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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar dos protocolos de sincronizacion de estro
usando un analogo sintético de PGF2a (PG) en la aparicion y distribucion de estros y
en variables reproductivas (tasa ovulatoria, concepcion, prolificidad y fecundidad) en
ovejas Merino Australiano durante la estacion reproductiva. Se utilizaron 212 ovejas
multiparas pastoreando campo natural de una majada experimental (CICOMA-SUL).
Se conformaron dos grupos experimentales en base a la condicion corporal (CC),
peso vivo (PV) e historial reproductivo previo y fueron sincronizados con dos dosis de
PG (dias -15y 0; 2PG) o tres dosis de PG (dias -22, -15 y 0; 3PG). Los estros fueron
detectados usando 5% de capones androgenizados desde las 96 h previa hasta las
96 h posteriores a la ultima dosis de PG, las ovejas en estro fueron inseminadas. Se
registro la frecuencia absoluta (niumero de ovejas/dia), y determiné la frecuencia
relativa, frecuencia relativa acumulada y frecuencia acumulada de aparicion de estros
posterior a la ultima dosis de PG. El dia 8 se evalug la tasa ovulatoria (TO), mediante
ecografia transrectal. El servicio de repaso fue a campo, con carneros pintados al 3%,
desde el dia 14 al 19, se determin6 no retorno al servicio al dia 19 (NR-D19, ovejas
que no retornan al estro/total de ovejas*100). Al dia 70 se realiz6 ecografia
transabdominal y se determin6 concepcion  (ovejas  gestantes/ovejas
inseminadas*100), prolificidad (numero de fetos/ovejas gestantes) y fecundidad
(numero de fetos/ovejas encarneradas*100). Los resultados obtenidos indican que el
grupo 3PG tuvo menor frecuencia de aparicién de estros previo la Gltima dosis de PG
que el grupo 2PG (P <0,05). Paralelamente, en el grupo 3PG hubo una tendencia (P
=0,058) a tener mejor respuesta estral posterior a la ultima dosis de PG respecto al
grupo 2PG. No se encontraron diferencias significativas en TO (1,2 vs. 1,1) ni
prolificidad (1,05 vs. 1,00); grupos 3PG y 2PG respectivamente; (P <0,05). No se
observaron tampoco diferencias significativas en el NR_D19 (71 vs 78%), concepcion
(78 vs 71) o fecundidad (81 vs 71; 3PG y 2PG respectivamente; P <0,05). Se concluye
que, el empleo de este nuevo protocolo de sincronizacion de estros con tres dosis de
PG (dias -22, -15 y 0) permitiria una mejor sincronizacion de los estros pos ultima

dosis de PG que un protocolo de solo dos dosis (dias -15 y 0).
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SUMMARY

The aim of this study was to evaluate two prostaglandin protocols of oestral
synchronization with a synthetic analogue of PGF2a (PG) in oestrus apparition and
distribution and on reproductive variables (ovulation rate-TO, conception, prolificacy,
and fecundity) in Merino ewes during breeding season. Multiparous Merino ewes (230)
grazing native pasture (CICOMA-SUL) were used from an experimental flock. Two
experimental groups were formed based in body condition score (CC), live weight (PV)
and previous reproductive history and synchronized with two doses of PG (days -15
and 0; 2PG) of three doses (days -22 -15 and 0). Oestrus was detected with 5%
androgenized wethers between 96 h before and 96 h after the last PG dose, marked
ewes was inseminated at the morning. Absolut frequency (oestrus ewes/day) was
recorded, and relative frequency, accumulated relative frequency and accumulated
frequency after last PG dose was calculated. On Day 8 the TO was estimated by
transrectal ultrasonography. The review service was carried out between Days 14 and
19 using 3% fertile chest painted rams and the non-service return rate on Day 19 (NR-
D19; ewes without second service/total ewes*100). Conception (pregnant
ewes/inseminated ewes*100), prolificacy (fetuses/pregnant ewes) and fecundity
(fetuses/inseminated ewes*100) were estimated on Day 70 by transabdominal
ultrasonography. The 3PG group had a lower frequency of oestrus occurrence before
the last dose of PG than the 2PG group (P <0.05) and tended to have a better response
to the last dose of PG (P= 0.058) than the 2PG group. No significant differences in TO
were found (1.2 vs 1.1) and prolificacy (1.05 vs 1.00; P <0.05), 3PG and 2PG
respectively. No significant differences were observed in NR_D19 (78 vs 71%),
conception (78 vs 71) and fertility (81 vs 71; 3PG and 2PG respectively; P< 0.05). Itis
concluded that, the use of this new oestrus synchronization protocol (with three doses
of PG; days -22, -15 and 0) would better oestrus synchronization after the last dose of
PG than a two-dose protocol (days -15 and 0).

Vi



1. INTRODUCCION

Luego de alcanzar un maximo de 26 millones de ovinos en 1991, el stock ovino
nacional ha disminuido en forma sostenida, principalmente a raiz de la importante
caida de los precios de la lana en la década de los afios 90. Los ultimos datos oficiales
(Ministerio de Ganaderia Agricultura 'y Pesca, MGAP, 2021) indican que el stock ovino
es de 6,1 millones de cabezas, de las cuales 3,3 millones son ovejas de cria. A pesar
de lo reducido de las existencias, el rubro vive un periodo de estabilidad en lo que se
refiere a la produccion ovina y sus productos, con la aparicién de nuevos mercados y
mejores valores de exportacion tanto para lana como para carne ovina de calidad
(SUL, 2017). Se ha identificado que, ademas de las restricciones debidas a abigeato,
predacion (MGAP, 2016), la baja tasa reproductiva es una de las principales limitantes
para la recomposicion del stock (Montossi, 2003).

Con relacion al manejo reproductivo que se aplica en las majadas comerciales,
los datos disponibles (MGAP, 2011; Fernandez Abella y Villegas, 2015) indican que
menos del 10% de ovejas de cria son servidas por inseminacion artificial (IA), y so6lo
una menor proporcion de ellas mediante inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF);
técnica que ademas requiere de una alta sincronia de los estros y las ovulaciones
(Menchaca y Rubianes, 2004). Varios son los motivos que limitan la aplicacion a gran
escala de estas tecnologias por parte de los productores ovejeros, entre ellos, la
mayor concentracion de partos, si el productor va a cuidar los partos es una ventaja
porque en pocos dias nace gran parte de los mismos, pero si no hay protecciéon o
cuidados puede tener una menor supervivencia perinatal de corderos, si nacen bajo
clima adversos siendo una desventaja (Fierro, Gil, Vifioles y Olivera-Muzante, 2013).

Sin embargo, existen muchos escenarios productivos donde interesa su aplicacion.

