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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto del aporte exdgeno de progesterona (P4) natural durante
35 d post-inseminacion en ovejas primalas sobre el porcentaje de gestacion y mortalidad embrionaria. Cuarenta ovejas
fueron sincronizadas con el dispositivo CIDR, por un periodo de 9 d. Dos d antes del retiro del dispositivo se aplicaron 15
mg de prostaglandina Fy, v.i. Todas las ovejas fueron inseminadas por laparoscopia (IAL) con semen congelado (pajillas
de 0.25 mL, con 90x10° espermatozoides). Posteriormente a la IAL las ovejas fueron distribuidas completamente al
azar en dos grupos experimentales: el grupo IASP (n=20) ovejas inseminadas que no recibieron P4 adicional; y el grupo
IACP (n=20) ovejas inseminadas que recibieron P4 exdgena durante 35 d post-inseminacion. La tasa de gestacion se
evalud por ultrasonografia los dias 25, 35y 50 post-inseminacion y confirmada con la concentracion de P4 en suero. La
presentacion del estro en respuesta a la sincronizacion con el tratamiento hormonal fue del 100% en las ovejas. El inicio
del estro reporta un promedio de 37x4.25 h, posterior al retiro del dispositivo CIDR. No se encontraron diferencias entre
tratamientos (P>0.05) en la concentracion de P, en suero durante el proceso de sincronizacion del estro (IASP: 7.66x1.6;
IACP: 8.17%1.8 ng mL™Y. Sin embargo, el grupo IACP con aporte exdgeno de P4 presentd concentraciones mayores
durante los primeros 15 d (IASP: 5.76+1.4; IACP: 10.18+2.1) y 35 d (IASP: 4.02+0.9; IACP: 7.33+1.3) correspondientes al
periodo post-inseminacion. El porcentaje gestantes entre tratamientos hasta el d 25 no fue diferente (P>0.05; IASP: 60%;
IACP: 55%); sin embargo, en el segundo diagnostico de gestacion a los 35 d post-inseminacion, la tasa de gestacion
en el grupo IASP se redujo un 15% respecto a su diagnostico inicial (P<0.05; IASP: 45%; IACP: 55%). Se concluye que el
aporte exdgeno de P4 en ovejas primalas durante 35 d post-inseminacion mantiene la gestacion y reduce hasta el 25% la

mortalidad embrionaria.
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ABSTRACT

The aim of the present investigation was to evaluate the effect of
the exogenous contribution of progesterone (P4) during 35 d post-
insemination in primiparous ewes on the percentage of gestation and
embryonic mortality. Forty ewes were synchronized with the CIDR
device, for a period of 9 d. Two d before the device was removed, 15 mg
of prostaglandin Fy,, v.i was applied. All the ewes were inseminated by
laparoscopic (laparoscopic artificial insemination, Al) with frozen semen
(straws of 0.25 mL, with 90x10° spermatozoa). Subsequently to Al, the
ewes were completely randomized into two experimental groups: the
IASP group (n=20) inseminated ewes that did not receive additional Py;
and the IACP group (n=20) inseminated ewes that received exogenous
P4 for 35 d post-insemination. The gestation rate was evaluated by
ultrasonography on d 25, 35 and 50 post-insemination and confirmed
with the concentration of P4 in serum. The presentation of estrus in
response to synchronization with hormonal treatment was 100% in
ewes. The onset of estrus reports an average of 37%4.25 h, after the
removing of the CIDR device. No differences were found between
treatments (P>0.05) in the concentrations of P4 in serum during the
estrus synchronization process (IASP: 7.66x1.6, IACP: 8.17x1.8). The
percentage of pregnant between treatments until d 25 was not different
(P>0.05, IASP: 60%, IACP: 55%); however, in the second diagnosis of
pregnancy at 35 d post-insemination, the pregnancy rate in the IASP
group was reduced by 15% compared to its initial diagnosis (P<0.05,
IASP: 45%, IACP: 55%). In conclusion, the exogenous contribution of
P4 in primiparous ewes during 35 d post-insemination maintains the
pregnancy and reduces up to 25% the embryonic mortality.

