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RESUMEN

ACTUALIZACION DE TRATAMIENTOS A BASE DE GnRH Y hCG PARA LA
INDUCCION Y SINCRONIZACION DE LOS PARAMETROS
REPRODUCTIVOS DE PEQUENOS RUMIANTES.

ZURISADAY SANTOS JIMENEZ

Doctorado en Ciencias en Produccién Agropecuaria
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro
Unidad Laguna

Dra. Guadalupe Calderdn Leyva
Asesor Principal

En busca de nuevas alternativas en los tratamientos de induccion y
sincronizacion en pequefos rumiantes se realizaron los siguientes experimentos.
Experimento 1: evaluar si la 300 Ul de hCG administrada al momento del retiro
del CIDR, era capaz de reanudar la actividad estral en ovejas durante la época
de anestro estacional. Nuestros resultados determinaron que la administracion
de hCG fue eficaz para inducir el estro, promover crecimiento folicular y una
ovulacion retrasada pero significativa (> 84%) el dia 10 después de la extraccion
del CIDR; ademas, también se observd una mayor tasa de implantacion
embrionaria en comparaciéon con el grupo tratado con solucion salina.
Experimento 2: determinar si un tratamiento de progesterona natura administrada
con dos aplicaciones de dos analogos de GnRH (Buserelina/Gonadorelina),
mejoraria la sincronizacion de la respuesta estral, desarrollo, folicular y la
ovulacion en cabras. Respecto a la respuesta encontramos que dos aplicaciones
de GnRH mas con 20 mg de progesterona im, indujo crecimiento anormal en
foliculos medianos y grandes independientemente del analogo utilizado,
luteinizando el foliculo e inhibiendo la ovulacién. En conclusion, nuestros
resultados siguieren que el uso de hCG puede ser una opcién para inducir la
actividad estral siempre y cuando se acompafie de efecto macho para mejorar la

fertilidad y por otro lado el uso de analogos de GnRH (Gonadorelina/Buserelina)

xiii



en cabras no resulté ser una opcion al momento de sincronizar el celo y la

ovulacion, ya que indujo el crecimiento anormal de foliculos.

Palabras clave: induccién/estro; sincronizacién, pequefios rumiantes,

gonadotropinas.
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ABSTRACT

UPDATE OF TREATMENTS BASED ON GnRH AND hCG FOR THE
INDUCTION AND SYNCHRONIZATION OF THE REPRODUCTIVE
PARAMETERS OF SMALL RUMINANTS.

ZURISADAY SANTOS JIMENEZ
Doctorado en Ciencias en Produccién Agropecuaria
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro
Unidad Laguna

Dra. Guadalupe Calderdn Leyva
Asesor Principal

In search of new alternatives in induction and synchronization treatments in small
ruminants, the following objectives were established for the following
experiments. Experiment 1: to evaluate whether the 300 IU of hCG administered
at the time of CIDR withdrawal could resume estrus activity in sheep during the
seasonal anestrus period. Our results determined that hCG administration was
effective in inducing estrus, promoting follicular growth, and delayed but
significant ovulation (> 84%) on day 10 after CIDR extraction; in addition, a higher
embryo implantation rate was also observed compared to the saline-treated
group. Experiment 2: determine if a treatment of natural progesterone
administered with two applications of two GnRH analogues (Buserelin /
Gonadorelin), would improve the synchronization of the estrus response,
development, follicular and ovulation in goats. Regarding the response, we found
that two more GnRH applications with 20 mg of im progesterone induced
abnormal growth in medium and large follicles regardless of the analog used,
luteinizing the follicle and inhibiting ovulation. In conclusion, our results suggest
that the use of hCG can be an option to induce estrous activity as long as it is
accompanied by a male effect to improve fertility and, on the other hand, the use
of GnRH analogues (Gonadorelin / Buserelin) in non-goats. it turned out to be an
option when synchronizing estrus and ovulation, since it induced abnormal follicle

growth.

Keywords: induction/estrus; synchronization; small ruminants; gonadotropins.
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I. INTRODUCCION

El crecimiento de la poblacion y la demanda de alimentos han llevado a buscar
alternativas viables para la obtencion de alimentos de origen animal, en
proyeccion a futuro se cree, que para el afio 2050 la poblacién mundial sera de
10 mil millones de personas, aumentando el consumo per capita de proteina
animal, por tal motivo se debe eficientizar las estrategias reproductivas para
cubrir dicha demanda (Menchaca, 2021). Las ovejas y cabras son producidas
regularmente en entornos marginales donde existe escases de pasto y en climas
desfavorables. Se les conoce coloquialmente como “las vacas de los pobres” por
su bajo costo de inversion y produccion requeridos, ademas, son de particular
interés para la aplicacion practica del concepto de sostenibilidad el sistema de
produccion deba de ser técnicamente factible y viable econdémica y
ambientalmente (Carias, 2013; FAO, 2021). La leche de cabra u oveja ha sido
considerada un alimento ideal para combatir la desnutricibn en personas que
habitan zonas y paises pobres, debido a su alto valor proteico (Haenlein, 2001).
En los ultimos afos el uso de hormonas exdgenas para la induccion y
sincronizacion de la actividad estral en pequefos rumiantes se ha intensificado,
y se han establecido tratamientos de uso cotidiano con resultados alentadores
(Abecia et al., 2012). Pero en la actualidad, existe una gran presion social sobre
la manera de extraer ciertas hormonas como es el caso de la Gonadotropina
Coridnica Equina (eCG) misma que se ha utilizado desde hace 70 afios y que se
produce de manera enddgena en las copas endometriales de yeguas gestantes
de entre los 40 a 120 dias de gestacion, haciendo uso indiscriminado de las
hembras para dicho fin (Manteca-Vilanova et al.,2019; Gonzalez-Bulnes et al.,
2020).

Por lo tanto, en busca de suplir el uso de la eCG en los tratamientos de
sincronizacion y/o inducciéon en pequenos rumiantes, el trabajo del investigador
es buscar opciones que mejoren o igualen la respuesta reproductiva en las
hembras tratadas. Las lineas de investigacién apuntan a evaluar los efectos de

analogos de gonadotropinas tal como son la Hormona Liberadora de



Gonadotropinas (GnRH) y/o Hormona Coriénica humana (hCG). El uso de GnRH
se ha visto como una opcién viable para sincronizar la ovulacién en ovejas,
cuando se administré6 54 h después del retiro de un dispositivo intravaginal
impregnado con progesterona natural (CIDR; Martinez-Ros y Gonzalez-Bulnes,
2019), pero su uso no fue viable en la época de anestro (Santos-Jiménez et al.,
2020a) ademas de que existe poca informacion cuando se utiliza en cabras. Por
otro lado, en cabras tratadas con una inyeccion de 100 Ul de hCG 24 horas
después de la aplicacion de 25 mg de progesterona im, se encontré que el 100%
de las hembras mostraron signos de celo y ovulaciéon (Alvarado-Espino et al.,
2016) el problema que es actualmente su uso en ovejas no esta bien estudiado.
Por lo que hipotetizamos que el uso de analogos de gonadotropinas, pudieran
mejorar los parametros reproductivos en cabras y ovejas expuestas a las mismas,
al inicio o al finalizar el tratamiento con progesterona (progestageno y/o
inyectable), igualando o mejorando la repuesta de un tratamiento tradicional a
base de progesterona mas eCG, durante el anestro estacional y la época de

transicion/reproduccion.



HIPOTESIS GENERAL

El uso de analogos de gonadotropinas, mas progesterona (en dispositivo
intravaginal y/o inyectable) en cabras y ovejas mejoran los parametros
reproductivos que se obtienen de un tratamiento tradicional a base de

progesterona mas eCG, durante el anestro estacional y la época reproductiva.

Hipoétesis especificas

v' La administracion de una descarga aguda de hCG reanuda la actividad
estral y la sincronizacién de la ovulaciéon en ovejas durante el anestro

estacional.

v' La utilizacion de analogos sintéticos de GnRH administrados en dos dosis
aunado a un tratamiento con progesterona intramuscular, durante la época
reproductiva en cabras estimula el desarrollo folicular, sincroniza el estro

y la ovulacion.



OBJETIVO GENERAL

Determinar la efectividad de la administracion de analogos de gonadotropinas
para inducir y sincronizar la actividad reproductiva en ovejas y cabras bajo un
tratamiento previo de progesterona en diferentes tiempos de administracion

y épocas del ano.

Objetivos Especificos

v' Evaluar si 300 IlU de hCG administrada al momento del retiro del
dispositivo intravaginal con progesterona (CIDR) es capaz de reanudar la

actividad estral en ovejas durante la época de anestro estacional.

v' Determinar la eficacia de un tratamiento de progesterona natural
administrada con dos aplicaciones de analogos de GnRH en diferentes
tiempos durante la época reproductiva, sobre la sincronizacién de la

respuesta estral, desarrollo folicular y ovulacién en cabras Alpinas.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Importancia de la produccién de pequenos rumiantes en México

En México el inventario nacional de cabras para el afio 2020 es de 8,830,720 de
los cuales la region laguna que comprende parte de Coahuila y Durango cuenta
con 392,407 teniendo una gran disminucién si lo comparamos a el afio 2011
donde contaba 430,381 y una produccion lechera de 78,074.79 misma que
aportaba el 48 % de la produccién nacional (SIAP, 2020).

En lo que respecta a la produccion de leche de cabras en el afio 2020 se registro
un total de 163,590 miles de litros de leche de los cuales los estados con mayor
aportacion fueron Coahuila con 44,888, seguido de Guanajuato con 42,792 y en
tercer lugar el estado de Durango 24, 822.24 mil de litros de leche. La Comarca
Lagunera aporta a la produccion nacional 57,622 miles de litros de leche lo que
corresponde al 35% de la produccién nacional (SIAP, 2020). Esto nos muestra
que la mayor produccion de leche se establece en el norte de México, y habla de

lo bien que la cabra se desempefa en terrenos semiaridos.