Los protocolos que se han desarrollado para la sincronizacion de estros e IATF
en ovinos son aquellos que emplean dispositivos con progestagenos sintéticos
asociados a gonadotrofinas (P4-eCG) -que simulan la accion del cuerpo luteo (CL)-, 0
los que emplean analogos sintéticos de prostaglandina F2a (PG), los cuales generan
lutedlisis del CL (McCraken, Glew y Scaramuzzi, 1970). Las PG ofrecen, en
comparacion con los protocolos en base a P4-eCG, ventajas en su utilizacion, como
la facilidad de aplicacién (inyeccién intramuscular), una aceptable respuesta estral

(Fierro et al., 2013), no dejar residuos tisulares (Piper, Vane, y Wyllie, 1970), y un



significativo menor costo (Olivera-Muzante, 2018). El intervalo de separacion entre
dosis dara lugar a protocolos denominados “cortos”, “medios” o “largos”. El intervalo
minimo entre las dosis de PG que generaria adecuada respuesta estral es de siete
dias (protocolo “corto”; Synchrovine®; Rubianes, Menchaca, Gil y Olivera-Muzante,
2004), pero a pesar de una muy buena sincronizacién de estros y ovulaciones, este
protocolo ha evidenciado bajos resultados reproductivos al igual que los protocolos de
dos dosis de PG con separacién de entre 10 y 13 dias (protocolos “medios”; Gordon,
1983; Fierro, Olivera-Muzante, Gil y Vifioles, 2011; Menchaca et al., 2004; Olivera-
Muzante, Fierro, Lépez y Gil, 2011). Estos bajos resultados reproductivos han sido
asociados fundamentalmente a una baja concentracion plasmatica de progesterona
durante la fase de crecimiento de los foliculos preovulatorios, lo cual determinaria
ovocitos de inferior calidad, menor fertilidad y prolificidad observada respecto a un
estro espontaneo (Fierro, Vifioles y Olivera-Muzante, 2016). La extension del intervalo
entre dosis de PG a entre 14 y 16 dias (protocolos “largos”), aumentaria el periodo de
tiempo de fase lutea en el que se desarrollan los foliculos preovulatorios con
concentraciones de progesterona adecuadas, evidenciando tasas de concepcion
comparables a lo que ocurre con el uso de protocolos basados en P4-eCG (Fierro y
Olivera-Muzante, 2017). Aun asi, se ha reportado que con el protocolo de dos dosis
de PG con intervalo de 15 dias (2PG), al momento de la IATF, entre el 15y el 20% de
las ovejas se encuentran fuera del momento 6ptimo de servicio (Olivera-Muzante,
Fierro y Minteguiaga, 2020). En otras palabras, esto disminuiria la probabilidad de que
esas ovejas queden prefladas en ese servicio. Es de interés por tanto explorar si la
aplicacion de un nuevo protocolo basado en el uso de tres dosis de PG (dias -22 -15
y 0; dia 0= dltima dosis de PG; 3PG), produce una mayor sincronia de los estros

después de la ultima dosis de PG y mejora la fertilidad al servicio de IATF.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Ciclo estral de las ovejas

La oveja es una especie poliéstrica estacional de dia corto. Su estacion de cria
comienza cuando las horas luz disminuyen (Ungerfeld, 2002), para la mayoria de las
razas ovinas esto ocurre a fines de verano y otofio (Castro, Menchaca y Rubianes,
2007). La duracion del ciclo estral es de 17 dias en promedio, observandose un rango
que oscila entre 14 y 19 dias (Abecia y Forcada, 2010; Duran del Campo, 1980).
Segun las estructuras presentes en el ovario, se puede dividir en una fase luteal y una
fase folicular (Ungerfeld, 2002). La fase folicular dura aproximadamente cuatro dias y
estd comprendida por dos etapas, el proestro y el estro, y se extiende desde la
lutedlisis (regresion del -CL-) que se produce entre los dias 13 y 14 hasta el dia 2
(Ungerfeld, 2002; estro= dia 0). Por su parte el estro (periodo en que la hembra acepta
el macho) dura en promedio 22 h (rango 18 a 48 h) y la ovulacion ocurre generalmente
antes de finalizar el estro (Castro et al., 2007). La fase luteal tiene una duracion de
entre 12 y 14 dias, y se extiende desde el dia 2 a 3 del ciclo hasta el dia 13
aproximadamente, en la cual hay dos etapas, el metaestro y el diestro. En el metaestro
las células del foliculo preovulatorio dan lugar a la formacién del CL, y en el diestro
hay presencia de un CL activo, que produce y secreta altos niveles de progesterona
(Bartlewski et al., 1999). El diestro da paso al proestro, periodo durante el cual
aumenta el crecimiento folicular y se produce la regresién del CL del ciclo anterior
(Ungerfeld, 2002).

Dinamica Folicular en ovejas

El desarrollo folicular en ovejas ocurre bajo un patrén organizado en forma de
ondas foliculares de crecimiento y regresion (Evans, 2003). Se ha determinado que la
oveja presenta un desarrollo folicular en ondas, de 2 a 5 ondas por ciclo estal, siendo
el promedio de 3 ondas foliculares (Ginther, Kot y Wiltbank, 1995; Bartlewsky et al.,
1999; Vinoles, Banchero y Rubianes, 1999, Evans, Duffy, Hynes y Boland, 2000).
Existe una relacion entre la nutricion y la dinamica folicular, teniendo las ovejas con
buena (CC) mayor numero de ondas por ciclo que aquellas con una (CC) baja

(Vifoles, Forsberg, Banchero y Rubianes, 2002).



El desarrollo de una onda folicular esta diferenciado en tres etapas:
reclutamiento, seleccion y dominancia folicular. Cada onda folicular surge por un
aumento de la hormona foliculo estimulante (FSH), (Ginther et al., 1995; Souza,
Campbell y Baird, 1997) dando lugar al “reclutamiento folicular” de aquellos foliculos
primordiales (Ungerfeld, 2002). Los foliculos reclutados contintan creciendo, la LH
pasa a ser determinante para que se seleccione un foliculo, fendmeno denominado
“seleccion folicular”, donde un foliculo (el “foliculo dominante”) continla su crecimiento
a unatasa de 1 mm/dia, alcanzando su maximo tamario tres dias luego de la seleccion
(Vifoles, Forsberg, Banchero y Rubianes, 2001, Ginther, 2000), ese foliculo sigue
creciendo y si esto ocurre en un ambiente con altos niveles de P4, se inhibe la LH,
inhibiendo también la liberacion de GnRH en ese entonces el foliculo finaliza su
dominancia y ocurre la atresia folicular. La FSH aumenta nuevamente estimulando la
emergencia de una nueva onda folicular “recambio folicular” (Ginther et al., 1995).
Luego de ocurrida la luteolisis (dia 12 o 14 del ciclo estral) el foliculo dominante
continua su crecimiento y produccion de E2 a partir de los pulsos de LH, se produce
el pico preovulatorio de LH, dando lugar a la ovulacion del foliculo preovulatorio (Baird,
1978).

En la oveja existe el fendmeno de codominancia lo que determina la posibilidad
de que existan ovulaciones multiples (Scaramuzzi et al., 1993). En la mayoria de los
casos en que ocurre la ovulacion de mas de un foliculo, los mismos pertenecen a la
misma onda folicular, y las ovulaciones ocurren en un intervalo menor a 12 horas
(Menchaca y Rubianes, 2012).



Figura 1: Esquema del crecimiento folicular de los ovinos (Adaptado de Fierro,
2010).
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CL: cuerpo luteo; P: progesterona; FSH: hormona foliculo estimulante; LH: hormona luteinizante; R:
reclutamiento S: seleccién folicular; FD: foliculo dominante; A: atresia de los foliculos en presencia de
P4, IN: inhibina; E2: 17 B — estradiol; Ov: ovulacion del o los FD.

Regulacion neuro-endocrina del ciclo estral

En el ciclo estral ocurre una secuencia de eventos enddcrinos regulados por el
hipotalamo a través de la secrecién de GnRH (hormona liberadora de gonadotropina),
la glandula pituitaria con su secreciéon de hormona luteinizante (LH) y hormona foliculo
estimulante (FSH), el foliculo (secreta esteroides e inhibina), el CL (que secreta
progesterona y oxitocina) y el Utero (responsable de la produccion de PG). La GnRH
hipotalamica estimula la secrecién de LH de la hipdfisis anterior, que va a producir la
ovulacion de un foliculo dominante y estimula la luteinizacion del resto de los foliculos
(Ungerfeld, 2002).