Keywords: artificial ~ insemination,

synchronization, gestation,

progesterone.
INTRODUCCION
(P4) tiene funciones muy

La p rO g eSte ro n a importantes, controlando

la secrecion maternal de nutrientes, ademas de la regulacion de factores de
crecimiento y agentes inmunosupresivos que son necesarios para el desa-
rrollo del embrion y el reconocimiento materno de la prefiez, de este modo,
se ha establecido que la presencia de la P4 es esencial para las ovejas princi-
palmente durante las primeras semanas de gestacion considerada la etapa
mas critica (Lonergan et al, 2016). En el periodo de la pre-implantacion la
comunicacion entre el embrion y la madre es fundamental (Spencer et al,
2015), las células epiteliales uterinas secretan una diversidad de moléculas
ademas de nutrientes, los cuales son transportados por el sistema vascular
fetal-placentario para coadyuvar al crecimiento y desarrollo del embrion. En
este contexto, el interferon tau vy las prostaglandinas Fo,, inducen cambios en
el endometrio uterino mediante sefales quimicas necesarias para el reco-
nocimiento materno y mantenimiento de la gestacion (Dorniak et al,, 2011;
Dorniak et al,, 2012). Sin embargo, una de las principales pérdidas durante la
gestacion en ovejas es la mortalidad embrionaria causada por la inadecuada
funcion luteal (Nancarrow, 1994), esto determina que las concentraciones

P4 en plasma desarrollan una fun-
cion importante en las secreciones
endometriales para el crecimiento
y mantenimiento de la gestacion
(Fernandez et al., 2018). Por lo tanto,
el objetivo de la presente investiga-
cion fue evaluar el efecto del aporte
exdgeno de progesterona natural
mediante un dispositivo de libera-
cion controlada (CIDR) en ovejas
primalas después de inseminacion
artificial y su efecto directo en me-
joramiento del mantenimiento de la
gestacion.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizd en la unidad
ovina de la granja experimental del
Colegio de Postgraduados, Cam-
pus Montecillo, Texcoco, Estado
de México (98° 48" 27" O y 19° 48’
23" N) y 2241 m de altitud. El clima
es templado subhumedo con una
precipitacion media anual de 632.5
mm y una temperatura entre 12 vy
18 °C (Garcia, 1988). El manejo de
los animales se realizo de acuerdo a
las normas de ética y bioseguridad
del Consejo de Organizaciones In-
ternacionales en Ciencias Médicas
(CIOMS, 1986), en cumplimiento
con la ley mexicana (NOM-062-
Z/00-1999) para el uso de animales
en experimentacion (DOF, 2001).

Animales y tratamientos

Se utilizaron 40 ovejas primalas
Dorset, en época reproductiva, con
un peso promedio de 40.5%4.8 kg
y una condicion corporal de 2.5
(Russel et al., 1969), las cuales fue-
ron previamente desparasitadas
(IVOMEC®, Merial) y vitaminadas
(Vigantol A.D.E®, Bayer), ademas
se realizd una ecografia transrectal
con un ultrasonido Sonovet 600
(Medison, Inc., Cypress, California,
EUA) para determinar que no estu-
vieran gestantes. Todas las ovejas
se alimentaron con heno de avena
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(Avena sativa) ad libitum y 600 g de alimento comercial
con 14% de proteina cruda (PC) y 2.4 Mcal kg'1 de ener-
gla metabolizable (EM) de acuerdo a los requerimientos
nutricionales para ovinos (NRC, 2007), ademas de agua
a libre acceso.