Por otro lado, para el ano 2020 se cuenta con un inventario nacional de 8,725.882
millones de cabezas de ganado ovino con un cierre productivo de 64,758 ton de
carne siendo Edo. de México e Hidalgo, los estados con mayor numero de ovejas
con 1,355,113 y 1,128,198, respectivamente. Para la Comarca Lagunera la
produccion de carne y leche de oveja no es una actividad prioritaria por lo que
solo representan el .13 % del inventario nacional (11,812) (Figura 1). El consumo
de leche en México puede ser de forma liquida o transformada a quesos o dulces

principalmente cajeta, chiclosos y jamoncillos (Meza-Herrera, 1987).



Figura 1. Inventario nacional de ovejas y cabras en México (SIAP,2020)

2.2 Sistemas de produccién en la Comarca Lagunera

El sistema de produccién de leche caprina y carne ovina es el mas predominante
en el norte de México. Pero presenta ciertas limitantes como son los problemas
de estacionalidad reproductiva asociadas principalmente al fotoperiodo y la nula
precipitacion pluvial que va de la mano con el desarrollo de los pastos y
matorrales (Salinas-Gonzalez et al., 2013). La produccién de leche de cabra
representa una de las actividades mas importantes en la mano de obra familiar
ofreciendo estabilidad laboral en la mayoria de los productores que la realizan.

(Escarefio-Sanchez et al., 2011).

La mayoria de los productores pastan sus cabras en areas de cultivo, de rastrojo
y residuos de cultivo (Escareno-Sanchez et al., 2011). Los sistemas de
produccion en la comarca lagunera son intensivo, extensivo y mixto (Vazquez-
Garcia, 2005).

En un trabajo realizo por Jaquez et al. (2016) se evaludé cual era el sistema
predominante en productores del sur de Coahuila, en esta investigacion se pudo
constatar que el principal sistema de produccién en la Comarca Lagunera es el



sistema extensivo, ya que el 94.4% de las unidades de produccion encuestadas
corresponden a este tipo, mientras que el sistema mixto e intensivo tiene una
participacion minima de tan sélo 2.7% de los encuestados. Sin embargo, existen
diferencias a la hora de nombrar el sistema en que los caprinocultores producen
a sus cabras; por ejemplo se ha obtenido evidencia que el pastoreo ocurre en
areas de rastrojo y residuos de cultivo, en un promedio de 3.5 hasta 12 horas al
dia para después regresar a sus corrales para ofrecer algun tipo de
suplementacién (Escareio-Sanchez et al., 2011; Farrera-Vazquez et al., 2020).

Por lo que el sistema no es extensivo como tal sino mas bien semi-intensivo.

2.3 Generalidades del ciclo estral en ovejas y cabras

La reproduccion en ovejas y cabras se describe como estacional; el inicio y la
duraciéon de la temporada de reproduccion depende de varios factores como la
latitud, el clima, la raza, el estado fisioldgico, la presencia del macho, el sistema
de reproduccion y especificamente el fotoperiodo (Simdes, 2015; Soto et al.,
2020). En las regiones templadas, la reproduccion se describe como estacional
con un periodo de comportamiento estral y ovulaciones espontaneas de manera
ciclica, en otofio e invierno e importantes diferencias en la estacionalidad entre
razas y ubicaciones (Fatet et al., 2012; Simdes, 2015; Redden y Thorne, 2020).
En general, en México la época reproductiva de las cabras ocurre de septiembre
a febrero, y en los machos de mayo a diciembre (Gonzalez-Maldonado et al.,
2021).

La oveja presenta un ciclo estral de un promedio de entre 17 dias (con un rango
de 15-19 dias), y se divide en una fase lutea desde el dia 2 hasta el dia 14-15,
(tomando como referencia dia 0 al inicio del estro) y una fase folicular desde el
dia 14 hasta el dia 1. Los signos de estro pueden duran entre 18 a 72 horas. La
ovulacion se da antes de finalizar la actividad estral alrededor de 25 a 30 h
después del inicio (Goodman, 1994; Gootwine, 2011; Bartlewski et al., 2011; De
castro et al., 2014).

En la cabra la duracion de ciclo es de un promedio de entre 21 dias (con un rango

de 19-23 dias), y se divide en una fase lutea desde el dia 2 hasta el dia 16



(tomando como referencia dia 0 al inicio del estro) y una fase folicular desde el
dia 17 hasta el dia 1. El estro tiene una duracion promedio de 36 horas entre un
rango de 24 a 48 horas y la ovulacion al igual que en ovejas ocurre antes de

finalizar el estro; (figura 2) (Fatet et al., 2012; De castro et al., 2014).

En ambas especies el inicio de la actividad estral se puede dividir en dos fases:
fase de proceptividad que consiste en la busqueda y la estimulacion de la pareja
masculina, mientras que la fase de receptividad consiste en la expresion del
reflejo de inmovilizacion en respuesta a empujones masculinos, la aceptaciéon de

monta y la cépula (Fabre-Nys y Gelez, 2007).

Figura 2. Representacion del ciclo estral de la oveja. Las lineas roja, amarilla,
verde y azul y negra indican las variaciones en las concentraciones sanguineas
de estradiol y progesterona, el diametro del cuerpo luteo y el foliculo, y el patron
de secrecion de prostaglandina (PGF2a) a lo largo del ciclo estral,
respectivamente. El grafico gris representa el patréon de secrecion de LH
(Adaptado de Gonzalez-Maldonado et al., 2021).



Una caracteristica del reinicio de la actividad ciclica luego del anestro estacional
en ovejas asi como el anestro postparto o la pubertad-, es que generalmente la
primera ovulacion no es acompafnada de comportamiento estral y es seguida por
una fase lutea de corta duracion (< 8 dias) debido a la presencia de un cuerpo
luteo que secreta progesterona por un corto periodo (cuerpo luego de vida corta)
(Hunter, 1990), aunque estudios ultrasonograficos mas recientes han
demostrado que muchas veces ocurre una falla en la ovulacion con la
consecuente formacion de estructuras quisticas luteinizadas que liberan
progesterona por cortos periodos (Rubianes et al., 1997). La ocurrencia de estos
ciclos cortos puede estar relacionada ya sea a la necesidad de exposicion previa
a la progesterona para preparar a los foliculos para que se vuelvan cuerpos luteos
completamente funcionantes, y/o para regular el momento de la liberacion de
PGF2a enddégena (Inskeep, 1994). Algunos autores sefialan que en cabras a
diferencia de las ovejas, no se requiere un periodo prolongado de exposicidén con
progesterona antes del estradiol para exhibir celo (Chemineau, 1983). Sin
embargo, se ha observado que tanto las cabras puberes como las adultas al
comienzo de la temporada de reproduccion presentan un ciclo corto de unos 8
dias. Esto se debe a una breve fase lutea que dura solo 5-6 dias, seguida de un

segundo ciclo que suele ser de duracion normal (Pineda, 1983).

2.3.1. Fase lutea

Los niveles de progesterona suelen ser indetectable al inicio del ciclo estral para
después incrementar gradualmente entre 2 a 8 dias hasta que alcanza una
concentracion maxima de 1.5 a 3 ng/mL a medida que completa la luteogénesis
(Ramos y Silva, 2018). Durante el inicio de la fase lutea el aumento de las
concentraciones periféricas de progesterona producidas por el cuerpo luteo,
disminuyen la frecuencia de los pulsos de GnRH y LH (revisado por Caraty y
Skinner, 1999).

La formacion del cuerpo luteo ocurre después del pico de LH, ya que la
membrana basal entre la teca interna y las células de la granulosa comienzan a

descomponerse, ocurre una extravasacion de glébulos rojos hacia la cavidad



antral y esta se llena de sangre. Los vasos sanguineos de la teca invaden la capa
de células de la granulosa luteinizante y bajo la influencia de factores
angiogénicos, se desarrollan estructuras vasculares mas extensas (Duncan,
2019). Las células de la teca-luteina forman pequenos grupos en la periferia de
las células de la granulosa-luteina (Devoto et al., 2009). Finalmente, cada célula
de la granulosa-luteina colinda con una célula endotelial vascular y hay tantas
células endoteliales como células esteroidogenicas. Las células de la granulosa-
luteina continuan expresando CYP19 y las células de la teca-luteinica contindan
expresando CYP17, por lo que el cuerpo luteo produce tanto andrégenos como
estrégenos asi como otras hormonas peptidicas como inhibina A, relaxina y
oxitocina. La funcion del cuerpo luteo depende de LH, al expresar en las células
granulosa-luteina y teca-luteina receptores a LH y no a FSH. Aunque la LH es
necesaria para la funcion lutea los niveles circulantes de LH son bajos durante la
fase lutea y no son paralelos a la produccion de progesterona (Duncan, 2019).
Por lo que se ha sugerido que la acciéon de la LH sobre las células luteas
esteroidogenicas también este modulada por factores reguladores paracrinos
locales de la esteroidogénesis en el cuerpo luteo. Se ha informado que las
inhibinas y activinas, citocinas, factores de crecimiento, eicosanoides, esteroides
y otras moléculas como prosibles reguladores locales de la funcion lutea (Duncan
et al., 2009).

La produccion de la progesterona se deriva principalmente de colesterol y la
evidencia sugiere que el colesterol luteo se deriva directamente del plasma y de
la movilizacion de las reservas intracelulares. El colesterol se transporta en el
plasma como complejos de lipoproteinas y se utiliza inmediatamente para la
esteroidogénesis o se esterifica y se almacena en gotitas de lipidos dentro de la
célula responsable del color y textura caracteristicos del cuerpo luteo. El primer
paso para la sintesis de la progesterona es la de movilizar el colesterol desde el
citoplasma hasta la membrana citoplasmatica interna de la mitocondria. La
proteina STAR cuando es estimulada por la LH, es la que se encarga de

transportar al colesterol, posteriormente la escision de la cadena lateral del

10



colesterol (CYP11A), convierte el colesterol en pregnolona, que se convierte en

progesterona por la accion de la HSB3B1 (Figura 4) (Duncan, 2019).