A medida que se desarrolla el CL, las concentraciones de progesterona
comienzan a aumentar y permanecen elevada durante la fase latea. La lutedlisis
marca el comienzo de la fase folicular, con la disminucion de niveles de progesterona
gue conduce a un aumento en la frecuencia del pulso de LH y la estimulacion de la

secrecion de estradiol del foliculo preovulatorio para provocar tanto el estro como el



pico de LH (Baird y Scaramuzzi, 1976; Karsch, Legan, Ryan y Foster, 1980). Este a
su vez, termina la secrecion de estradiol al inducir la ovulacion y la luteinizacion para

gue el siguiente ciclo pueda comenzar.

Figura 2: Representacion esquematica del eje hipotalamo-hipofisis-gonadal
(Adaptado de Baird, 1983).
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Fase Folicular

Predominan los estrogenos (E2), responsables del comportamiento estral de
las hembras (Evans y Maxwell, 1987), en esta fase ocurre el desarrollo folicular final,
ovulacion y la formacion de un nuevo CL (Ungerfeld, 2002). Los E2 actian sobre la
hipofisis, y segun los niveles de progesterona circulantes, provocan una
retroalimentacion positiva o negativa en la liberacién de LH o FSH (Noakes, Parkinson,
England, 2001). Cuando ocurre la caida de la progesterona, se produce una
retroalimentacion positiva presentandose un pulso de LH por cada pulso de GnRH, y

de E2 secretados por el foliculo como respuesta a la LH, determinando que se
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produzca rapidamente un nuevo pulso de LH (Ungerfeld, 2002). Cuando el nivel de
estrogenos es elevado, se dispara la LH, que produce la ruptura del foliculo y la
liberacion del ovocito (Evans y Maxwell, 1987) 24 a 30 h luego de iniciado el estro
(Ungerfeld, 2002).

Fase Luteal

A medida que el CL se desarrolla, aumentan los niveles sanguineos de
progesterona (Ungerfeld, 2002), la cual va a inhibir la frecuencia de pulsos de LH,
permitiendo un incremento en la FSH, estimulando la emergencia de una nueva onda
folicular (Ginther et al. 1995). Sobre el final de la fase luteal (en el dia 12-14 del ciclo
estral), y en caso de que no haya ocurrido concepcion, el Gtero libera PG promoviendo
la lutedlisis (Ungerfeld, 2002).

2.2 Control del ciclo estral - sincronizacion de estros en ovinos

La IA tradicional en ovinos, con servicios no sincronizados tiene una duracion
de al menos 34 dias (dos servicios), dando a cada oveja dos oportunidades de
fecundacion. En cambio, la sincronizacion de estro permite realizar los dos servicios
en un periodo mas corto (Duran del Campo, 1996). También existen otras ventajas,
como la disminucion de la frecuencia con que la majada es conducida a los corrales,
minimizando la pérdida de condicion corporal (CC) y estatus sanitario que genera el
manejo en la IA tradicional (Menchaca y Rubianes, 2004; Olivera y Gil, 2005). Ademas
de facilitar el uso de carneros comprados o alquilados, que puedan ser genéticamente
superiores (Olivera y Gil, 2005). Facilita ademas el empleo de otras tecnologias, tales
como la suplementacion focalizada pre-servicio y pre-parto (Banchero, Ganzéabal,
Montossi, De Barbieri y Quintans, 2012). Del mismo modo, esta medida de manejo
reproductivo determina un periodo de paricion de menor duracion, lo cual simplifica y
mejora su atencion al productor que cuide de los mismos (Fierro, Vifioles y Olivera-
Muzante, 2017).

2.3 Métodos farmacoldgicos para la sincronizacion de estros y ovulacion

Progesterona y/o Progestagenos




La progesterona es secretada por el CL, pero también por la placenta de
algunas especies, en la oveja lo hace a partir del dia 45 de prefiez (Ungerfeld, 2002).
El mecanismo de accidon de ésta consiste en provocar una inhibicién de la actividad
del eje hipotalamo-hipofisario, a través de la inhibiciébn de la secrecion de GnRH
(Abecia, Forcada, Gonzalez-Bulnes, 2012) y en consecuencia la inhibicion de la
produccién de FSH y LH (Duran, 1993; Rubianes, Ungerfeld, De Castro, 1999;
Rubianes, Menchaca y Carbajal, 2003).

Tradicionalmente los protocolos de sincronizacién de estros en ovinos se han
asociado al uso de progestagenos sintéticos (P4, administrados en forma de
dispositivos vaginales, oral o inyectable). Los P4 usados con més frecuencia son los
intravaginales, y estos consisten en la colocacién de un dispositivo intravaginal
impregnado en progestageno de liberacién lenta, simulando la accion de la
progesterona natural producida en el cuerpo lateo después de la ovulacion (Hansel y
Convey, 1983), con una duracion igual a la vida efectiva del CL (12 a 14 dias), aunque
se han validado también el uso de dispositivos por tiempo mas corto con similares
resultados (protocolos de 6 a 7 dias; Menchaca y Rubianes, 2004; Vilarifio, Rubianes,
Van Lier y Menchaca, 2010) suprimiendo la liberacién de las gonadotropinas
hipofisarias, no constatandose estro ni ovulacion mientras estén colocados (Evans y
Maxwell, 1987).

La concentracidon plasmatica de progesterona aumenta rapidamente después
de la insercion del dispositivo, alcanzando la concentracibn més altas tres dias
después de la insercion y para luego disminuir gradualmente (Wheaton, Carlson,
Windels y Johnston, 1993). Al retirar el dispositivo, los valores de progesterona
decaen, permitiendo el crecimiento del foliculo dominante hasta la ovulacion, la
aparicion del estro ocurrird en un 80-95% de las ovejas dentro de las 48 h siguientes
(Duran del Campo, 1993), lo cual permite la realizacion de IATF. Esta se recomienda
implementar entre las 48 a 60 h de retirado el dispositivo de P4, dependiendo de la
via de IA: desde las 47 (intrauterina) a las 55 h (intracervical) después de la extraccion
del dispositivo (Gordon, 1996).

En el momento de remocidn de las esponjas, se les administra gonadotrofina
coridnica equina (eCG o PMSG), una hormona glicoproteica placentaria preparada a

partir del suero de yeguas prefadas. La eCG tiene actividades similares a FSHy LH



simultaneas (Powell, Kaps, Lamberson y Keisler, 1996), estimulando y concentrando
la ovulacién, aumentando en diferentes grados la prolificidad y asi, mejorando la
fertilidad del estro inducido y permitiendo la IATF (Duran del Campo, 1993; Gibbons,
Casas y Cueto, 2010). En la raza Merino, se recomiendan 200 Ul por oveja para
inducir la ovulacién. Las formas comerciales mas utilizadas de los progestagenos son
acetato de fluorogestona (20 mg/ esponja) y acetato de medroxiprogesterona (60 mg/

esponja).

La utilizacion de esponjas de P4 y la eCG se ha limitado en algunos paises
debido a problemas como ser adherencias y/o pérdidas, vaginitis, uso de antibiéticos
para evitarlas, tiempos de espera por residuos en carne y/ o leche (Fierro et al., 2013).
Aunqgue resulten ser efectivos (50 a 60% de fertilidad con semen fresco y via cervical
de inseminacion), son econdmicamente costosos en nuestros sistemas de produccion
y conllevan mano de obra mas especializada (Olivera y Gil, 2005). También se ha
observado que el uso repetido de eCG se asocia con una respuesta inmune humoral
en ovejas (Roy et al., 1999), y desarrollo de quistes foliculares ovéricos (Vifioles et al.,
2001), seqguido de bajas tasas de prefiez (Olivera-Muzante, Gil, Fierro, Menchaca y
Rubianes, 2011).