Las ovejas fueron sincronizadas con el dispositivo CIDR
(0.3 g de progesterona, Zoetis®), por un periodo de 9
d. Dos d antes del retiro del dispositivo se aplicd 15 mg
de prostaglandina Fy, (Dinoprost, Lutalyse—Zoetis®) via
intramuscular (i.m.). La deteccion del estro se inicio 24
h después del retiro del dispositivo con ayuda de ma-
chos con mandil, posteriormente se monitored cada 6
h, durante 48 h, para determinar la respuesta y el inicio
estro antes de realizar la inseminacion artificial por lapa-
roscopia (IAL). Todas las ovejas fueron dietadas durante
24 h antes de ser inseminadas con semen congelado
(pajillas de 0.25 mL, con 90x10° espermatozoides). La
IAL se realizd de acuerdo a la metodologia descrita por
Mejia (1997) y Ramirez et al. (2005).

Posteriormente a la IAL las ovejas fueron distribuidas
completamente al azar en dos grupos experimentales: el
grupo IASP (n=20) ovejas inseminadas que no recibieron
P4 adicional; y el grupo IACP (n=20) ovejas inseminadas
que recibieron P4 exdgena durante 35 d post-insemina-
cion. El aporte de la P4 exogena se realizo al siguiente d
dela lAL (8:00 am) y consistio en reutilizar el CIDR usado
en la sincronizacion del estro, por un periodo adicional
de 10 d, cabe mencionar que el dispositivo correspondia
a cada oveja sincronizada para evitar contaminacion va-
ginal, ademas de que fue previamente lavado con agua
destilada y refrigerado a una temperatura de 15 °C. Para
el siguiente aporte de P4 del d 11 al 35 se utilizd un CIDR
nuevo, el cual se aplicd (8:00 am) posterior al retiro del
primero verificando que no existiera presencia de alguna
infeccion vaginal.

Analisis de progesterona (P4) en suero

Las muestras de sangre (5 mL) fueron recolectadas me-
diante puncion de la vena yugular a las 08:00 h (en ayu-
no). Para determinar la concentracion de P4 en suero,
las muestras se recolectaron dos d antes de insertar el
dispositivo, y posteriormente cada 48 h durante la fase
lUtea sincronizada hasta el d 25 post-inseminacion; asi
mismo, se tomaron muestras para P4 cada 72 h del d
35 al 50 para correlacionarlas con pérdidas embriona-
rias. Todas las muestras se centrifugaron a 1500 ga 4 °C
durante 15 min en una centrifuga (IEC Centra 8R, Inter-
national Equipment Company, EUA); el suero sanguineo
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fue separado y almacenado en tubos de polipropileno
para su conservacion a —20 °C en un congelador hasta
realizar el analisis hormonal. Los analisis de P4 se rea-
lizaron mediante ensayo inmunoenzimatico (Immuno-
metrics, UK Ltd, 280 Muster Road, London SW6 6BQ).
La sensibilidad analitica fue de 0.13 ng mL™! con coefi-
ciente de variacion intra e inter ensayo de 9.59 y 13.7%,
respectivamente.

Ultrasonografia

Se realizaron cuatro ecografias transrectales de tiempo
real con un ultrasonido Sonovet 600 y un transductor de
7.5 Mhz; 1) Al inicio del estudio, para determinar el esta-
do reproductivo de los animales y verificar que estuvie-
ran vacias y ciclando, 2) El d 25 post-inseminacion para
detectar gestaciones tempranas, verificando la presen-
cia del embrion, 3) Al d 35 post-inseminacion para dar
seguimiento a las ovejas gestantes y posibles pérdidas
embrionarias; y 4) Al término del periodo de 50 d para
verificar el mantenimiento de las gestaciones en ambos
grupos.