2.3.2. Fase folicular

Desarrollo y crecimiento

El crecimiento folicular se da en forma de ondas foliculares presentandose 3-4
ondas en ovejas (Bartlewski et al., 2011) y 4-5 en cabras (Ginther y Kot, 1994),
con un intervalo de crecimiento de entre 4 a 7 dias en ambas especies, a este
crecimiento le precede un aumento de las concentraciones séricas de FSH
secretada por la glandula pituitaria la cual estimula el crecimiento folicular
(Ramos y Silva, 2018). Una onda folicular se define como un grupo de pequefios
foliculos que dan origen a uno o mas foliculos 25 mm de diametro (Garcia-Pintos
y Menchaca, 2016). Por otra parte, Bartlewskli et al., (1999) definié6 una onda
folicular como un grupo de foliculos que crece sincronicamente de2a3 mmab
mm de diametro antes de la regresién u ovulacion, de los cuales uno o mas
foliculos continuan creciendo (foliculos dominantes), mientras que otros foliculos

retroceden (foliculos subordinados; Ramos y Silva, 2018).

Las células pregranulosas y los ovocitos de los foliculos primordiales corticales
permanecen latentes durante varios meses en roedores y humanos. Durante la
transicion de foliculos primordiales a primarios, la capa unica de células
aplanadas de la granulosa cambia de morfologia para convertirse en células de
la granulosa cuboideas. Esta conversién es independiente, al estimulo de las
gonadotropinas liberadas por la hipdfisis, si no que esta regulado por factores
producidos dentro del ovario y requiere la interaccidon entre las células
pregranulosas y el ovocito. Uno de los principales factores a nivel ovarico en
animales adultos es el FOXL2, en estudios en ratones con ausencia de este factor
se ha determinado que las células permanecen aplanadas, o que da como
resultado una ausencia de crecimiento folicular. De manera similar la inhibicion
de MTORCH1 en las células de la granulosa bloquean la activacion del foliculo
latente, mientras que su sobre activacion acelera este proceso. Otro sistema de

ligandos especial para este crecimiento es el KIT y KIT. El ovocito expresa el
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ligando KIT, un receptor de la tiroxina quinasa, en su superficie, mientras que las
células de la aplanadas de la granulosa expresan KITL, que es capaz de unirse
a KIT para promover la activacién del foliculo. A medida que el crecimiento del
foliculo sigue su paso de la etapa primaria a preantral la capa de las células
cuboideas prolifera para formar multiples capas. Se sabe que uno de los factores
que contribuyen a la diferenciacion del crecimiento es el factor 9 (GDF9). A si
mismo las conexinas 43 y 37 (CX43 Y CX37) son componentes entre las uniones
gap entre el ovocito y las células de la granulosa circundantes, detiene la
foliculogénesis en la etapa primaria y se altera la diferenciacion de las células de
granulosa (Baumgarten y Stocco, 2018). La formacion del antro folicular (cavidad
llena de liquido) se da durante la progresion de foliculo preantral hasta la fase
preovulatoria. El crecimiento folicular final esta impulsado principalmente por la
expansion del liquido dentro del antro. La formacion del antro es dependiente de
las gonadotropinas, hacia el final de las primeras etapas de la foliculogénesis, los
foliculos ovaricos (2-3 mm) se vuelven sensibles a las hormonas gonadotrépicas,
lo cual es un requisito previo para el crecimiento y maduracion folicular antral
(Driancourt et al., 1985; Campbell et al., 1999; Bartlewski et al., 2011), el papel
que desempefia el antro es el de estimular la produccion y secrecion de
polisacaridos y proteinas secretadas por las células de la granulosa. Estas
células producen hialuronano y versicano un proteoglicano de condroitin sulfato
que viaja hacia el espacio extracelular. La acumulacion y los enlaces cruzados
de estas moléculas general un gradiente osmotico, que a su vez extrae liquido
de la vasculatura tecal (figura 3). El antro separa las células de la granulosa en
dos poblaciones de células con funciones distintas: del cimulos y murales. Las
células del cumulo de la granulosa rodean al ovocito y participan activamente en
la maduracién del ovocito. Mientras que las células murales estan cerca de la
pared del foliculo y son el sitio principal de sintesis de hormonas esteroides
sexuales como el estradiol que se produce cuando ocurre la maduracion folicular

o fase preovulatoria (Baumgarten y Stocco, 2018).
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Figura 3. Cambios que tienen lugar en las células (GC) durante la foliculogénesis
La progresion de los foliculos desde el estadio primordial al pre-antral depende
de factores intra ovaricos y no requiere gonadotropinas. Los procesos de
formacion del antro y diferenciacion de las células de la granulosa hasta la etapa
de foliculo preovulatorio estan regulados por la FSH. La LH controla la ovulacion
y la luteinizacion (Adaptado y modificado de Baumgarten y Stocco, 2018).

Posteriormente solo de 2-3 foliculos alcanzan los 4 mm de diametro para entrar
a la fase de dominancia y asi volverse dependientes de las gonadotropinas en
especial de LH alcanzando su nivel preovulatorio de (6-9 mm). Se sabe que el
aumento de E2, que produce el foliculo pre-ovulatorio induce el comportamiento
estral y al mismo tiempo actua en la retroalimentacion positiva para que se
aumente la secrecion de GnRH, el cual induce el pico preovulatorio de LH mismo

que provoca la ovulacién entre 20-26 horas de iniciado el estro (Fatet et al., 2011).

2.3.3. Esteroidogénesis
Existe dos tipos de células que componen al foliculo las células de la granulosa

y las células de la teca, mismas que son de naturaleza esteroidogénica. Se ha
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evaluado que las células de la granulosa aisladas eran capaces de producir
estrégenos cuando estaban expuestas a hormonas precursoras. Por otro lado,
las células de la teca aisladas producen progesterona y andrégenos. Se han
determinado la localizacion de enzimas esteroidogénicas dentro del foliculo y se
encontro que las células de la teca expresan 17a-hidroxilasa (CYP17), enzima
responsable de la sintesis de andrégenos, estas no expresan aromatasa
(CYP19), enzima responsable de la aromatizacion de andrégenos a estrégenos.
Por el contrario, las células de la granulosa expresan CYP19 pero no tienen
actividad CYP17. Las células de la granulosa y la teca realizan un trabajo en
conjunto para la biosintesis folicular de estrogenos. Asi mismo otra de las
funciones de la LH es la de estimular la formacion de andrégenos en las células
de la teca y la FSH estimula la conversion de andrégenos en estrogenos en las
células de la granulosa (figura 4). (Duncan, 2019). En estudios donde se ha
evaluado los patrones de secrecion de FSH en las ondas foliculares en ovejas,
se demostrd que la FSH controla principalmente la etapa inicial del crecimiento
del foliculo antral, pero posteriormente el crecimiento y ovulacion son
independientes de las fluctuaciones de FHS (Bartlewski et al., 1999, 2000;
Duggavathi et al., 2003; Bartlewski et al., 2011). También en este proceso
participan los factores locales como el sistema del factor de crecimiento similar a
la insulina (IGF), en la seleccién del crecimiento de los foliculos y en el desarrollo
luteo (Mazerbourg et al., 2003). El sistema comprende de dos ligandos, IGF1 e
IGF2; y a su vez receptores de IGF de tipo 1 y tipo 2, ademas de seis proteinas
de unién a IGF principales IGFBP (proteina de union al factor de crecimiento
similar a la insulina). EIl factor IGF-1 se encuentra mayormente en higado
mientras que el IGF-2 se encuentra en el foliculo y CL, se relacionan
positivamente con el aumento de peso corporal y el aumento diario promedio
(Lucy, 2008; Kumar y Laxmi, 2015).
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Figura 4. llustracion de la esteroidogénesis en el foliculo y el cuerpo Iuteo. En el
foliculo, la sintesis de estradiol requirié tanto LH como FSH y células de la teca y
células de la granulosa. En el cuerpo luteo, tanto las células de teca-luteina como
las de granulosa-luteina pueden secretar progesterona. Las células de teca-
luteina contindan secretando androgenos y las células de la granulosa-luteina
continuan secretando estrogeno, pero solo se requiere LH para la
esteroidogénesis lutea (Adaptado de Duncan, 2019).