Prostaglandina F2a y analogos sintéticos

Las PG constituyen un grupo de acidos grasos esenciales poli-insaturados,
siendo el acido araquiddnico el precursor de aquellas que intervienen en los procesos
reproductivos. Clasificadas en cuatro grupos basicos, A, B, Ey F, siendo la PG y la
PGE2 las de mayor importancia desde el punto de vista reproductivo (Ungerlfed,
2002). La PG es el factor luteolitico en rumiantes (Weems et al., 1999). Es sintetizada

por el Utero, y su principal papel es regular la vida del CL (Ungerfeld, 2002).

El periodo en el cual la PG puede actuar induciendo la lutedlisis y posterior
ovulacion en las ovejas va desde el dia 3 al 14 del ciclo estral (Acritopoulou y Haresign,
1980; Fierro et al., 2013; Rubianes et al, 1999; Rubianes et al., 2003). En los primeros
dias del ciclo los CL serian refractarios a la PG debido a que este esta en proceso de
formacion, mientras que en las ovejas que se encuentren entre los dias 15y 17 del
ciclo estral, la lutedlisis se daria de forma natural (Acritopoulou y Haresign, 1980;
Gibbons y Cueto, 1995). La progesterona facilita la lutedlisis al estimular al endometrio



a incrementar las reservas de fosfolipidos, principal fuente de acido araquidénico,
precursor de las PG (Eggleston et al., 1990).

La lutedlisis involucra una muerte progresiva de células luteales, que se
acompafia de la caida de los niveles de progesterona (Ungerlfed, 2002). La
progesterona reduce la expresion uterina de los receptores para estrégenos
(McCracken, Schramm y Okulicz, 1984) y oxitocina (Vallet, Lamming y Batten, 1990),
pero, ademas, la de sus propios receptores hormonales (Milgrom, Thi, Atger y Baulieu,
1973). A medida que avanza la fase luteal la progesterona disminuye, y por tanto el
tiempo en que la progesterona esta inhibiendo la sintesis de sus receptores, reduce
sus propios efectos, incrementandose asi la expresion de los receptores de
estrogenos y oxitocina (Ungerlfed, 2002). EI aumento de estradiol que se produce,
asociado con el desarrollo folicular induce un aumento en el nimero de receptores
uterinos de oxitocina (Hixon y Flint, 1987). A su vez, la oxitocina hipofisaria provoca
un aumento en la produccién de PG por parte del utero (Ungerlfed, 2002). Durante
ese periodo, el CL responde a cada pulso de PG secretando oxitocina, a su vez la
oxitocina genera una respuesta del endometrio, secretando pulsos de PG (Hooper,
Watkins y Thorburn, 1986).

Diversos anélogos sintéticos han sido desarrollados de manera de retrasar la
rapida degradacion de la PG (Baird y Scaramuzzi, 1975; Fierro et al., 2013). El mas
ampliamente utilizado es el Cloprostenol, que es 100 veces mas potente que la PG
natural (Binder et al., 1974). Estos analogos no dejan residuos en el animal y en sus
productos finales (lana y carne), r@pidamente son casi totalmente metabolizados en
los pulmones (99%; Davis, Fleet, Harrison y Walker, 1980; Light, Silvia y Reid 1994;
Piper et al., 1970), y los residuos de aplicacion (frascos, jeringas y agujas) son de facil
eliminacién (Fierro, 2010). Son de bajo costo respecto a los protocolos en base a P4-
eCG (Fierro et al., 2017). Tampoco producen problemas por vaginitis o adherencias
como si presentan otros protocolos (Fierro et al., 2013). Su principal ventaja es la facil

administracion por inyeccién intramuscular (Abecia et al., 2012).

Como desventajas el primer inconveniente de utilizar PG es que esta restringido
a la estacion reproductiva (con ovejas ciclando y con un CL activo; McCracken et al.,
1970), limitandose su uso a los meses de marzo a mayo para la mayoria de las razas

existentes en Uruguay (Fierro et al., 2017). Otra desventaja al momento de la
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aplicacién es que en ovejas con prefieces de menos de 35-40 genera interrupcion de
esa gestacion (Fierro et al., 2017).

La aplicacion de una sola inyeccién de PG (Acritopoulou, Haresing y Foster,
1977), producira que entre el 60 a 70% de las hembras tratadas respondan con estro
dentro de los siguientes 3 0 4 dias de su administracion (Menchaca, Gil, Olivera-
Muzante y Rubianes 2003; Rubianes et al., 1999). La variabilidad de dias es debido a
gue las ovejas se encuentran en distintas etapas del ciclo estral. Si al momento de la
dosis de PG el foliculo dominante se encuentra en fase de crecimiento, se producira
la ovulacion en un corto periodo de tiempo. Pero si al momento de la dosis de PG el
foliculo se encuentra en regresion, tendrd que emerger una nueva onda folicular,
ocurriendo la ovulacion en forma mas tardia (Vifioles y Rubianes, 1998). Por lo tanto,
la aplicacion de una sola dosis de PG se debe aplicar para realizar 1A asociado a la

deteccion de estros y no para IATF (Fierro et al., 2013).

Luego de la lutedlisis inducida por la administraciéon de PG exdgena, la caida
de la progesterona circulante es mas pronunciada y la regresion luteal es mas rapida
qgue en la lutedlisis natural. La regresion latea completa se logra mas rapidamente
cuando es inducida (6 a 24 h), mientras que la lutedlisis natural se produce en unas
72 h (Haresign y Acritopoulou-Fourcroy, 1978). Asimismo, en el ciclo estral posterior
a una lutedlisis inducida se pueden presentar diferencias con relacion a un ciclo estral
natural, como por ejemplo en la descarga de LH (un segundo pico a las 7-10 h post
inyeccién; Bindon, Blanc, Pelletier, Terqui y Thimonier, 1979), los foliculos
preovulatorios son mas chicos, pero de crecimiento mas rapido (Fierro et al., 2013), a
mayor edad del CL la respuesta en horas desde la inyeccion de la PG al comienzo del

estro serd mas tardia (Houghton et al., 1995).

Dicho esto, y basados en el hallazgo de que el CL ovino es sensible a la PG
desde los 3 dias de edad (Rubianes et al., 2003), y para asegurarse que todas las
ovejas respondan al tratamiento y estén en la etapa sensible del ciclo estral
(Acriptopoulou y Haresign, 1980), algunos autores consideraron necesario utilizar dos
dosis de PG (Abecia et al., 2012). En ese sentido, para que la IATF sea posible es
necesario la agrupacion de ovulaciones con al menos dos dosis; el intervalo entre

” o«

ambas dara lugar a protocolos “cortos”, “medios” y “largos”.
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2.4 Protocolos en base a PG

Protocolo corto (Synchrovine® siete dias)

Al administrar una dosis de PG se observa que aquellas ovejas que se
encuentran en fase latea o folicular temprana o tardia no responden al tratamiento,
por lo que Rubianes et al. (2003), desarrollaron un protocolo de sincronizacion de
estros con la administracion de dos dosis de PG separadas siete dias (Synchrovine®),
luego de la administracion de la segunda dosis mas ovejas responderian a la misma
(ovejas que ya respondieron a la primera y que se encuentran en la primera onda de
desarrollo folicular y tendrian CLs de tres a cinco dias de edad; Fierro, 2010), y ovejas
que no tenian CL al momento de la administracion de la primera dosis. El uso de este
protocolo sincronizo el 78% de las ovejas entre las 24 y 48 h, y las ovulaciones entre
las 48 y 72 h de administrada la segunda dosis de PG (Menchaca et al. 2004).
Rubianes et al. (2004), comparo por un lado dos dosis de PGF2a con siete dias de
diferencia e IA tras la deteccion del estro (grupo control); y por otro lado dos dosis de
PGF2a con el mismo intervalo e IATF (Synchrovine ®). La inseminacion para el grupo
control se realiz6 12 h después de la deteccion del estro y para el protocolo
(Synchrovine ®) 42 h después de la segunda dosis de PGF2a, no encontrando
diferencias significativas en términos de concepcién, fertilidad, prolificidad y

fecundidad entre ambos protocolos.