Analisis estadisticos

El disefio experimental fue completamente al azar,
donde cada oveja representd una unidad experimen-
tal. El porcentaje de gestacion fue analizado a través
de la prueba de xz por medio del PROC FREQ. Para la
concentracion de P4 se realizd un analisis de varianza
de mediciones repetidas a través del tiempo por medio
del procedimiento PROC MIXED, el cual incluyo efec-
tos fijos del tratamiento vy dia, e interaccion de ambos.
Para este procedimiento, la estructura de covarianza
fue modelada usando el efecto de la oveja dentro del
grupo, determinandose para la presente variable usar
la estructura autoregresiva de primer orden (AR 1) para
determinar la correlacion entre las mediciones secuen-
ciales dentro del mismo animal (Littell et al., 1998). Los
valores medios fueron comparados por el método de
medias de minimos cuadrados (Herrera y Barreras,
2005). Todos los procedimientos fueron realizados
por el paquete del sistema de analisis estadistico (SAS,
2009).

RESULTADOS Y DISCUSION

La presentacion del estro en respuesta a la sincroniza-
cion con el tratamiento hormonal fue del 100% en las
ovejas. Referente al inicio del estro se reporta en un pro-
medio de 37+4.25 h, posterior al retiro del dispositivo
CIDR (Cuadro 1). Los resultados en la presentacion del
estro en el presente experimento son semejantes a los



registrados en otras inves-
tigaciones quienes repor-
tan respuestas del 87, 90
y 100% de presencia de
estros (Wildeus, 1999; Ur-
viola et al., 2005; Mustafa
et al, 2007) lo que confir-
ma la efectividad de los
tratamientos hormonales.
Respecto al inicio del es-
tro existen diversas inves-
tigaciones en ovejas que
reportan cerca del 90%
de la respuesta en estro
en un intervalo de 36-72
h posteriores al retiro de
la esponja (Zonturlu et al,
2008; Koyuncu y Altcekic,
2010), los resultados ob-

pico post-ovulatorio vy
desarrollo  embrionario
en ovejas y vacas (Satter-
field et al, 2006; Carter
et al, 2008). Los estudios
100 (20/20) se basan principalmente

Cuadro 1. Respuesta de variables reproductivas en ovejas insemi-
nadas mediante laparoscopia con aporte de P4 exdgena.

Tratamientos

Variables reproductivas

Respuesta del estro (%) 100 (20/20)

Inicio del estro (h) ' 36+3.03 38+425 en manipular las concen-

Gestacion (%) 2 traciones de P4 durante

las primeras dos sema-

DX 25 dias 60 (12/20) 55 (11/20) ® , b

DX 35 dias 45(9/20)° 55 (11/20) @ na? po,s,ter'ores d i'nse_
minaclion ara obtener

DX 50 dias 45 (9/20)° 55 (11/20) P

incrementos en la tasa
de gestacion (Stronge
et al, 2005; Diskin et al,
2006; Parr et al, 2012).
Sin embargo, es nece-
sario determinar la con-
centracion y el tiempo
de exposicion de la oveja

IASP: Grupo de ovejas sin aporte exdgeno de Py.

IACP: Grupo de ovejas con aporte exdgeno de Py.

! Tiempo referido al retiro de la esponja.

2 Basado en los perfiles de P4 en suero y ultrasonografia (DX) a los
25, 35y 50 dias post-inseminacion.

& 5 valores con distinta literal entre columnas son diferentes
(P<0.05).

" Medias * error estandar.

tenidos en la presente investigacion son similares a lo
reportado por Ali (2007) quien observo un tiempo de
32+56 h, y Mustafa et al. (2007) reportaron un inicio
del estro de 34.5+2.6 h posterior al retiro de la esponja
intravaginal.