2.4. Estacionalidad reproductiva

Las ovejas y cabras comparten una particularidad en cuanto a su forma de
reproducirse. Misma que se ve interrumpida durante las primavera y parte del
verano por lo cual se les conoce como paléstricos estacionales de dias cortos.
Esta interrupcion esta regulada por los efectos del fotoperiodo (Arroyo, 2011). A
diferencia de la vacas y cerdas, los pequefios rumiantes no lograron romper el

patron estacional reproductivo mismo que tiene como fin que las hembras tengan
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sus partos cuando las condiciones ambientales y de alimentacion son las 6ptimas
para el mantenimiento y preservacion de sus crias (Malpaux et al., 1996). El
mecanismo por el cual se regula el ciclo reproductivo de los pequefios rumiantes
tiene que ver con la producciéon de melatonina. Cuando los dias son mas cortos
la retina del ojo capta una sefial luminica que posteriormente se convierte en una
sefal eléctrica que viaja hacia el hipotalamo a través del tracto retino-
hipotalamico hasta el nucleo supraquiasmatico (NSQ), para llegar al nucleo
paraventricular (PVN), esta senal en el ganglio cervical superior se convierte en
una sefial quimica (Legan y Karsch, 1979), donde se libera noradrenalina la cual
es captada por los receptores a y g de los pinealocitos donde se sintetiza la
enzima N-acetil-transferasa que es indispensable para la produccién de
melatonina a través del triptéfano de los pinealocitos de la glandula pineal, (figura
5) (Malpaux et al., 1997; Arendt, 1998; Reiter et al., 2009; Arroyo, 2011). La
melatonina actua indirectamente, a través de sus receptores (MT1) presentes en
el pars tuberalis del hipotalamo como un potente control estacional de la
liberacién de la kisspectina para la secrecion de GnRH y la inhibiciéon de la
liberacion de neuronas de dinorfinas para iniciar la actividad reproductiva (Li et
al., 2012). Cuando las horas luz van en amento la secrecién de melatonina es
menor por lo cual durante el anestro estacional esta disminucion provoca que se
aumente la sensibilidad a los pulsos de GnRH y por ende los de LH
(Chemineau,1993). Este efecto negativo del E2 a nivel hipotalamico esta
regulado por neuronas dopaminérgicas a nivel de eminencia media (nucleo
donde llegan las proyecciones de GnRH desde el area predptica; POA), para
inhibir la secrecion de GnRH (Karsch et al., 1984; Malpaux et al., 1999).
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Figura 5. Regulacion de luz y oscuridad del reloj biolégico (nucleo
supraquiasmatico), regula la producciéon de melatonina secretada por la
glandula pineal y la estacionalidad reproductiva en mamiferos fotoperioddicos.

Las células fotorreceptoras especializadas de las retinas (células ganglionares
que contienen melanopsina) median los efectos de la luz (450—490 nm) sobre el
reloj biolégico y la produccion de melatonina. Se muestran las conexiones
neuronales entre los ojos y la glandula pineal (pinealocito). Por la noche, las
neuronas simpaticas posganglionares que terminan en la glandula pineal, liberan
noradrenalina, que activa principalmente los receptores B-adrenérgicos para
estimular una cascada de eventos moleculares que culminan en la produccion y
liberacién de melatonina. Los cambios fotoperiddicos alteran la duracion de la
produccion nocturna elevada de melatonina, una sefal que proporciona a los
mamiferos la época del afno para reproducirse. Acetilserotonin O-
Methyltransferase (ASMT); hidroxindol O-metiltransferasa (HIOMT); alkylamine
Nacetyltransferase (NAT); tomado y modificado de Reiter et al., 2009).

17



Se ha sugerido que la sefial basica para estimular un pulso de GnRH es iniciada
por una red activa de neuronas (KNDy) en el nucleo arqueado del hipotalamo
(ARC) que contiene kisspectina (Kp), neuroquinina B (NKB) y un opioide
endogeno, la dinorfina (Dyn; Lehman et al., 2010). En ovejas las neuronas de
NKB actuan en las terminales secretoras de la eminencia media de GnRH
estimulando la liberacidén de Kp. Se ha observado que las neuronas de dinorfina
que expresar receptores opiodes kappa, activan la interrupcion de la liberacion
de Kp de la neurona KNDy para detener los pulsos de GnRH (Goodman et al.,
2013; Nestor et al., 2018; Naitana y Ledda, 2020). Se ha descubierto que en
ovejas la expresion de ARNm de un gen supresor de la metastasis (Kiss1) en
ARC difiere entre los periodos de reproduccion siendo mayor durante la época
reproductiva que en el anestro (Wagner et al.,, 2018), ademas el numero de
neuronas Kp sigue una tendencia similar (Smith et al., 2007), lo que sugiere que
la secrecion de melatonina influye en la expresion de Kiss1 siendo probable que
este efecto sea indirecto ya que la evidencia senala que las neuronas Kp no
expresan receptores a melatonina (Li et al., 2011). Existe evidencia que la NKB
actua de manera autocrina/paracrina influyendo indirectamente en la secrecién
de GnRH (Figura 6) (Revisado por Decourt y Beltramo, 2018).
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Figura 6. Representacion esquematica de la regulacion de las neuronas Kp
(Kisspeptin) y KNDy (Kisspeptin, Neurokinin B, Dynorphin) en ovejas adultas. El
Area preodptica (POA), nucleo arqueado (ARC), eminencia media (ME), Hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH), neuroquinina B (NKB), Dinorfina (Dyn), 17
estradiol (E2), P4 (Progesterona), Receptor Kp (KISS1R), Receptor NKB (NK3R),
Recetor Dyn (KOR), Receptor de estrogeno a (ERa) y Receptor de progesterona
(PR). (Adaptado de Decourt y Beltramo, 2018).

El efecto inhibidor de E2 sobre la expresion de Kiss1 en ARC es mayor durante
la temporada no reproductiva en comparacion con la de reproduccion. Estos
hallazgos hacen suponer que existe un cambio estacional en la sensibilidad a los
estrégenos a nivel de las neuronas Kp en el ARC, lo que se traduce en un cambio

de ciclicidad a inhibicion de la ovulacion (anestro estacional; Smith et al., 2008).

2.5 Control hormonal del ciclo estral

Las ventajas del conocimiento de la duracién de las fases que compone el ciclo
estral en pequefios rumiantes han facilitado la manipulacién de este pudiendo
acortar los dias del ciclo, sincronizar los partos para que estos se den en las
épocas mas favorables, asi como también aumentando la productividad del
rebafno mejorando la prolificidad de las hembras que son sometidas a los
tratamientos hormonales. Por lo que los empadres pueden controlarse mediante
el uso de hormonas exdgenas con actividad bioldgica similar a las producidas de
manera natural por las hembras. Esto ha favorecido a la inclusion de nuevas
tecnologias con el fin de mejorar géticamente los parametros productivos y
reproductivos como por ejemplo el uso de la inseminacion artificial a celo visto o

a tiempo fijo, superovulacion y transferencia de embriones.

2.5.1 Progesterona natural y sus analogos sintéticos

El uso de progesterona en la reproduccién es de gran importancia en los
tratamientos de induccién y sincronizacibn en pequefios rumiantes. La
explicacion fisiolégica para su uso es que se trata de simular la accion negativa
que ejerce la P4, durante la fase lutea, a nivel hipotalamico, para inhibir los pulsos
de GnRH/LH, estimulando la liberacion de dinorfina de las neuronas KNDy,

mientras que el E2 inhibe la amplitud del pulso de GnRH al inhibir la secrecion
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de Kp en las neuronas de GnRH (Goodman et al., 2002). Por otro lado, la
disminucién de las concentraciones de P4 estimula y permite que se incremente
la frecuencia de los pulsos de GnRH/LH y por ende aumente la concentracién de
E2 (Arroyo-Ledezma et al., 2006). Efecto que se consigue cuando se elimina la

fuente exdgena de progesterona.

Desde los afios 50°s el uso de progesterona ha sido indispensable en los
tratamientos de induccion y sincronizacion durante el anestro estacional y/o la
época reproductiva, ya sea para monta natural o en un programa de inseminacion
artificial a celo visto y/o tiempo fijo (Abecia et al., 2012; Gonzales-Bulnes et al.,
2020). Las primeras evidencias cientificas sobre el uso de progesterona mas
eCG fue documentada en ovejas Suffolk en anestro estacional, documentado por
Robinson, (1952), donde se evaluo el efecto de la administracion de progesterona
y eCG, para inducir el comportamiento estral y la ovulacién, observandose que
la mayoria de las hembras tratadas mostraban signos de celo y ovulacién. A partir
de ese momento se comenzo a estudiar en diferentes razas y latitudes, asi como

también las dosis, de estas hormonas.

Con la creacion de las esponjas vaginales se facilitd la absorcion de la
progesterona que dejo de ser inyectada. Se encontraron resultados favorables
con el uso de este tratamiento, pero a lo largo de los afios por la duracion del
tratamiento que se utilizaba 12-14 dias en hembras multiparas y hasta 17 en
nuliparas, se observd que al retirar la esponja esta presentaba adherencias e
infecciones vaginales, lo cual repercuti6 negativamente en la fertilidad
(Scudamore, 1988).

En los afios 80°s en Nueva Zelanda se crea el CIDR (Dispositivo intravaginal de
dosis controlada), para suplir a las esponjas vaginales y disminuir las adherencias
que se presentaban ya que el dispositivo al estar hecho de silicon blando era mas
amigable con la mucosa vaginal (Knight y Hall 1988; Wheaton et al., 1993). Por
lo que se realizaron estudios donde se comparaban esponjas contra CIDR y se
encontraron buenos resultados hacia el CIDR.
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2.5.2 Tratamientos tradicionales

Si bien los resultados con los tratamientos tradicionales (tratamientos largos)
eran favorables mostrado una gran cantidad de hembras en estro algunos
autores cuestionaron las tasas de concepcion obtenidas cuando se compara con
un celo natural (Robinson et al., 1970; Larson et al., 1992). Esto se debe a que
cuando se inserta un dispositivo con progesterona se induce un rapido
incremento en la concentracion plasmatica, misma que se mantiene durante los
3 0 4 dias seguidos, siendo similar a la fase lutea media-tardia, para después
comenzar a descender por lo que a los 6 dias de tratamiento las concentraciones
se acercan a valores subluteales (~1 ng/mL), permaneciendo bajos hasta el retiro
a los 12-14 dias (Rubianes et al., 1998). Este efecto no coincide con los niveles
de progesterona observados previo a la lisis del cuerpo luteo. Por lo tanto, esto
puede repercutir en la calidad del foliculo y por ende del ovocito (Menchaca y
Rubianes, 2014). Vifoles et al. (1999), demostraron que los niveles subluteales
de progesterona promovian el crecimiento excesivo y persistencia de foliculo de
mayor diametro. Por lo que lo foliculo ovulados en estos tratamientos largos
estarian “envejecidos” (Flynn et al., 2000; Vifoles et al., 2001). Por el contrario,
las concentraciones altas de progesterona (supraluteales) inhiben la dominancia
del foliculo de mayor diametro y provocando la regresion temprana estimulando
una onda emergente de foliculos, asegurando el crecimiento de un foliculo “joven

y saludable” al momento de la ovulacién (Figura 7) (Menchaca y Rubianes, 2014).
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Figura 6. Comparacion de un tratamiento tradicional (12-14 dias) y un tratamiento
a corto plazo (5-7 dias). Bajas concentraciones de progesterona al final del
tratamiento estan asociadas a una menor fertilidad. Por otro lado, tratamientos
cortos favorecen el recambio y calidad del foliculo Adaptado de (Menchaca y
Rubianes, 2014).