En cambio, si se observan diferencias cuando se compara con el protocolo
convencional de P4-eCG, cuando Synchrovine® se asocia a IATF (1A a las 42,48 y 54
pos ultima PG; Fierro et al., 2011, 2017; Menchaca et al., 2004; Olivera-Muzante,
Fierro et al., 2011). Estos bajos resultados de Synchrovine® al compararlo con el
protocolo convencional han sido asociados fundamentalmente a un perfil alterado de
bajas concentracion plasmatica de P4 durante la fase de crecimiento de los foliculos
preovulatorios (fase luteal), y/o alteraciones en la funcion esteroidogénica de los
foliculos pre-ovulatorios (Coleman y Dailey, 1983; Fierro et al., 2016), lo cual podria
afectar el desarrollo y transporte de los ovocitos, la tasa de fertilizacion y el desarrollo
embrionario temprano (Fierro et al., 2011). Esto determinaria la menor fertilidad, TO y

prolificidad observada respecto a un estro espontaneo (Fierro et al., 2011, 2016).
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Protocolos medios (9 a 13 dias)

Es por eso por lo que una de las alternativas para mejorar los resultados
obtenidos con Synchrovine ® seria ampliar el intervalo entre las dosis de PG (Olivera
et al., 2007). Intervalos de mas dias entre las dosis de PG demuestran la posibilidad
de mejorar los resultados (Gibbons et al., 2010). Fue asi como surgieron protocolos
con dos dosis de PG separadas de 9 a 13 dias.

El uso de protocolos en base a dos dosis de PG separadas de 9 a 13 dias
presentan algunos inconvenientes. Por un lado, una gran dispersion en la
manifestacion de estros (24 a 120 h). Esta dispersién en la manifestacion de estros
limitd6 durante mucho tiempo su uso en protocolos de IATF. Otro inconveniente
reportado es la baja fertilidad de estos estos comparados con protocolos en base a
P4-eCG (Duran del Campo y Cash Stirling, 1982; Hackett, Langford y Robertson,
1981, Loubser y Van Niekerk, 1981). La fertilidad observada con estos protocolos es
de aproximadamente 50% (Fierro et al., 2017), significativamente méas bajo que los
tratamientos con progestagenos y los servicios naturales (Boland, Gordon y Kelleher,
1978; Godfrey, Collins, Hensley y Wheaton, 1999). En resumen, se han observado
similares resultados que con los protocolos cortos Synchrovine ®; (Gordon, 1983;
Menchaca & Rubianes, 2004; Olivera-Muzante, Fierro et al., 2011). Ello también
podria estar explicado por las bajas concentraciones de P4 observada (fases luteas
aun cortas), dado que existe una correlacién positiva entre la duracion de esta y las

concentraciones de E2, lo cual daria ovocitos de menor calidad (Fierro et al., 2016).

Protocolos largos (14 a 16 dias)

Al extender el intervalo entre los tiempos de administracion de PG hasta 14 al6
dias entre dosis, se observa existen diferencias en la respuesta estral y en el
desarrollo folicular ovérico, que produjeron mayor cantidad de estradiol (Fierro et al.,
2016). El crecimiento final del foliculo esta relacionado con la frecuencia de pulsos de
LH, la cual es negativamente regulada por la P4 (Ginther et al., 1995). En estos
protocolos largos se observaron diferencias en la concentracion de progesterona en
comparacion con los cortos o medios (Olivera-Muzante, 2018). Las concentraciones
de progesterona fueron mayores en protocolos largos (PG14; PG16) desde 8 a 4 dias

antes del estro en comparacion con protocolos medios (PG10; PG12), el nUmero de
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dias con P4 por encima de 3,18 nmol/L fue similar entre protocolos largos PG14
(10,6 £1,3d) y PG16 (12,5 + 0,8 d) y fueron mayores en comparacion con protocolos
medios PG10 (4,3 £ 1,6 d) y PG12 (6,8 + 2,6 d), esto conllevdé a tener mejores
resultados reproductivos (fertilidad, fecundidad) al servicio de IATF que intervalos de
menor duracion (Fierro et al., 2016; 2017), y similares a protocolos basados en P4-
eCG (Fierro y Olivera-Muzante, 2017; Olivera-Muzante et al., 2018).

En un trabajo previo, usando un protocolo de dos dosis de PG separadas 15
dias (Mallada y Rocha, 2019), reportan que mas del 90% de ovejas entraron en estro
entre las 24 y 72 h posteriores a la ultima dosis de PG. Otros experimentos
demostraron que, dos PG separadas 15 o 16 dias obtuvieron a la IATF (con semen
fresco), una fertilidad de entre 57 y 65% y una fecundidad de entre 71 y 81% (Fierro
et al., 2017; Fierro y Olivera-Muzante, 2017; Olivera-Muzante, 2018; Olivera- Muzante
et al.,, 2020). Estos resultados son promisorios, ya que se obtienen similares
resultados a los obtenidos con IATF a partir de protocolos en base a P4-eCG (fertilidad
62%, fecundidad 86%; Fierro et al., 2017), constituyéndose asi en alternativas de
sincronizacion de estros e IATF via cervical con semen fresco mas “limpias, verdes y

éticas”, y menos onerosas que las tradicionales de P4-eCG (Matrtin et al., 2004).

Experimentos recientes han demostrado que protocolos largos como dos PG
separadas 15 dias no modificarian la TO y la prolificidad observada respecto a ovejas
en estro espontaneo (Olivera-Muzante et al., 2020). Sin embargo, se ha observado
con este protocolo que al momento de la IATF a 56 h pos segunda dosis de PG, entre
el 15 y el 20% de las ovejas se encuentran fuera del momento Optimo de servicio
(Olivera-Muzante et al., 2020), disminuyendo asi la probabilidad de quedar gestantes
a la IATF. Es por eso que, resulta de mucho interés explorar si la aplicacién de un
nuevo protocolo en base a tres dosis de PG (dias -22 -15 y 0), que combine la
capacidad del Synchrovine® de concentrar estros y ovulaciones, y del dos PG
separadas 15 dias, con su alta concentracion de progesterona, genera un mayor
namero de ovejas en fase luteal al momento de la Ultima dosis de PG, y por lo tanto,
una mayor respuesta y concentracion de estros posterior a esta, repercutiendo

favorablemente en los resultados reproductivos a un servicio de IATF.
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3. HIPOTESIS

La sincronizacion de estros en ovejas con un protocolo en base a tres dosis de
PG (dias -22, -15 y 0), produce una mayor respuesta y sincronia de estros posterior a
la dltima dosis, contribuyendo a mejores resultados reproductivos en comparacion a

un protocolo de dos dosis de PG separadas 15 dias.

4. OBJETIVOS GENERALES Y ESPECIFICOS

Objetivo general

El objetivo del experimento fue la comparacion de dos protocolos de
sincronizacion de estros con PG en ovejas Merino Australiano: 3PG (tres dosis de PG,
dias -22 -15y 0) o0 2PG (dos dosis de PG, dias -15y 0).