Concentracion de P4 en suero

La concentracion de P4 en suero en las ovejas durante
el proceso de sincronizacion del estro fue de 7.91+1.6
ng mL™L Sin embargo, el grupo IACP con aporte exo-
geno de P4 presentd concentraciones mayores durante
los primeros 15 dias (IASP:

576x1.4; IACP: 10.18%2.1

ng mL™) y 35 dias (IASP: 18
4.02+£0.9; IACP: 7.33%1.3

ng mL™) correspondien-

tes al periodo post-inse- _ 14
minacion (Figura 1). La P4 %12
secretada por el cuerpo )
lUteo (CL) es esencial para 510
el establecimiento y man- S 8
tenimiento de la gestacion, ?
coadyuvando en regular ;9”6

las secreciones endome- 4
triales para la implantacion
del embrion (Lonergan et

a la P4 exdgena post-inseminacion, debido a que los
resultados en porcentaje de gestacion son contradic-
torios. Recientemente, Paige et al. (2017) reportaron
que la exposicion de ovejas a P4 exdgena durante 17
d post-inseminacion incrementd la mortalidad em-
brionaria, debido a que altas concentraciones de P4 de
manera prematura acelera la transicion y el desarrollo
del embrion dentro del utero. No obstante, los resulta-
dos reportados en el presente estudio mostraron que
el aporte de P4 exdgena de 0 a 35 d post-inseminacion
mantiene la tasa de gestacion, no siendo asi para el

——|ACP —@—

Estro
IAL

al, 2016). Existen investiga- 0
ciones donde mencionan
que las concentraciones

12 15 18 21 24 28 32 36 40 44 46 50
Periodo de muestreo (d)

de P4 mantienen fuerte
relacion positiva entre el

Figura 1. Concentracion de progesterona en plasma (media = error estdndar) en ovejas primalas inse-
minadas por laparoscopia. IASP: Grupo de ovejas sin aporte exdgeno de P4. IACP: Grupo de ovejas con
aporte exogeno de P4. * Indica diferencia estadistica (P<0.05) entre grupos experimentales.
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grupo testigo el cual redujo hasta el 15% la tasa de ges-
tacion inicial.

El porcentaje de ovejas gestantes entre tratamientos has-
ta el dia 25 no fue diferente (P>0.05; IASP: 60%; IACP:
55% (Cuadro 1); sin embargo, en el segundo diagnostico
de gestacion a los 35 d post-inseminacion, la tasa de
gestacion en el grupo IASP se redujo 15% respecto a su
diagnostico inicial (P<0.05; IASP: 45%; IACP: 55% (Cua-
dro 1).

Las pérdidas por mortalidad embrionaria son cerca del
30% de la tasa de gestacion y ocurren en las primeras se-
manas (8 a 27 d) posteriores a la concepcidn, las princi-
pales causas de este suceso son la contaminacion vagi-
nal, la elongacion del embrion y el reconocimiento ma-
terno de la gestacion (Spencer et al,, 2015; Wiltbank et
al., 2016). El principal requerimiento para la receptividad
uterina a la implantacion del embrion es la reduccion de
receptores (RP) para P4 en el epitelio endometrial y glan-
dular (Bazer et al,, 2010); por lo tanto, las concentracio-
nes de P4 regulan la expresion de RP en el endometrio;
es decir, a mayores concentraciones de P4 disminuyen
los RP, lo que establece antes la receptividad uterina a la
implantacion, sugiriendo que en bajas concentraciones
de P4 ocurre todo lo contrario (Okumu et al, 2010; For-
de etal, 2011).

Con base en lo establecido, en la presente investigacion
el porcentaje de gestacion en el grupo IACP presento re-
sultados aceptables en relacion al tratamiento hormonal
utilizado, lo que sugiere el desarrollo de cuerpos luteos
funcionales aunado al incremento en las concentracio-
nes P4 por via enddgena y exdgena, las cuales fueron
necesarias para dar al endometrio las condiciones ade-
cuadas durante la implantacion del embrion y favorecio
el mantenimiento de la gestacion.

CONCLUSION

ajo las condiciones en las que se realizo el presen-
te experimento, se concluye que el aporte exoge-
no de P4 en ovejas primalas durante 35 dias post-
inseminacion mantiene la gestacion y reduce hasta el
25% la mortalidad embrionaria.
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