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Resumen:

Con el objetivo de evaluar la accidon de un reconstituyente metabdlico (AMINO) y su
respuesta en la sincronizacion del estro con dispositivos intravaginales liberadores
de progesterona (CIDR) utilizados por segunda vez, se realizé un experimento en
Celaya, Guanajuato. Veinticinco ovejas fueron asignadas al azar a uno de cinco
tratamientos (T). EI AMINO fue aplicado diariamente durante los ultimos tres dias
antes de retirar el CIDR: T1, n=5 (SC50): inyeccion via subcutanea (SC) de 50 mL
de AMINO; T2, n=5 (IM50): inyeccion via intramuscular (IM) de 50 mL de AMINO;
T3, n=5 (SC100): inyeccion SC de 100 mL de AMINO; T4, n=5 (IM100): inyeccion
IM de 100 mL de AMINO; y T5, n=5 (TESTIGO): inyeccion via endovenosa de 10
mL de solucion Hartmann®, la cual se aplico con la finalidad de homogenizar las
condiciones experimentales. Los CIDR utilizados con anterioridad se lavaron con
suero fisiolégico después de retirarlos de la vagina de las ovejas, luego se colocaron
en papel aluminio, se guardaron en bolsas de plastico vacias y se almacenaron a
temperatura ambiente. Posteriormente, para sincronizar el estro a todas las ovejas
se les insertd uno de estos CIDR que permanecio durante 9 d, y 48 h antes de
retirarlos, se les aplico IM 5 mg de prostaglandinas para inducir la lisis de algun
cuerpo luteo. Se evalud la respuesta a la sincronizacion del estro y la probabilidad
de ocurrencia del estro; los datos se analizaron con el software Statistical Analysis
Systems®. No se encontraron diferencias (p >0.05) en la respuesta a la
sincronizacion ni en la probabilidad de ocurrencia del estro en ovejas. En los
protocolos de sincronizacion del estro que incluyen progestagenos intravaginales
utilizados por segunda vez, la accion del reconstituyente metabdlico no influye en la
respuesta ni en la probabilidad de ocurrencia del estro en ovejas.

Palabras clave: Aminoacidos neuroexcitadores, estro, ovinos de pelo,
progestagenos, prostaglandinas.

4 El presente estudio fue un proyecto de verano de investigacion.
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Abstract:

In order to evaluate the action of a metabolic restorative (AMINO) and its response
in the synchronization of estrus with progesterone-releasing intravaginal devices
(CIDR) used for the second time, an experiment was carried out on a ranch in
Celaya, Guanajuato. Twenty-five ewes were randomly assigned to one of five
treatments (T). The AMINO was applied daily during the last three days before
removing the CIDR: T1, n=5 (SC50): subcutaneous injection (SC) of 50 mL of
AMINO; T2, n=5 (IM50): intramuscular injection (IM) of 50 mL of AMINO; T3, n=5
(SC100): AMINO 100 mL SC injection; T4, n=5 (IM100): IM injection of 100 mL of
AMINO; and T5, n=5 (CONTROL): intravenous injection of 10 mL of Hartmann®
solution, which was applied in order to homogenize the experimental conditions. The
previously used CIDRs were washed with saline after removal from the ewe's vagina,
then placed in aluminum foil, packed in empty plastic bags and stored at room
temperature. Subsequently, to synchronize estrus, one of these CIDRs was inserted
into all the ewes, which remained for 9 d, and 48 h before removing them, 5 mg of
prostaglandins were applied IM to induce lysis of some corpus luteum. The response
to estrus synchronization and the probability of occurrence of estrus were evaluated;
the data was analyzed with Statistical Analysis Systems® software. No differences
(p>0.05) were found in the response to synchronization or in the probability of estrus
occurrence in ewes. In estrus synchronization protocols that include intravaginal
progestogens used for the second time, the action of the metabolic restorative does
not influence the response or the probability of occurrence of estrus in ewes.

Keywords: Neuroexcitatory amino acids, estrus, hair ewes, progestogens,
prostaglandins.

