntuacion de 1 a 4 de la calidad del
moco. Se observé una fuerte tendencia al aumento de las probabilidades de embarazo
especificas de cada dia con el aumento de la puntuacion del moco. Esto concuerda con
(Gibbons y Cueto, 2017), donde menciona que la inseminacion cervical sistemética se
realiza alrededor de 12 horas antes de la ovulacién, o sea entre las 48 y 54 horas post
tratamiento hormonal; mientras que la inseminacion intrauterina, se realiza proxima al

momento de la ovulacion, o sea entre las 58 y 66 horas post tratamiento.

En adicion, Gourley y Riese (1990), mencionan que la mayoria de las ovejas estan
en celo dentro de las 24 a 48 horas y la ovulacion se produce entre 60 y 70 horas después
de la retirada de los progestagenos. Por lo tanto, los tiempos recomendados para la 1A
laparoscépica son de 52 a 60 horas después de la retirada del progestageno para el semen
fresco y 55 a 60 horas después de la extraccion cuando se utiliza semen congelado. Las
borreguillas se deben ser inseminar primero, porque tienden a ovular antes que las ovejas
de més edad, y las ovejas en lactacion deben ser inseminadas al final, porque su ovulacién
se retrasa mas. Las razas de lana fina pueden inseminarse mas tarde, entre las 56 y las 64

horas, porque también suelen ovular mas tarde.

Por otro lado, los resultados obtenidos en el tipo de celo y/o secrecion 1 mostraron
caracteristicas propias como el enrojecimiento, edematizacion vulvar y descarga de flujo
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vaginal claro y translucido, las mencionadas manifestaciones de celo se deben
primordialmente a la alta concentracion de estrogenos (E2) contenidos en el liquido del
foliculo preovulatorio produciendo una retroalimentacion positiva de diferentes
hormonas reproductivas como los estrdgenos, las activinas y las inhibinas principalmente

(Rodriguez, 2016).

Los resultados obtenidos en la presentacion de tipo de celo y/o secrecion 2,
probablemente se debe a un pico medio de produccion de estrégenos debido al estado
nutricional, al momento de la inseminacién. La secrecion de LH luego de iniciado el estro
se incrementa hasta alcanzar un pico entre 12 horas en ovinos desencadenando el pico

preovulatorio de la secrecion de LH (Arroyo, 2011).
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V. CONCLUSIONES

PRIMERA: A las 60 horas se observé un mayor porcentaje de prefiez con 58.33%.
Aunque el andlisis estadistico no muestra diferencias significativas para la
tasa de prefiez en la inseminacion artificial por laparoscopia a las 52, 55y

60 horas post retiro de la esponja.

SEGUNDA: La secrecion cervical tipo dos, muestra mejor tasa de prefiez 68.75% en
contraste a la secrecion cervical tipo uno 23.53% hallandose diferencias

significativas.
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V1. RECOMENDACIONES

PRIMERA: En funcién a los resultados; cuando se haga uso de semen criopreservado
en la inseminacion laparoscépica recomendamos inseminar a las 60 horas

debido a que se obtienen mejores tasas de prefiez en borregas Corriedale.

SEGUNDA: De acuerdo a nuestros resultados es razonable sugerir que el momento mas
adecuado para la 1AL con semen criopreservado es cuando las ovejas
presentan el tipo de secrecion 2 fluido estriado, claro y lechoso. Que

demostraron tener altas tasas de prefiez en borregas Corriedale.

TERCERA: Realizar evaluaciones laboratoriales en la presentacion de celos tipo 1, 2 y
3 incluyendo la concentracion de estrdgenos, LH, etc.,, que en
consecuencia constituyan un método estandarizado de la relacién celo con

las tasas de fertilidad.
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ANEXOS

ANEXO 1. Panel fotografico

Figura 4

Ovinos corriedale sometidos a sincronizacion de celo.