Objetivos especificos
a- Comparar la respuesta y distribucion de estros en torno a la dltima dosis de PG.

b- Evaluar y comparar variables reproductivas tales como la TO, el no retorno al estro
al dia 19 pos-servicio (NR_D19), la concepcién y la prolificidad, con inseminacion a

estro detectado.
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5. MATERIALES Y METODOS

El experimento fue realizado durante la estacion reproductiva (marzo/ abril) en
el Centro de Innovaciéon y Capacitacion Ovina Mario Azzarini (CICOMA) perteneciente
al Secretariado Uruguayo de la Lana (SUL); 31° 03’ 19” S 57° 13’ 26” O (Colonia
Lavalleja; Departamento de Salto, Uruguay). Todos los procedimientos
experimentales fueron aprobados por la Comision de Etica en el Uso de Animales —
(CEUA) — de la Facultad de Veterinaria, Universidad de la Republica, Uruguay (CEUA-
FVet. Protocolo N° 1043). La secuencia de actividades y evaluaciones realizadas se

presenta en la Figura 3.

5.1 Animales

De un total de 500 ovejas multiparas Merino Australiano, se seleccionaron 212
aptas para el servicio (luego de un examen de aptitud reproductiva de ojos, boca, ubre,
vulva y aparato locomotor), con peso vivo inicial (PV- Balanza Tru-test®; modelo ID
5000) promedio de 45,0 + 4,2 Kg (media + DE) y condicion corporal (CC- Russel et
al., 1969; escala 1 al 5) de 3,01 + 0,1 (media + DE). Para el servicio se utilizaron dos
carneros raza Merino Australiano, a los cuales se les realiz6 un examen de aptitud
reproductiva y examen macroscopico de semen (motilidad masal, concentracion y

volumen; Evans y Maxwell, 1987).

5.2 Manejo sanitario

Previo al experimento, los animales se inmunizaron contra enfermedades
clostridiales (Clostrisan 9+T®, subcutanea 2 ml/ animal, Laboratorio Santa Elena,
Montevideo, Uruguay). Se controlé una vez al mes la evolucion de la carga parasitaria
(muestreos de HPG en materia fecal), y vigilancia constante por aparicion de

afecciones podales durante el periodo experimental.

5.3 Manejo nutricional y evaluacion del campo natural. Régimen pluviométrico.

Todas las ovejas se mantuvieron bajo las mismas condiciones de manejo, en
el mismo potrero y pastoreando campo natural (PC: 7,35%, FDA: 42,4%, FDN: 70,5%)
a razon de 4 ovejas/hectarea (0,60 UG), y con acceso de agua ad libitum. Se
determind la disponibilidad de la pastura (1200 kg/MS/Ha) promedio mediante la
técnica de doble muestreo, descripta por Haydock y Shaw (1975). La muestra fue
secada en microondas a temperatura constante (12 m), y analizada en el Laboratorio
de Nutricion Animal de INIA La Estanzuela. Se midieron las precipitaciones
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diariamente con pluvibmetro Walmur®, las precipitaciones acumuladas en el periodo

experimental (marzo-abril) fueron de 122 mm.

5.4 Protocolos de sincronizacion de estros

Un mes antes de comenzar el experimento se conformaron dos grupos
experimentales en funcién de CC, PV e historial reproductivo previo de las ovejas;
grupo 3PG (n=107; CC=3,01 £ 0,1; PV=45,4 + 3,9) y grupo 2PG (n= 105; CC= 3,01
+0,1; PV=44,8 + 4,2).

Los estros de las ovejas del grupo 3PG fueron sincronizadas con tres
inyecciones (dias -22, -15 y 0), de un analogo de PG (160 ug de Delprostenate por
dosis, via IM con jeringa de insulina de 1 ml; Glandinex®, Universal Lab, Uruguay).
Comparado con dos inyecciones (2PG) del mismo analogo y misma dosis separadas
quince dias (dias -15 y 0), se defini6 como dia y hora O el dia y hora de la

administracion de ultima PG.

Figura 3: Cronograma experimental.

EAR
PV-CC Control Control de
PG de estros PG Eﬂr(fs_{fl'lhsg T0 PV - (C Eco
‘ ¢/2dhs servicio de 1A ‘ NR.19 ‘ '
2PG —
PG PG PG
[
Dia -40 -22 -15 4 0 4 : 14 19 70
* . )
EMSI EMSE

EAR: Evaluacién de aptitud reproductiva. EMSi: Evaluacion de Materia Seca inicial. EMSf: Evaluacion
de Materia Seca final. PV: peso vivo; CC: condicion corporal; PG: inyeccién de un analogo sintético de
prostaglandina F2a. TO: tasa ovulatoria; NR_D19: tasa de no retorno al estro al dia 19 pos-servicio.

Eco: diagnostico de gestacion y carga fetal por ecografia transabdominal.

5.5 Deteccion de estros y servicios
Los estros fueron detectados con capones androgenizados al 5%. El protocolo

de androgenizacion implic6 la administracion de 300 mg/ cap6on de
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Ciclopentilpropionato de testosterona (Testosterona Ultra Lenta Fuerte®; Laboratorio
Dispert, Uruguay; distribuidas en dos dosis de 200 y 100 mg con separacion semanal).
Al iniciar la deteccion los capones fueron pintados con tierra de color -Nortesur®- y
agua en la region ventral cercana al prepucio. Desde cuatro dias antes de la ultima
dosis de PG (-96 h) se detecto estro una vez por dia (durante la noche), con capones
pintados de amarillo. A partir de la administracion de la ultima dosis de PG (Hora= 0)
se incremento la frecuencia de deteccidn (dos veces al dia) con capones pintados de
rojo. La deteccion finalizo a las 96 h después de la dltima PG. El nUmero de ovejas en
estro por dia se denomind frecuencia absoluta. Se estimé la frecuencia relativa (ovejas
que aparecen en estro del dia/ total de ovejas en servicio* 100), la frecuencia relativa
acumulada (ovejas que aparecieron en estro hasta el momento/ total de ovejas en
servicio* 100), y se calculd la frecuencia acumulada de aparicién de estros posterior a
la Gltima dosis de PG. En las ovejas que entraron en estro antes de la ultima dosis de
PG (-96 a 0 hora) y que luego responden al tratamiento no se tuvo en cuenta el estro

previo.

La IA se realizé una vez al dia, inseminando ovejas en estro detectadas desde
la noche anterior hasta esa mafiana con semen fresco, puro e individual y por la via
cervical segun la técnica descripta por Duran del Campo (1980). La dosis inseminante
fue de 100 millones de espermatozoides vivos/ oveja. El servicio de repaso se realizé
a campo, a partir del dia 14 y hasta el dia 19, ingresando un 3% de carneros Merino
Australiano, pintados cada dos dias en la zona prepucial con grasa y tierra de color
verde. Finalizado el repaso se estim6 el NR_D19 (ovejas que no retornan al estro al

dia 19/ total de ovejas inseminadas*100), la CC y el PV final.