INTRODUCCION

Estudios en pequefios rumiantes consideraron practicas de manejo para mejorar la
eficiencia productiva de los rebafios de manera técnica y econdmica, en los cuales
se pretende eliminar la manipulacién farmacoldgica de los animales (Martin et al.,
2004). Estas metodologias se basan en el conocimiento de los eventos
reproductivos y los efectos de la nutricion, como la alimentacion focalizada, a partir
de complementos energéticos y proteinicos destinados en los momentos criticos
de la reproduccion (Scaramuzzi et al., 2013). En ovejas, la actividad ovarica
responde a la adecuada secrecion de la hormona luteinizante (LH) y de la hormona
foliculoestimulante (FSH) en la adenohipdfisis, por la secrecién de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) en el hipotalamo (Abecia et al., 2012).

Esta comunicacién endocrina también ocurre por la accidon de compuestos que
actuan como neurotransmisores, a partir del suministro de aminoacidos
neuroestimuladores (AANE) que favorecen la secrecion pulsatil de la GnRH y la LH
(Mahesh & Brann, 2005).
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La GnRH es el primer mensajero que participa en el reinicio de la actividad ciclica
en la reproduccion en ovejas y cabras, y se controla por diferentes
neuromoduladores (Meza-Herrera et al., 2010). Esta comunicaciéon endocrina
hipotalamica-adenohipofisiaria puede favorecerse por la accion de ciertos
compuestos que actuan como neurotransmisores, cuya actividad se puede
incrementar mediante la suplementacion de AANE (Meza-Herrera et al., 2014),
como arginina, glutamato y aspartato (Alvarez-Cardona et al., 2019).

Los AANE se pueden ofrecer via oral en la dieta como suplementos mezclados de
manera individual o suministrados por alguna via parenteral. De manera comercial,
existe en el mercado un reconstituyente metabdlico que por cada 100 mL contiene
L-arginina, 240 mg; acido aspartico, 150 mg; y acido glutamico, 150 mg. Se ha
reportado que, esta mezcla de ANNE contenidos en una solucion energética
ejercen una respuesta en la actividad ovarica en ovejas prepuberes (Hernandez-
Marin et al., 2016). Al respecto, no se ha determinado la respuesta de un
tratamiento parenteral de un reconstituyente metabdlico durante la sincronizacion
del estro en ovejas. Por lo tanto, se plantea la hipotesis de que la administracion de
un reconstituyente metabdlico inyectable que también contiene aminoacidos
neuroestimuladores (Aminotonic®), combinado con un protocolo hormonal por 9
dias con dispositivos intravaginales liberadores de drogas (CIDR; P4: 0.03 Q)
utilizados por segunda vez, y con 5 mg de dinoprost trometamina (Lutalyse®) 48 h
antes del retiro, podria mejorar la respuesta a la sincronizacién del estro en ovejas.
Se ha reportado que los CIDR de primero y segundo uso tuvieron concentraciones
séricas de P4 >2 ng/mL (Vilarifio et al., 2011). No obstante, con CIDR de tercer uso
las concentraciones séricas son <2 ng/mL en hembras (Vilarifio et al., 2013), lo que
podria promover el crecimiento y la persistencia del foliculo ovarico de mayor
diametro. El objetivo de la presente investigacion fue evaluar la accion de un
reconstituyente metabdlico durante la sincronizacion del estro en ovejas con CIDR

utilizados por segunda vez.
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MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizé en el Rancho “La Cano”, localizado en Celaya, Guanajuato
(20°31'44.1" N y 100°46'57.4" W, a una altitud de 1767 m) durante junio de 2022.
Se utilizaron 25 ovejas de pelo de 2.44+1.47 anos y 44.16+8.8 kg de peso; y tres
carneros de pelo con fertilidad probada de 2.89+0.96 afios y 103.2+1.9 kg de peso.
Cada oveja recibié 3.0 kg d! de una dieta elaborada con heno de alfalfa (60%)
mezclado con un concentrado comercial (40%) con 15% proteina cruda y 2.6 Mcal
EM kg, sales minerales y agua a libre acceso. Las ovejas y los carneros se
alojaron en corrales con una superficie de 40 m?, provistos de sombra, comedero,
bebedero y piso de tierra.