Figura 5

Equipos y materiales de Inseminacion artificial por laparoscopia.
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Figura 6
a) ovinos en pleno ayudo 18 horas antes de la inseminacion b) pleno proceso de

IAL.

Figura 7.
a) sujecion y evaluacion del tipo de secrecién cervical b) observacién de las

caracteristicas del cérvix.
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ANEXO 2. Anélisis estadistico con SAS para tiempo post retiro de dispositivo

vaginal
Sistema SAS
Procedimiento FREQ
Frecuen Tabla de TRT por RESPONSE
cia
TR RESPONSE
Pct fila T
PRENA NOPREN Tot
DA AD al
52 5 7 12
H
41.67 58.33
55 6 6 12
H
50.00 50.00
60 7 5 12
H
58.33 41.67
Total 18 18 36
Estadisticos para la tabla de TRT por RESPONSE
Estadistico DF Valor Prob
Chi-cuadrado 2 0.6667 0.7165
Chi-cuadrado de ratio de 2 0.6698 0.7154

verosimilitud

Chi-cuadrado Mantel-Haenszel 1 0.6481 0.4208
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Estadistico DF Valor Prob
Coeficiente Phi 0.1361
Coeficiente de contingencia 0.1348
V de Cramer 0.1361

Test chi-cuadrado de Pearson

Chi-cuadrado 0.6667
DF 2
Pr asintotico > ChiSq 0.7165
Exacto Pr >= ChiSq 0.9131

Test chi-cuadrado de ratio de verosimilitud

Chi-cuadrado 0.6698
DF 2
Pr asintdtico > ChiSq 0.7154
Exacto Pr >= ChiSq 0.9131

Test chi-cuadrado de Mantel-Haenszel

Chi-cuadrado 0.6481

DF 1

Pr asintdtico > ChiSq 0.4208

Exacto Pr >= ChiSq 0.5470
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Tamafo de la muestra = 36

Fuente: Elaborado por el autor

ANEXO 3. Anélisis estadistico SAS para tipo de secrecion cervical

Sistema SAS

Procedimiento FREQ

Tabla de TRT por RESPONSE

Frecuencia
Pct TRT RESPONSE
fila
PRENAD NOPRENA
A D
TIPO 4 13
1
23.53 76.47
TIPO 11 5
2
68.75 31.25
Total 15 18
Estadisticos para la tabla de TRT por RESPONSE
Estadistico DF Valor
Chi-cuadrado 1 6.7982
Chi-cuadrado de ratio de 1 7.0496

verosimilitud
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Tota

17

16

33

Prob

0.0091

0.0079
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Estadistico DF Valor Prob

Chi-cuadrado adj. de 1 5.0966 0.0240
continuidad

Chi-cuadrado Mantel-Haenszel 1 6.5922 0.0102

Coeficiente Phi -0.4539

Coeficiente de contingencia 0.4133

V de Cramer -0.4539

Test chi-cuadrado de Pearson

Chi-cuadrado 6.7982
DF 1
Pr asintdtico > ChiSq 0.0091
Exacto Pr >= ChiSq 0.0149

Test chi-cuadrado de ratio de verosimilitud

Chi-cuadrado 7.0496
DF 1
Pr asintdtico > ChiSq 0.0079
Exacto Pr >= ChiSq 0.0149

Test chi-cuadrado de Mantel-Haenszel

Chi-cuadrado 6.5922
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Test chi-cuadrado de Mantel-Haenszel

DF 1
Pr asintotico > ChiSq 0.0102
Exacto Pr >= ChiSq 0.0149

Test exacto de Fisher

Celda (1,1) Frecuencia (F) 4
Alineado a la izquierda Pr <=F 0.0113
Alineado a la derecha Pr >=F 0.9987
Tabla de probabilidad (P) 0.0100
De dos caras Pr<=P 0.0149

Tamafo de la muestra = 33

Fuente: Elaborado por el autor
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