2.5.3 Tratamientos cortos

Por lo que se comenzd a estudiar el uso de tratamientos cortos con el fin de
utilizar la primera onda de crecimiento folicular, para mejorar las tasas de
fertilidad en las hembras tratadas. Y se determind que los tratamientos cortos
eran eficaces para implementarlos en los hatos caprinos y ovinos. En la (Figura
8). se muestra que al momento de colocar un dispositivo de progesterona las
hembras pueden presentar un foliculo grande que puede estar en fase de
regresion o en crecimiento, por lo que el efecto de los altos niveles de
progesterona inducira la atresia para que se dé la emergencia de una nueva onda
y crezca un nuevo foliculo. Por consiguiente, al retirar el dispositivo este foliculo
tendra al menos 5 dias de su emergencia, el estro se presenta de manera
sincronizada aproximadamente a las 30 h, el pico de LH ocurre a las 36 h, y la
ovulacion a las 60 del retiro del dispositivo, pudiendo asi llevar este tratamiento
a IATF (Rubianes y Menchaca, 2003).
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Figura 7. Representacion esquematica del protocolo de progesterona a corto plazo
para inducir / sincronizar el estro. (Adaptado y modificado de Rubianes y
Menchaca, 2003; 2014).

2.5.4 Tratamientos ultracortos

Sl bien el uso de dispositivos intravaginales da buenos resultados, es sabido que
estos tratamientos suelen ser costosos y muchas veces no estan al alcance de
los productores que producen sus cabras y ovejas en territorios marginados. Por
lo cual siempre debe haber opciones accesibles y de facil aplicacion. Con el fin
de encontrar alternativas viables se han realizado numerosas investigaciones en
cabras utilizando una sola inyeccién de 25 mg de progesterona intramuscular a
las -24 horas de una aplicacién de 250 Ul de eCG (dia 0 del tratamiento), para
inducir la actividad estral, en el cual se encontraron resultados similares a los
obtenidos con el uso de esponjas en un tratamiento corto a 7 dias donde se
observo que el 100% de las hembras tratadas en ambos grupos mostraron

actividad estral y ovulacion (Contreras-Villareal et al., 2016).

En los ultimos afios la presidn social y la necesidad de tratamientos
“clean, green and ethical”, ha hecho necesario el reducir las dosis de las
hormonas exdgenas utilizadas en la reproduccion de pequefios rumiantes sin
afectar los parametros reproductivos. Tomando en cuenta esto, se siguid
investigacion la respuesta de un tratamiento ultracorto utilizando solo 10 vs 20
mg de progesterona im, mas una administracion de 100 Ul de eCG, por lo que
los resultados en los grupos tratados con 10 mg difirieron estadisticamente,
siendo 20 mg la dosis ideal para inducir la actividad estral (Veliz-Deras et al.,
2020).

Para sostener que la eficacia, de las dosis bajas de 100 Ul de eCG, resultan
efectivas sin modificar la repuesta reproductiva. Zufiga-Garcia et al. (2020),
comparo el uso de 25 mg de progesterona mas 50, 100, 100 (en dos aplicaciones)
y 200 Ul de eCG, los resultados, fueron similares entre grupos, excepto por el

grupo de 50 Ul en el que la respuesta estral y ovulatoria fue menor. Por lo que se
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concluyd que 100 Ul son efectivas para inducir la actividad estral en cabras

durante el anestro estacional en un sistema de produccién extensivo.

2.6 Hormona liberadora de gonadotropina (GnRH)

En el afio 1971, se logré aislar la estructura quimica de la GnRH un decapeptido
de 10 aminoacidos y con un peso molecular de 1183 daltones (Hafez, 2000), esta
hormona fue aislada del tejido hipotalamico del cerdo (Schally et al., 1971).
Gracias a este aislamiento se logré modificar los aminoacidos para formar el
analogo quimico denominado “Buserelina”. Se sabe que este analogo tiene una
mayor resistencia a la degradacion enzimatica de las peptidasas (enzimas
proteoliticas que catalizan la hidrolisis de péptidos a aminoacidos para facilitar su
absorcidn), lo cual provoca una liberacién prolongada de gonadotropinas con una

dosis activa mucho menor que la de la GnRH natural (Mdller-Holtkamp, 1980).

Actualmente se han identificado 23 diferentes isoformas de GnRH en varias
especies de vertebrados. Todas ellas consisten en 10 aminoacidos y tienen una
estructura similar, con una similitud del 50 % en su secuencia (Morgan et al.,
2006). Las neuronas de GnRH, representan la via de salida final de la red
neuronal que controla la reproduccion en todas las especies de mamiferos
(Figura 9) (Di Giorgio et al., 2019).

La GnRH es ampliamente utilizada en el manejo reproductivo en vacas (Peters,
2005); ovejas (Martinez-Ros y Gonzalez-Bulnes, 2019); cabras (Cosentino et al.,
2020); y llamas (Bianchi et al.,, 2018) debido a su bajo costo y ausencia de
inmunidad (Drost y Thatcher, 1992). Algunos autores han informado que en el
ganado induce ya sea la ovulacién o la atresia de grandes foliculos seguida de
una nueva onda folicular (Peters et al., 1999). La GnRH exdgena estimula la
liberacion de FSH y LH, lo que estimula el crecimiento folicular y esto induce la
ovulacion del foliculo dominante (Lone et al., 2016). La administracion de GnRH
puede estimular la ovulacion en anestro ovejas, pero puede ocurrir una regresion

lutea prematura en estos animales (Leyva et al., 1998).

Ademas, se ha estudiado ampliamente el uso de la GnRH para mejorar el

momento de la implantacion en cabras y ovejas. Fernandez et al. (2017),
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estudiaron el efecto de la administracion de GnRH al dia 4 pos-inseminacion a
tiempo fijo donde encontraron que tiene un efecto positivo en la implantacion, a
pesar de que de la literatura muestra que el proceso de implantacion ocurre a
partir del dia 12 del servicio de las hembras (Beck et al., 1996).

Figura 8. Representacion del hipotdlamo de la oveja donde se muestra la
distribucion de neuronas con receptores para estradiol y neuronas productoras
de GnRH (Tomado de Arroyo-Ledezma et al., 2006).

2.6.1 Mecanismo de accion

La presencia y accion de la GnRH en la glandula pituitaria anterior, el principal
sitio de expresion de los receptores de GnRH, sugiere que el efecto local
regulatorio de los neuro péptidos pueden complementar el mecanismo de control
hipotalamico primario para el control de secrecién episoddica gonadotrépica
(Krsmanovic et al., 2000).

Es liberada de una manera pulsatil hacia la pituitaria anterior. En la superficie de
los gonadotropos, la GnRH se une los receptores acoplados a proteina G. Con
esta union, la GnRH promueve la transicién de GTP a GDP a través de la proteina

G, la proteina G provee la energia necesaria para activar un numero de
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transmisiones que afectan la respuesta celular, y la conclusion de esta cascada
es la biosintesis y secrecion de LH y FSH (Figura 10) (Limonta et al., 2003). El
pulso generador a nivel hipotalamico de GnRH, esta influenciado por varios
factores como son: el tono opioide endégeno, y de esta forma la B-endorfina
inhibe la liberacion de GnRH a nivel de hipotalamo medio basal en humanos, el
Acido gamma-aminobutirico (GABA), también produce inhibicion de GnRH, por
el contrario, esta hormona es estimulada por la dopamina (DA), noradrenalina
(NA) y serotonina (5HT). Existen también otros factores no esteroideos de las
gonadas que regulan la liberacion de FSH y LH como son las hormonas inhibina

y la activina (Prieto-Gémez y Velazquez-Paniagua, 2002).

Figura 10. Mecanismo de accion de la GnRH (Tomado de Prieto-Gémez y
Velazquez-Paniagua, 2002).



La GnRH regula la sintesis, almacenamiento y movilizacion de gonadotrofinas,
asi como su liberacién inmediata. EI mecanismo de accion de la GnRH involucra
la union de la hormona a los receptores transmembrana, que provocan un
incremento en el AMPc y la subsecuente elevacion de Ca2+ o activacion de la
proteina cinasa C. La GnRH que tiene una vida media de 2-4 minutos (Kumar,
2014), alcanza la pituitaria muy rapidamente e induce la liberacion de LH y FSH.
Normalmente, la GnRH es liberada de una manera pulsatil en intervalos regulares
de 1 hora para inducir la liberacién de LH y FSH de una manera pulsatil también
(Wildeus, 2000).

2.6.2 GnRH como tratamiento complementario

En los ultimos afios se han utilizado tratamientos a base de GnRH, con el fin de
obtener resultados similares y/o mejores a los obtenidos en los tratamientos
donde se utilizan dosis de eCG, por su efecto de estimular la etapa final del
foliculo, asi como mejorar los parametros reproductivos incrementando el numero
de partos gemelares. Mismos que han sido utilizados en ovejas y cabras, durante
la estacion reproductiva y/o anestro estacional, en solucion salina y de liberacion

lenta como el propilenglicol.