El manejo experimental de los animales se realiz6 de acuerdo con la Norma Oficial
Mexicana: NOM-024-Z0O0-1995 (SAGARPA, 1995). El reconstituyente metabdlico
(AMINO; Amonitonic®; BioZoo, México) contenia en cada 500 mL: dextrosa (28 g),
cloruro de calcio (80 mg), cloruro de potasio (100 mg), cloruro de magnesio (100
mg), acetato de sodio (1250 mg), hidrocloruro de L-histidina (5 mg), L-metionina (5
mg), DL-tript6éfano (5 mg), hidrocloruro de L-cisteina (5 mg), L-treonina (10 mg), DL-
isoleucina (10 mg), hidrocloruro de L-arginina (12.5 mg), DL-fenilalanina (15 mg),
DL-valina (150 mg), hidrocloruro de L-lisina (185 mg), L-leucina (20 mg), DL-alanina
(80 mg), acido aspartico (140 mg), cistina (10 mg), glicina (40 mg), prolina (100 mg),
serina (150 mg), tirosina (80 mg), glutamato monosddico (20 mg), vitamina B1
(tiamina, 60 mg), vitamina B2 (riboflavina, 30 mg), vitamina B3 (nicotinamida, 750
mg), vitamina B6 (piridoxina, 60 mg), vitamina B12 (cianocobalamina, 5 mg). Las
ovejas se asignaron a uno de cinco tratamientos (T) que consistieron en aplicar el
reconstituyente metabdlico (AMINO) diariamente durante los ultimos 3 dias antes
del retiro del dispositivo intravaginal (CIDR) utilizado por segunda vez: T1, n=5
(SC50): inyeccidn via subcutanea de 50 mL de AMINO; T2, n=5 (IM50): inyeccién
via subcutanea de 50 mL de AMINO; T3, n=5 (SC100): inyeccion via subcutanea
de 100 mL de AMINO; T4, n=5 (IM100): inyeccion via intramuscular de 100 mL de
AMINO vy, T5, n=5 (TESTIGO): inyeccion via endovenosa de 10 mL de solucion
Hartmann®, la cual se aplicd con la finalidad de homogenizar las condiciones
experimentales con el producto adicional al protocolo de sincronizacion del estro.
Para ello, se utilizaron agujas de calibre 18 y jeringas de 50 mL.
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En el presente estudio, se reutilizaron CIDR utilizados una vez con anterioridad con
base en la metodologia descrita por Bazzan et al. (2011); los cuales se lavaron con
suero fisiologico después de retirarlos de la region vaginal de las ovejas.
Posteriormente, fueron colocados en papel aluminio y almacenados en bolsas
vacias a temperatura ambiente. La sincronizacién del estro en las ovejas consistio
en la insercién de estos CIDR (por segunda vez) impregnados con progesterona
(CIDR, P4: 0.3 g; Zoetis, México) durante 9 dias. Durante este periodo, cada oveja
fue revisada dos veces al dia (10:00 y 16:00 h) para verificar que el CIDR
permaneciera insertado, y 48 h antes del retiro, se aplicaron via intramuscular 5 mg
de prostaglandinas (PGF2a; dinoprost trometamina, Lutalyse®; Zoetis, México)
para inducir algun CL ovarico a la lisis (Abecia et al., 2012). A todas las ovejas se
les detecto el estro por 60 min en la manana (10:00 a 11:00 am) y 60 min en la tarde
(4:00 a 5:00 pm) durante 120 h. Se inici6 introduciendo a los carneros al interior del
corral, a los cuales se les colocé un mandil para detectar las hembras en estro. Se
determind que una oveja presentaba estro, cuando aceptd la monta por el macho,
mostrando inmovilidad total. Luego, se les brindd monta natural controlada,
inmediatamente después de ser detectadas. Se calculé la respuesta a la
sincronizacion del estro, variable definida como la cantidad de ovejas que
presentaron estro de la cantidad total de ovejas que respondieron al protocolo en
cada tratamiento. Se utilizo el software Statistical Analysis Systems® (SAS Institute,
2012). La respuesta al estro se expresé en porcentaje y la probabilidad de
ocurrencia del estro se analizé con el método de curvas de supervivencia de Kaplan
Meier con el procedimiento Life Test y la prueba de Log-Rank. La respuesta al estro
se analizé con la prueba de Kruskal-Wallis mediante el PROC NPAR1WAY, con un

nivel de confianza al 95%.

RESULTADOS Y DISCUSION

No se observaron diferencias entre tratamientos para la respuesta a la
sincronizacion del estro en ovejas (p >0.05; Tabla 1). La probabilidad de ocurrencia
del estro fue similar entre tratamientos (p >0.05; Figura 1).
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Cuadro 1. Respuesta del reconstituyente metabdlico suministrado 50 o 100 mL via
intramuscular (IM) o subcutanea (SC) en los ultimos tres dias de la sincronizacion
del estro en ovejas con CIDR utilizados por segunda vez.