5.6 Determinaciones ecograficas

Al dia 8 se realiz6 ecografia ovarica por via transrectal (Aloka® 500, Overseas
Monitor Corp. Ltd., Richmond, BC, Canada; con transductor lineal de 7,5 MHz Aloka®,
Tokyo, Japan) segun Vifioles, Gonzalez-Bulnes, Martin, Sales y Sale, (2010) para
visualizacion de CLs y determinar TO (CLs/ oveja ovulada del grupo). Al dia 70 pos-
inseminacién se realiz6 ecografia transabdominal segun Vifioles et al. (2010),
determinando concepcion (gestante o no gestante), carga fetal (nUmero de fetos por
ovejas) para determinar prolificidad (numero de fetos/ oveja gestante) y fecundidad

(numero de fetos/ oveja encarnerada)
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5.7 Andlisis estadistico

El andlisis de los datos se realizO mediante el programa estadistico
INFOSTAT®. Las variables categoricas (respuesta estral y distribucion de estros, TO,
NR_D19, concepcion, prolificidad y fecundidad) fueron evaluadas por Chi Cuadrado o
test de Brown (Brown, 1987). Las curvas que describen la aparicién de estros de cada
tratamiento fue comparada mediante la prueba de Kolmogoérov-Smirnov. Para todas

las variables el nivel de significancia fue P< 0,05.
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6. RESULTADOS

En la Tabla 1 y Figura 4 se muestran los resultados de frecuencia absoluta,
frecuencia relativa, frecuencia relativa acumulada de aparicion de estros por grupo, y
frecuencia relativa acumulada de aparicion de estros posterior a la Gltima dosis de PG.
Dentro de las 96 h previas a la ultima dosis de PG, el 19,8% de las ovejas del grupo
2PG manifestaron estro, mientras que solo el 9,3% del grupo 3PG lo hicieron
(frecuencia relativa acumulada hasta la hora 0). Se observé ademas diferencias
significativas (P< 0,05) en el porcentaje de ovejas que, habiendo manifestado estro en
las 96 h previas a la ultima dosis de PG, responden a ésta (15 vs 30%, 2PG y 3PG,
respectivamente). Esto conlleva a que se observen diferencias significativas en la
frecuencia relativa y acumulada en la aparicion de estros entre la hora 0 y la hora 24
(P< 0,05), aunque a partir de la hora 36 ya no se observan diferencias significativas
entre los grupos. Las frecuencias relativas tuvieron una distribucién bimodal (Figura
4), donde el principal pico se observa entre las 36 y 60 h para los dos protocolos, el
pico secundario (primer pico) entre la hora -12 y 12. En este primer pico se observan
diferencias significativas en la frecuencia relativa y acumulada de la aparicion de
estros (P< 0,05).
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Tabla 1: Frecuencia absoluta, frecuencia relativa, frecuencia relativa acumulada de
aparicién de estros por momento y frecuencia acumulada de aparicién de estros
posterior a la ultima dosis de PG, en relacion con la aplicacion de la dltima dosis de

PG en ovejas Merino Australiano sincronizada con dos (2PG) o tres (3PG) dosis.

2 PG (n=105) 3PG (n=107)
Hora P
n f (%) F(%) F1(%) | n f (%) F((%) F1(%)
-48 7 6,6 6,6 7 6,5 6,5
-24 3 2,8 9,4 0 0 6,5
0 11 10,4 19,8 3 2,8 9,3 <0,05
12 0 0 19,8 0 0 0 9,3 0 <0,05
24 1 0,9 20,7 0,9 2 1,8 111 1,8 <0,05
36 5 4,7 25,4 5,7 8 7,4 18,5 9,3
48 37 35,2 60,6 40,9 |41 38,3 56,8 47,6
60 29 27,6 88,2 68,5 | 35 32,7 89,5 80,3
72 10 9,5 97,7 78,0 8 7,4 96,9 87,8
Total 97,7 96,9

Hora: hora de aparicion de estro con relacién a la Gltima dosis de PG. 2PG: ovejas inyectadas con dos
dosis de un analogo sintético de Prostaglandina F2a (dias -15 y 0), 3PG: ovejas inyectadas con tres
dosis de analogo sintético de Prostaglandina F2a (dias -22; -15 y 0). n: frecuencia absoluta (nUmero de
ovejas); f: frecuencia relativa (%); F: frecuencia relativa acumulada (%); F1: frecuencia acumulada de
aparicién de estros posterior a la Gltima dosis de PG (%). Dia u hora 0= (ltima dosis de PG. Diferentes

letras en la misma fila: P< 0,05.
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Figura 4. Distribuciébn de la aparicion de estros en ovejas Merino Australiano
sincronizada con dos (2PG) o tres (3PG) dosis de PG.
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2PG: ovejas inyectadas con dos dosis de un analogo sintético de Prostaglandina F2a (dias -15 y 0),
3PG: ovejas inyectadas con tres dosis de analogo sintético de Prostaglandina F2a (dias -22; -15 y 0).

Dia u hora 0: administracién de ultima dosis de PG.

La respuesta estral acumulada total fue similar entre los grupos 2PG y 3PG (97,7 y
96,9% respectivamente), no encontrandose diferencias significativas (P> 0,05). Sin
embargo, existio una diferencia en el nimero de ovejas que manifiestan estro posterior
a la dltima dosis de PG (88% vs 78%, 3PG y 2PG respectivamente) 2PG

encontrandose una tendencia estadistica en estos valores (P= 0,058).

En la Tabla 2 se muestran los resultados reproductivos de solo un servicio de
inseminacion cervical de ovejas Merino Australiano sincronizados con dos (2PG) o
tres (3PG) dosis de PG. No encontrandose diferencias significativas para ninguna de
las variables en estudio (P> 0,05). El porcentaje de pérdidas reproductivas entre el
NR-D19 y la concepcion a los 70 dias fueron muy bajas (ovejas que no retornan al
estro y que se encuentran no gestantes en la ecografia), y no diferentes entre grupos
(P> 0,05).
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Tabla 2. TO, NR_D19 y resultados reproductivos de un servicio de inseminacion via
cervical de ovejas Merino Australiano sincronizadas con dos (2PG) o tres (3PG) dosis

de PG pastoreando campo natural.

Grupo (n) TO NR_D19 (%) Concepcion (%) Prolificidad Fecundidad (%)
2PG (105 11:04-a 71a 71% a 1,00+0,31a 71,02
3PG(107) 1,2+0,42a 78 a 78% a 1,05+0,37 2 819a

2PG: ovejas inyectadas con dos dosis de un analogo sintético de Prostaglandina F2a (dia -15 y 0),
3PG: ovejas inyectadas con tres dosis de un analogo sintético de Prostaglandina F2a (dia -22; -15y 0).
TO: Tasa ovulatoria (nimero de cuerpos luteos/ oveja ovulada) observados al dia 8. NR_D19: no
retorno al estro al dia 19 del servicio (ovejas que no retornan al estro/ total de ovejas inseminadas*100).
Concepcidn (ovejas gestantes/ inseminadas*100). Prolificidad (nimero de fetos/ ovejas gestantes).
Fecundidad (nimero de fetos/ ovejas encarneradas*100). Letras diferentes en la misma columna (P<
0,05).

En la Tabla 3 se muestran los resultados reproductivos finales para ambos grupos
después de dos servicios (inseminacion + repaso con carneros). No se observan
diferencias significativas en ninguna de las variables reproductivas consideradas (P>
0,05).

Tabla 3. TO, NR_D19 y resultados reproductivos de dos servicios (servicio de
inseminacion y repaso con carneros) de ovejas Merino Australiano sincronizadas con
dos (2PG) o tres (3PG) dosis de PG pastoreando campo natural, observados al dia

70 por ultrasonografia via transabdominal.

Grupo (n) TO NR_D19 (%) Concepcion (%) Prolificidad Fecundidad (%)
2PG (105 1,1+0/4-a 71a 97,1% a 1,00+0,31 2 95,24
3PG(107) 1,2+0/4>2 78 a 98,1% a 1,05+0,37 2 100,12

2PG: ovejas inyectadas con dos dosis de un analogo sintético de Prostaglandina F2a (dia -15 y 0),
3PG: ovejas inyectadas con tres dosis de un analogo sintético de Prostaglandina F2a (dia -22; -15y 0).
TO: Tasa ovulatoria (nUmero de cuerpos liteos/ oveja ovulada) observados al dia 8. NR_D19: no
retorno al estro al dia 19 del servicio (ovejas que no retornan al estro/ total de ovejas inseminadas*100).
Concepcidn (ovejas gestantes/ inseminadas*100). Prolificidad (nimero de fetos/ ovejas gestantes).
Fecundidad (niUmero de fetos/ ovejas encarneradas*100). Letras diferentes en la misma columna (P<
0,05).
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7. DISCUSION

Los resultados de este experimento confirman la hipétesis planteada: el nuevo
protocolo en base a tres dosis de PG produjo una mayor sincronia de estros, y una
mejor respuesta estral acumulada después de la dltima dosis de PG en comparacion

con el protocolo en base a dos dosis de PG.