2.6.3Tratamientos a base progesterona mas GnRH

El uso de dispositivos intravaginales impregnados de analogos de progesterona
(Acetato de fluorogestona FGA; Acetato de medroxiprogesterona MGA), asi
como progesterona natural, se han utilizado desde los afos 70°s como
tratamientos de sincronizacion con resultados favorables cuando se administra a
una aplicacién de 200 a 600 Ul de eCG (Gonzalez-Bulnes et al., 2020). Los inicios
de estos tratamientos consistieron en el uso de esponjas insertadas en cavidad
vaginal durante 12 a 14 dias simulando la duracion de la fase lutea (Abecia et al.,
2012), posteriormente se redujo el tiempo a 5 o 7 dias (Rubianes y Menchaca,

2003). En los ultimos afios se han estudiado nuevas alternativas a los
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tratamientos tradicionales, derivado de las polémicas en cuanto a la manera de

obtener la hormona coriénica equina (Manteca-Vilanova et al., 2019).

Martinez-Ros y Gonzalez-Bulnes. (2019) realizaron un estudio en el que se
evaluo el uso de GnRH al inicio del tratamiento con CIDR y/o a las 56 horas
después de retiro. En el cual encontraron resultados similares cuando
compararon estos protocolos con los tratamientos tradicionales CIDR-eCG, en
los cuales el 85% de las hembras tratadas mostraron respuesta estral y ovulacién
del 100% independientemente del tratamiento administrado, por lo que se
concluyo que es uso de 50 ug de Gonadorelina (GnRH), es igual de efectivo para

sincronizar la actividad estral en ovejas.

Por otro lado, Santos-Jiménez et al. (2020) evaluaron el efecto del uso de los
tratamientos a base de GnRH en dos épocas en afio (anestro estacional y época
reproductiva), en el que se encontrd que las hembras tratadas en anestro solo el
40% en los grupos donde se administraron dos dosis de GnRH (al momento de
la insercidon del CIDR y/o a las 56 horas pues del retiro), mostraron actividad
estral, pero al momento de realizar el escaneo ovarico para determinar cuerpos
luteos se observo que la mayoria de las hembras ovularon, por lo que siguiendo
la misma linea de investigacion se replanteo la manera en el que se administra
esta hormona, siendo evidenciado que durante el anestro estacional induce la
atresia y/o ovulacién del foliculo mayor de 5 mm que se encuentre en crecimiento
al momento de la administracion (Leyva et al., 1998). Por lo que Santos-Jiménez
et al. (2020b), estudiaron la posibilidad de que al administrar la GnRH en un
vehiculo de liberacion lenta como por ejemplo el propilenglicol, resultaria en una
mejor sincronizacion de la actividad estral para asi llevarlo a cabo en ovejas en
anestro. En este estudio se utilizaron ovejas de raza Segurefia en las que se
sincronizo a las hembras insertando un CIDR durante 7 dias; al momento del
retiro el grupo control recibié una dosis de 400 Ul (tratamiento tradicional) en los
siguientes grupos de administro GnRH mas propilenglicol (PPG) a las 24 y 36
horas después del retiro, asi también a un cuarto grupo que se le administré una

dosis de GnRH en solucion salina. Los resultados fueron similares entre grupo a
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diferencia del grupo 24 h en el que solo el 12% de las hembras mostraron
actividad estral, pero al comparar los grupos tratados con GnRH en PPG y/o
solucion salina la respuesta fue similar a los tratados con eCG, por lo que se
concluy6é que la administracion de GnRH en un vehiculo de liberacién lenta
pudiera ser efectivo para inducir la actividad estral en ovejas en anestro (Santos-
Jiménez et al., 2020).

2.6.4 Tratamientos a base prostaglandinas mas GnRH

Las prostaglandinas F2a (PGF2a) se utilizan en la actualidad para sincronizar la
actividad estral en dos aplicaciones con intervalos desde 12-13 dias y en la
actualidad en tratamientos con intervalos de 7 dias (Synchrovine®; Menchaca y
Rubianes, 2004). Su eficacia depende de la presencia de un cuerpo luteo
funcional y se recomienda aplicar en el 3° y 13° dia del ciclo estral (Ramos y
Silva, 2018). El momento de su administracion y la presencia de la actividad estral
puede variar y presentarse de 2 a 5 dias después de la segunda aplicaciéon
(Houghton et al., 1995), por lo que dificulta su eficacia para tratamientos de IATF.
Por lo cual, se ha evaluado el uso de estimuladores de la ovulacion como la

GnRH, en un intento de aumentar la tasa ovulatoria (Ramos y Silva, 2018).

En estudios previos donde se utilizé una administracion de 100 ug de GnRH 5
dias previos a una administracién de PGF2a indujo la ovulacion/ luteinizacién del

foliculo dominante, favoreciendo el recambio folicular (Titi et al., 2010).

En otra investigacion se evaluo el uso de GnRH administrada 24 y 36 h después
de un tratamiento de prostaglandinas administradas en un intervalo de 7 dias,
con el objetivo de mejorar las tasas de gestacion, cuando las hembras fueron
inseminadas a tiempo fijo por via cervical a las 44 y 47 h después de la segunda
aplicacion de PGF2a. en los resultados obtenido se observé que en las hembras
que se trataron a las 24 h con GnRH la tasa de fertilidad fue en promedio del
10%, esto debido a que la administracion indujo la ovulacién antes que las
hembras mostraran su actividad estral esto es por la rapida accion que tiene la
GnRH, aumentando las concentracion de LH de 2 a 4 horas después de su
administracion (Olivera-Muzante et al., 2013). Tomando en cuenta estos
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resultados, Santos-Jiménez et al., 2020, evaluaron el uso de GnRH en un
disolvente de liberacién lenta como lo es el propilenglicol (PPG), para de esta
manera alargar la pulsatilidad de LH y permitir la maduracién final del foliculo y
el inicio de comportamiento de estro, se aplicd a las 24 y 36 h después de la
segunda aplicacion de PGF2a en una relaciéon 1:4 de PPG. por lo que los
resultados en el grupo tratado con GnRH en PPG a las 24 h fue similar a los
obtenido anteriormente, a pesar se el vehiculo de liberacion lenta las hembras
tratadas no mostraron celo, aunque si ovulo el 100%. Por lo que se comprueba
lo anteriormente mencionado por Olivera-Muzante et al. (2013), que la respuesta
de un tratamiento con GnRH depende siempre de el momento en el que se

administre.

2.7 Hormona coriénica humana (hCG)

La Hormona coridnica humana es una glicoproteina que consta de dos
subunidades a y B con un peso molecular de 40.000 daltons. La subunidad a
cuenta con 92 aminoacidos y dos cadenas de carbohidratos. La subunidad g es
similar en la LH humana, porcina, ovina y bovina. Su accion es principalmente
luteinizante y luteotrépica con muy poca actividad de FSH. Su sintesis se lleva a
cabo en las células sincitiotrofoblasticas en la placenta de los humanos y
primates, por lo que se puede encontrar en sangre y orina al principio del
embarazo siendo una prueba directa para determinar la gestacion a partir del dia

8 después de la concepcion en humanos (Hafez et al., 2000).

2.7.1 Mecanismo de accion

Debido a su accion prolongada similar a la LH, su principal funciéon es en el
reconocimiento temprano de la gestacion en primates y humanos actua enviando
una sefal tréfica al cuerpo luteo a través del receptor de LH uniéndose
directamente con el receptor a LH (LHCGR) para rescatar al cuerpo luteo de la
luteolisis, manteniendo asi su integridad estructural y funcional (Figura 11)
(Duncan et al., 2009; Hughes y Pate, 2019).

La vida media plasmatica de la hCG es sustancialmente mas larga 36 h en

humanos y 39 h en cabras; en comparacion con la de la LH que se produce de
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manera endogena (aproximadamente 20 minutos) (Saleh et al., 2012; Duncan et
al., 2019).

Esta implicada principalmente en estimular el factor de crecimiento endotelial
vascular (VRGE) ya que para que se presente este factor se requiere de altos
niveles de LH, por lo tanto, la hCG al tener accién biolégica similar promueve la
sintesis adicional de este factor promoviendo asi una segunda ola de
angiogénesis. Por lo que la administracion de hCG exdgena podria estimular la
secrecion de progesterona por el cuerpo luteo temprano y tardio (Duncan et al.,
2019).

Por esta accion biolégica es que en los ultimos afios se ha utilizado como
tratamiento para la formacion de cuerpos luteos accesorios en ovejas (Fernandez
et al., 2017) y cabras (Bustamante-Andrade et al., 2021).

Figura 10. Mecanismo de accion de la hCG en primates (Tomado
de Duncan et al., 2019).
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A medida que el CL se vuelve mas resistente a las acciones de la LH (linea
discontinua), el corion de la placenta produce altas concentraciones de hCG, que
se unen al receptor de LH (LHCGR), aumentan el cAMP intracelular y conducen
a un aumento de genes de biosintesis de esteroides y esteroidogénesis
(Adaptado de Hughes y Pate, 2019).

2.7.2. hCG como tratamiento complementario

La hCG ha sido utilizada para inducir a ovulacion en varias especies ya que se
une al receptor LHCGR y tiene una marcada actividad luteotrdpica, por lo que
cuando se tratan a las hembras con dosis exdégenas de hCG, se estimula una
mayor produccion de P4 (Gomez-Brunet et al., 2007), se sabe que la hCG pueden
aumentar directamente la produccion de progesterona de las células y tejido luteo
aislado (Duncan, 2019).