La respuesta estral del grupo 2PG fue algo menor en relacion con trabajos
previos realizados en la raza Corriedale (Mallada y Rocha, 2019), en donde el 92% de
las ovejas sincronizadas con dos dosis de PG separadas 15 dias respondieron, y con
Dutra da Silveira y Soler (2013), donde el 94% de las ovejas en un protocolo de dos
dosis de PG separadas 14 dias evidenciaron estro. Sin embargo, se obtuvieron
similares frecuencias relativas acumuladas a las obtenidas por Dutra da Silveira y
Soler (2013), con un protocolo de dos dosis de PG separadas 16 dias, donde el 73%
de las ovejas manifestaron estro. Es dificil explicar esta diferencia en el porcentaje de
ovejas que responden a la PG, ya que salvo la raza utilizada (Corriedale o Merino
Australiano), en todos los trabajos reportados se usé la misma dosis de PG vy las
ovejas fueron tratadas en similar momento de la estacién reproductiva. Sin embargo,
la aplicacién de tres dosis de PG eleva la cantidad de ovejas que responden, por lo
que las diferencias no estarian tan relacionadas a la raza, sino a la proporcién de
ovejas que estén en condiciones de responder a la ultima dosis de PG, en este

sentido, el protocolo 3PG pareceria fue mas eficaz en sincronizar los ciclos estrales.

En el presente experimento, el nimero de ovejas que manifiestan estro antes
de la ultima dosis de PG se redujo a la mitad en el protocolo de 3PG con respecto al
2PG. Los porcentajes de ovejas que manifiestan estro antes de la ultima dosis de PG
han sido variables en los diferentes estudios previos. Dutra da Silveira y Soler (2013)
reportan que 24% de las ovejas de un protocolo de dos dosis de PG separadas 16
dias manifestaron estro previo a la Gltima dosis de PG, mientras que Mallada y Rocha
(2019) reportan que solo el 8% de las ovejas lo hacen con 15 dias de separacion.
Menores porcentajes de aparicion de estros antes de la Ultima dosis de PG y similares
respuestas estrales indican una mayor sincronia de los estros posteriormente (y por
ende de las ovulaciones). En nuestro experimento, el nuevo protocolo es capaz de

producir una mayor agrupacion de los estros; no solo hay un menor porcentaje de
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ovejas que entran en estro antes de la ultima dosis de PG, sino que se observa una
mayor proporcion de estas respondiendo a la Ultima dosis.

La distribucion de los estros en nuestro experimento se concentrd
fundamentalmente entre las 48 y 60 h para ambos grupos. En otros experimentos
previos (Dutra da Silveiray Soler, 2013; Mallada y Rocha, 2019) se reportan que, para
un protocolo con 15 o 16 dias de separacién entre dosis de PG la aparicion del pico
de estros se concentré entre las 36 y 48 h de aplicacion de la ultima dosis de PG, a
diferencia de lo ocurrido en el presente experimento. Una explicacion de la dispersion
de los estros es el estado de la poblacién folicular de cada individuo. La variabilidad
de dias depende de, si al momento de la inyeccion de PG el foliculo dominante se
encuentra en fase de crecimiento o no. Si es asi, se producira el estro y la ovulacion
en un corto periodo de tiempo, mientras que, si ese foliculo se encuentra en fase
estatica o en regresion, tendrd que emerger una nueva onda folicular ocurriendo el
estro y la ovulacion en forma mas tardia (Vifioles y Rubianes, 1998). En resumen,
protocolos mas largos (16 dias entre dosis de PG, por e].) podrian estar determinando
gue algunas ovejas presenten lutedlisis natural, ya que las mismas se encontraban en
fase folicular en lugar de fase Iutea al momento de la inyeccion de la dltima PG
(Olivera-Muzante, 2018), determinando otra de las causas de variabilidad de dias en
la manifestacion de estros dando un acortamiento en h de manifestacion de estro pos

ultima PG, no ocurriendo con el nuevo protocolo (3PG).

El promedio de aparicion de estros (inicio del estro) en el grupo 2PG fue de 48
h, mientras que en el grupo 3PG fue 51 h. En tal sentido, y de cara a una IATF (sin
deteccidn de estro), es necesario contemplar esta diferencia, por lo que el momento
optimo para una IATF en el grupo 2PG seria a las 63 h de la ultima dosis de PG y para
el grupo 3PG a las 66 h. Para este calculo se toma en cuenta el tiempo necesario para
la llegada y capacitacion de los espermatozoides a la trompa uterina, que la ovulacion
en la oveja se produce 25-30 h posteriores al inicio del estro, y que la inseminacion se
debe realizar 12 h antes de la ovulacion (Evans y Maxwel, 1987). Sin embargo, se
debe considerar que en los protocolos 2PG un alto porcentaje de ovejas tendran su
estro antes, quedando alejadas de ese momento. Una doble IATF quizas contemplaria

esta situacion.
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En lo referente a la TO y prolificidad, no se encuentran diferencias significativas
entre ambos protocolos. En concepcién el resultado fue alentador para ambos
protocolos con IA a estro visto: el nuevo protocolo superé un 7% al 2PG y ambos
grupos alcanzan casi a un 100% de concepcion al considerar el repaso con carneros,
en fecundidad la diferencia numérica es mas grande, 3PG se situé un 10% encima del
2PG, pero sin diferencias significativas en ambas variables (P< 0,05). Tampoco se
encontraron diferencias en el variables reproductivas por semen de carnero utilizado
(P< 0,05) no observandose el efecto padre. Contabilizando solo los resultados del
primer servicio de IA esos valores resultaron superiores a los reportados por Dutra y
Soler (2013), quienes usaron protocolos de doble dosis de PG separadas 14 y 16 dias
e inseminacién a estro visto. También fueron superiores a los reportados por Mallada
y Rocha (2019), donde también se us6 un protocolo con dos dosis de PG, pero
separadas 15 dias, pero a diferencia de nuestro experimento, el servicio en este
reporte fue IATF a las 56 h de la Ultima dosis de PG, y que al momento del servicio un
porcentaje de entre el 15 y el 20% de las ovejas se encontraron fuera del momento
optimo de servicio (por observacion de mucus vaginal) Olivera-Muzante et al., (2020),

puede ser la explicacion de ese bajo resultado.
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8. CONCLUSIONES

Se concluye que, el empleo de este nuevo protocolo de sincronizacion de estros
(con tres dosis de PG; dias -22, -15 y 0) permitiria una mejor sincronizacion de los
estros pos ultima dosis de PG que un protocolo de dos dosis (dias -15 y 0), aunque
implica una dosis de PG extra. Presentando también resultados reproductivos
levemente superiores en cuanto a concepcion, fecundidad y NR_D19. El porcentaje
de concepcidn obtenido a partir de la deteccidn de estros hace pensar que el protocolo
sea una alternativa viable en esta eventual IATF, la mayoria de los estros se
concentran entre las 48 y 60 h pos ultima PG, lo que permitiria la realizacion de IATF
a las 66 h posteriores a la ultima dosis de PG.
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