2.7.3 Tratamientos a base de progesterona + hCG

El uso de la hCG como inductor de la actividad estral ha sido utilizada con
resultados favorables en cabras en sistemas extensivos. Se realizo una
investigacion en la cual se indujeron cabras Alpina-francesa, con un tratamiento
ultracorto de 20 mg de progesterona im, y después se les administro diferentes
dosis de hCG (50,100 o 30 Ul), se determiné que las hembras de los grupos
tratados con 300 y 100 Ul, mostraron actividad estral y ovulacién en un 90 y
100%, respectivamente. Asi como en la tasa de gestacion las hembras del grupo
100 Ul el 100% quedo gestaste cuando fueron llevadas a monta natural. Estos
datos nos muestran que el uso de 20 mg de P4 im y 100 Ul son una alternativa
viable para la induccién de la actividad estral en hembras durante el periodo de
anestro-estro (Alvarado-Espino et al., 2016). Se evaluo también el uso de este
tratamiento en cabras nuliparas vs multiparas bajo diferentes sistemas de
produccion extensivo e intensivo durante el anestro estacional; aunado a IATF.
Los resultados en cuanto a actividad estral y ovulacion fueron similares entre
cabras nuliparas y multiparas, pero los efectos de la inseminacion vario de
acuerdo con el sistema de produccidn siendo mejor en las cabras que se

encontraban en sistema intensivo (Alvarado- Espino et al., 2018).
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Mientras que los resultados en cabras son favorecedores en ovejas se ha visto
una variabilidad al momento de sincronizar la respuesta. Se realizo una
investigacion en dos tiempos (enero/octubre), cuyo objetivo era evaluar los
parametros reproductivos en un tratamiento con hCG vs un tratamiento
tradicional con eCG, se inserto previamente a todas las hembras un CIDR por 7
dias, el dia del retiro al grupo control positivo se les administro 300 Ul de eCG,
posteriormente, 24 h del retiro al grupo hCG se les administro 500 Ul de esta
hormona. Los resultados eran los esperados en el grupo tratado con el
tratamiento tradicional 100% de las hembras mostraron actividad estral y
ovularon en los dos momentos de la investigacion mientras que en las hembras
de los grupos hCG, la respuesta fue estadisticamente significativa (p<.05) en
promedio el 50% de las hembras en celo observandose estructuras luteinizadas
(Bruno-Galarra et al., 2021).
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Il Using two gnrh analogues to improve reproductive parameters in
goats?
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ABSTRACT

The use of GnRH to induce ovulation and improve follicular wave synchronization
has been evaluated. The objective of this investigation was to evaluate whether
the use of synthetic GnRH analogs administered in goats previously treated with
intramuscular progesterone, would improve synchronous follicular development
and induce ovulation. Forty Alpine goats were used that were synchronized with
20 mg of progesterone (P4) im (hour 0) then at 36 hours they were administered
75 mg of Pgf2 and then divided into two groups, one treated with Gonadorelin
Acetate (n = 20) and Buserelin Acetate (n = 20). Each group was subdivided into
three subgroups with each analog. The Control group (n = 6) only received the
administration of P4 and Pgf2. Groups G54 (n = 7) and G84 (n = 7) received; on
the one hand the first group 100ug of Gonaderolin acetate on day 0 and at 54 or
84h, a second application; the second Buserelin group, the females received 5ug
of Buserelin Acetate on day 0 and at 54 or 84h according to their experimental
group. The use of two GnRH analogues (gonadorelin and buserelin) with two

applications in goats treated with 20 mg of progesterone im, induced abnormal
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growth in medium and large follicles regardless of the analog used, luteinizing the

follicle and inhibiting ovulation.

Keywords. Estrus, goats, GnRH, Buserelin, Gonaderelin

RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar si el uso de analogos sintéticos de
GnRH administrados en cabras previamente tratadas con progesterona
intramuscular, mejoraria el desarrollo folicular sincrénico e inducir la ovulacion.
Se utilizaron cuarenta cabras Alpinas que se sincronizaron con 20 mg de
progesterona (P4) im (hora 0) luego a las 36 horas se les administraron 75 mg
de Pgf2 y después se dividieron en dos grupos, uno tratado con Acetato de
Gonadorelina (n=20) y acetato de Buserelina (n=20). Cada grupo se subdividié
en tres subgrupos con cada analogo. El grupo control (n=6) solo recibié la
administracién de P4 y Pgf2. Recibieron los grupos G54 (n=7) y G84 (n=7); por
un lado el primer grupo 100 ug de acetate de gonaderolina el dia O y a las 54 u
84 h, una segunda aplicacion; En el Segundo grupo de Buserelina, las hembras
recibieron 5 ug de Acetato de Buserelina el dia 0 y a las 54 u 84 h segun su grupo
experimental. El uso de dos analogos de GnRH (gonadorelina y buserelina) con
dos aplicaciones en cabras tratadas con 20 mg de progesterona im, indujo un
crecimiento anormal en foliculos medianos y grandes independientemente del

analogo utilizado, luteinizando el foliculo e inhibiendo la ovulacién.

Palabras clave. Estro, Cabras, GnRH, Buserelina, Gonadorelina
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INTRODUCTION

The use of treatments based on exogenous hormones have been used in recent
years to induce and synchronize heat and ovulation in small ruminants, with
favorable results since they improve reproductive parameters and result in making
the production system more efficient, improving fertility and the prolificacy rates
(Abecia et al., 2012)._Some hormones used for 70 years have been questioned
because of the way in which they are extracted. It is important to look for viable
alternatives without affecting the results; such is the case of the eCG (Equine
Chorionic Gonadotropin) hormone that is used to improve follicular growth due to
its action of FSH (Follicle Stimulating Hormone) administered 24 hours before or
on the day of removal of the progesterone-impregnated intravaginal device
(CIDR; de Andrade et al., 2021; Gonzalez-Bulnes and Martinez-Ros, 2019). The
initial function of administering an exogenous source of progesterone is to mimic
the luteal phase of an estrous cycle and prepare estradiol receptors to initiate the
same estrous activity that will result in the LH (Luteinizing Hormone) surge and

ovulation (Goodman et al., 2002).

However, these treatments are sometimes expensive and inaccessible for
producers who keep their goats or sheep in marginal areas, and they require
trained personnel to apply them. Therefore, accessible and easy-to-administer
hormone-based treatments have been designed. Such is the case of the use of
intramuscular injections of 10 to 20 mg of progesterone with favorable results in
the reproductive season and in the seasonal anestrus; as long as it is

accompanied by a gonadotropin (hCG and/or eCG); 24 hours after its application.
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(Contreras-Villareal et al., 2015; Alvarado-Espino et al., 2016; Veliz-Deras et al.,
2020; Zuhniga-Garcia et al., 2020). To search for new alternatives, there is
evidence that treatments based on the administration of GnRH (gonadotropin-
releasing hormone) analogues, at the beginning of treatment with progestogens
increase the renewal of the follicle with the recruitment of a new dominant follicle
(Thatcher et al., 1989)._The use of GnRH induces the regression of large follicles
and the appearance of new preovulatory follicles, which implies that most of the
preovulatory follicles that grow after its injection emerge from the group of follicles
that respond to gonadotropins (Afo-Perello et al., 2020); Since it stimulates the
release of both FSH and LH (within 30 min after their administration), the former
stimulates follicular growth and the latter induces ovulation of the dominant follicle

(Peters, 2005; Lone et al., 2016).

On the other hand, with the implementation of ultrasound in animal reproduction
it was possible to determine the growth and development of the follicles, which is
why it has been determined that follicular development in response to
gonadotropin treatments can be of great practical interest, as it is already in cattle,
to evaluate the ovarian response during the application of different superovulation
protocols and the expected ovulation rate (Gonzalez-Bulnes et al., 2002). The
objective of this investigation was to evaluate whether the use of synthetic GnRH
analogs administered in goats previously treated with intramuscular
progesterone, would improve synchronous follicular development and induce

ovulation.
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MATERIALS AND METHODS

2.1. Animals and Experimental Design

The study was carried out in northern Mexico (26°23 N; 104°47 O) under natural
conditions of photoperiod and ambient temperature, where day length is 13 hours,
41 minutes at the summer solstice and 10 hours, 9 minutes at the winter solstice.
All animals had free access to water and alfalfa, (17% raw protein; PC, and 1.95
Mcal of metabolizable energy; ME), each animal received 200 g of commercial
concentrate (14% PC and 1.7 Mcal ME). The management of experimental
animals used in this study was in accordance with approved guidelines for ethical
use, animal welfare in research at the international (FASS, 2010) and national
(NAM, 2002).

Forty Alpine goats were used of an average age of 2-4 years old, with a body
condition of 2.6 £ .6 (0-extremely thin, 5-obese) and an average weight of 53 kg.
Females underwent two different treatments: First group (n=20): all females were
treated with 25 mg of natural progesterone per via i.m (Progesvit, Brovel,
Mexico,) at the beginning of the experiment (hour 0); 36 hours later were injected
with 75 mg of Pgf2 (Prostagenol-D, Internacional Prode, Argentina); then they
were divided into 3 groups (Control n=6); (G54 n=7); (G84 n=7); groups 54 and
84 received two applications of 100 ug Gonadorelin Acetate, a GnRH analogue
(GnRH, Sanfer, México); the first at hour 0 and the second at 54 and 84 h,
respectively, as depicted in Figure 1. Second group (n=20) was similar. All
females were treated with 25 mg of natural progesterone per via i.m. (Progesvit,

Brovel, Mexico,) at the beginning of the experiment (hour 0); 36 hours later were
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injected with 75 mg of Pgf2 (Prostagenol-D, International Prode, Argentina; then
they were divided into 3 groups (Control n=6); (G54 n=7); (G84 n=7); groups 54
and 84 received two applications of 5 ug of de Buserelin Acetate, a GnRH
analogue (LiberActive, Virbac, Mexico) the first at 0 h and the second at 54 and
84 h, respectively, as depicted in Figure 1.

2.1. Response and latency estrus

In both experiments, the estrus response was determined twice a day during a
15-minute period from progesterone injection (hour 0 until -84 hours). They were
used two bucks proven fertility, with apron, female stopped to mating, was

considered in estrus, thereafter goats in estrus they were taken to direct mating.

2.2. Follicular development, ovulations, and pregnhancy rate

Ovarian follicular dynamics were monitored by transrectal ultrasonography using

a 7.5 MHz transducer (Chison ECO 5 VET). After introducing an hydrosoluble
contact gel into the rectum to enhance the ultrasound transmission, the probe was
placed in the rectum with the transducer orientated perpendicularly to the ventral
abdominal wall. Ovarian ultrasonography was performed by the same operator
daily, every 24 hours from the (hour O, before administration progesterone until
the 120 hours), the same procedure was performed for all females of the two
experiments. Follicles were classified using the same criteria as described By
Gonzales-Bulnes et al., (1999) as small (2 to 3 mm), medium (4-5) or large (=6
mm). The ovulations were determined by the presence of corpora lutea, on day
10 of the induced estrus cycle. Pregnancy rate was determined 45 days post
mating.
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2.3 Statistical Analysis
The diameter and number follicles were compared between groups by paired
One-way ANOVA. The effects of treatment on the estrus and latency estrus
behavior and ovulation and pregnancy were assessed by analyses of variance
(ANOVA) and chi-squared test by using SPSS 22.0 (IBM Corporation, New York,
NY, USA). All results were expressed as mean * SEM and the statistical
significance was accepted from p< 0.05.

RESULTS AND DISCUSSION
3.1. Trial 1: Follicular wave synchronization using gonadorelin acetate.
At Ultrasonography before treatment showed differences at the follicular diameter
(small, medium, and large) in the three groups (p <0.05). Large follicles G84 group
the at 48h showed growth 9.5 mm different about Control and G54 groups,
although there were no statistical differences There is no effect over time after the
application of gonadorelin acetate on the size of follicles after treatment (G54 vs
G84; p> 0.05); figure 3. Regarding the number of follicles, the differences they
were showed only in follicles large between the groups: G84 vs control and G54,
(p <0.002) at the 72 and (p <0.010) at 120 h. figure 4. The first application of
gonadorelin decreased the growth of small follicles but increased their number,
as well as the large ones. In effect, one dose of GnRH is given at the onset of
oestrus and the induced LH (Rubianes and Menchaca, 2003). Immediately after
the application of prostaglandin at 36h, an increase in large follicles was observed.
This is because, during the luteal phase, the LH pulsatility frequency remains low
due to the inhibitory effect of progesterone and the pre-ovulatory follicles have no

opportunity to establish their dominance (Gonzalez-Bulnes et al., 2002). The

50



second application of gonadorelin at 54h stimulated the growth of the medium
follicles and decreasing the large ones. In this sense, the addition of gonadoreline
in short treatments induced an 8h early ovulation time (53.0 h) (Martemucci and
D’Alessandro, 2011). The LH surge induced by exogenous gonadorelin
administered at the time of estrus might have contributed to ovulatory follicle
development and/or ovulation induction, resulting in a higher ovulation rate
(Hashem and Sallam, 2020). However, in our study a decrease in ovulations was
observed. During the follicular phase, the main role of GhnRH, endogenously
secreted or exogenously administrated, is inducing LH surge to ovulate the LH-
responsive follicles (ovulatory follicles). The expected role of GnRH injected
around the time of estrus is induction of ovulation for the ovulatory follicles without
stimulating the growth or the development of the subordinate follicles to be
ovulatory (Hashem et al., 2015). The use of GnRH at the time of insertion of the
CIDR stimulated the regression of the large follicles to 24 mm, to later emerge a
synchronous growth wave (AfRo-Perello et al., 2020), which in our investigation
did not occur due to because the exposure time to progesterone was very short.
3.2. Trial 2: Follicular wave synchronization using buserelin acetate.

The follicular growth of the females treated with two injections of buserelin acetate
during season reproductive, showed no significant differences in the first 48 hours
of treatment, but at 72h in the G84 group (p <0.05), a considerable growth of 10
mm can be observed, to then decrease which could have been due to the effect

of the second application of GnRH itself that was injected at 84 h. figure 5.
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Figure 6. shows the changes in the mean number of small, medium and large
follicles, with respect to the number follicles small the groups G84 and control,
they showed a difference (p <0.004) about the group G54 the at 48 h.

On the other hand, follicles large in the three group the at 48 h are diminished,
possibly by follicular turnover late due to the effect of treatment with progesterone
(independently the application of GnRH), thereafter an increase is observed at 72
in the follicles with differences between the treated groups vs. the control group.
The second application of bucerelin at 54h increased the number of small follicles.
While at 84h it showed no effect on the growth of follicles or their number. In effect,
the injection of 5 mg buserelin, the mean concentrations of FSH increased until
reached a peak 2.5-3 h after injection (Martin et al., 1986). Using a combination
of buserelin and PGF and compared the synchronization and fertility obtained
using this method with that of an 11-day double dose PGF regime (Beck et al.,
1996) . In cows, no major differences in terms of LH release between gonadorelin
and buserelin products (Armengol-Gelonch et al., 2017).

3.3. Estrus response

The response reproductive in females treated with a to protocol short
progesterone, more two application of analogues different of GnRH (gonadoreline
and/or busereline), showed in the table 1. However, the groups treated with a
second dose of both gonadorelin and bucerelin at 54 h showed 14% heat and
ovulation, while at 84 h no female showed heat or ovum. This is because the
formation of follicular cysts appreciated 120h after the start of treatment was
promoted. In other investigations carried out in goats, under a previous treatment

of im progesterone plus estradiol and GnRH, the response was different, showing
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oestrous activity in 100% of the treated females, it is worth mentioning that the
administration of GhnRH was 48 hours later (Carillo et al., 2017), and not at the
time of the administration of P4. The use of GnRH administration at the time of
P4 administration in our research could not be beneficial for the follicle since it did
not allow the maturation of the follicles so that they could develop ideal levels of
estradiol that would allow estrous activity, since this depends to a large extent on
the stage of the cycle in which the administration of GhnRH occurs (Reviewed by
Titi et al., 2008).
Table 1. Goats latency and estrus, ovulated and pregnancy in treatment whit two
analogues GnRH.

CONCLUSIONS
The use of two GnRH analogues (gonadorelin and buserelin) with two
applications in goats treated with 20 mg of progesterone im, induced abnormal
growth in medium and large follicles regardless of the analog used, luteinizing the
follicle and inhibiting ovulation, thus there was no manifestation of estrus.
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Figure 1. Schematic representation of the protocols used at both times of the year
to synchronize the follicular wave in goats. Females were treated with 25 mg of
natural progesterone via i.m. at the beginning of the experiment; 75 mg of Pgf2a
were administered the 36 h (groups 54 and 84) in both gropus, received two
applications of two analogs from GnRH ((n=20) / 100 yg gonadorelin acetate;

(n=20) / 5 ug buserelin acetate) administered at 54 and 84 hours, respectively.
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Figure 2. Mean diameter (+ SEM) follicular in goats, from 24 until 120 hours after
treatment with progesterone i.m. and GnRH analogue (gonadorelin acetate)
administered at 54 and 84 hours, respectively. Statistical differences are
represented vertical (small-white circles, medium-blank circles, and large-gray
diamonds) group vs group. (p < 0.05). a,b,c Difference between groups by

treatment. A, B, C Show the difference over time.
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Figure 3. Mean number (+ S.E.M.) of small (2 to 3 mm), medium (4-5) or large
(26 mm), from 24 until 120 hours after treatment with progesterone i.m and GnRH
analogue (gonadorelin acetate) administered at 54 and 84 hours, respectively.
a,b,c Difference between groups by treatment. A, B, C Show the difference over

time.
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Figure 4. Mean diameter (+ SEM) follicular in goats, from 24 until 120 hours after
treatment with progesterone i.m. and GnRH analogue (buserelin acetate)
administered at 54 and 84 hours, respectively. Statistical differences are
represented vertical (small-white circles, medium-blank circles, and large-gray
diamonds) group vs group. (p < 0.05). a,b,c Difference between groups by

treatment. A, B, C Show the difference over time.
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Figure 5. Mean number (x S.E.M.) of small (2 to 3 mm), medium (4-5) or large
(26 mm), from 24 until 120 hours after treatment with progesterone i.m. and GnRH
analogue (buserelin acetate) administered at 54 and 84 hours, respectively. a,b,c

Difference between groups by treatment. A, B, C Show the difference over time

63



Table 1. Goats latency and estrus, ovulated and pregnancy in treatment whit

two analogues GnRH.

Groups Control G54 G84 Control G54 G84
gonadoreline busereline
Estrus 50% (3/6) | 14% (1/7)> |  0(0/7)> | 83% (5/6)* | 14% (1/7)> | 0 (0/7)°
Latency estrus 36h 24h Oh® 36h 48h Oh
Goats ovulated | 50% (3/6)* | 14% (1/7)° | 0 (0/7)> | 83% (5/6)* | 14% (1/7)> | 0 (0/7)®
Pregnancy 50% (3/6) | 14% (1/7)> | 0(0/7)° | 83% (5/6)* | 14% (1/7)® | 0 (0/7)°
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4. CONCLUSION

De acuerdo a nuestros resultados podemos concluir que el uso de analogos
de gonadotropinas con accion bioldgica similar, puede ser una opcion para
inducir el estro y la ovulacion en ovejas durante el anestro estacional tal es el
caso del uso de la hCG, administrandola al momento del retiro siempre y
cuando se modifica este protocolo con la introduccion del macho para mejorar
los parametros reproductivos, por otro lado el uso de analogos de GnRH
puede no ser una opcion viable al utilizarlo con progesterona im ya que indujo
la formacion de estructuras luteinizadas lo que dio paso a un crecimiento
anormal del foliculo. Por lo que es necesaria mas investigacion para evaluar
Su uso con tratamientos con progesterona cortos.
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