Table 1. Response of the metabolic restorative given 50 or 100 mL intramuscularly
(IM) or subcutaneously (SC) in the last three days of estrus synchronization in ewes
with CIDR used for the second time.

Ovejas con estro Ovejas sin estro

Tratamientos
n (%) n (%)
T1: SC50 5 2 (40) 3 (60)
T2: IM50 5 1 (20) 4 (80)
T3: SC100 5 4 (80) 1 (20)
T4: 1IM100 5 2 (40) 3 (60)
T5: TESTIGO 5 3 (60) 2 (40)

Total 25 12 (48%) 13 (52%)
p-value 0.4060

La eficacia de los dispositivos intravaginales reutilizados puede variar por el tiempo
de uso del progestageno (Pinna et al., 2012) o por la raza de ovejas (Husein &
Ababneh, 2008). Castillo-Maldonado et al. (2013), obtuvieron 100% de respuesta
al estro en ovejas Pelibuey sincronizadas con CIDR nuevos por 10 d. Pinna et al.
(2012) reportaron 92.9, 929 y 100.00% de estros en ovejas Santa Inés
sincronizadas con CIDR nuevo, utilizado y reutilizado, respectivamente. En ovejas
de lana, Ungerfeld (2009) obtuvo un bajo porcentaje de respuesta al estro en ovejas
Corriedale, al sincronizar con CIDR reutilizados por 12 d (39.4%) y 18 d (30.2%),
mientras que Ungerfeld et al. (2013) obtuvieron mayor respuesta al estro con CIDR
nuevo (56.7%) comparado con la respuesta al estro con CIDR reutilizado (26.7%)
y con CIDR reutilizado y esterilizado por autoclave (15.6%). El porcentaje de
respuesta a la sincronizacion del estro difieren por la cantidad de ovejas utilizadas
en cada protocolo que emplee dispositivos intravaginales utilizados por segunda
vez (Gungor et al., 2009).
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Figura 1. Probabilidad de ocurrencia del estro en ovejas tratadas con un
reconstituyente metabdlico suministrado 50 o 100 mL via intramuscular (IM) o
subcutanea (SC) en los tres dias de la sincronizacién del estro con CIDR utilizado
por segunda vez.

Figure 1. Probability of occurrence of estrus in ewes treated with a metabolic
restorative supplied 50 or 100 mL intramuscularly (IM) or subcutaneously (SC)
within three days of estrus synchronization with CIDR used for the second time

Es posible relacionar las concentraciones de P4 durante los tratamientos con los
CIDR con el crecimiento folicular ovarico y la fertilidad en las ovejas (Vilarifio et al.,
2013). Por otro lado, las cantidades de P4 exdgena inducen cambios en la respuesta
a la retroaccion positiva del estradiol (Ez) en la secrecion de la GnRH, por el
aumento en el pico de la GnRH (Caraty & Skinner, 1999).

La dosis o la via de administracion del reconstituyente metabdlico (AMINO) durante
la sincronizacion del estro en el presente estudio, quizas no haya sido suficiente
para generar una respuesta en la sincronizacion del estro con los CIDR utilizados
por segunda vez. En este sentido, algunos ingredientes especificos que componen
la dieta y los productos del metabolismo pueden perjudicar la accion hipotalamica-
adenohipofisiaria-ovarica al incurrir en la secrecion de la FSH y la LH y en la
respuesta de la actividad ovarica (Schneider et al., 2012).
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Se ha reportado que la nutricion afecta la funcion reproductiva en rumiantes
domésticos, lo cual influye en el inicio de la actividad ovarica en ovejas (Walkden-
Brown et al., 1994). En esta etapa, la energia metabdlica es el factor mas importante
que controla el éxito reproductivo y las hormonas gonadales afectan la ingesta, el
almacenamiento y el gasto de energia (Schneider et al., 2012). La relacién entre
los sistemas reguladores metabdlico y reproductivo debe ajustarse segun los
requerimientos energéticos, para que la probabilidad de éxito sea razonable. Asi,
los procesos reguladores que vinculan la nutricion y la reproduccion pueden ser los
mismos que controlan la homeostasis energética (Martin et al., 2010).

Por lo tanto, la baja respuesta al estro de las ovejas en el presente estudio, sea
resultado del protocolo hormonal utilizado, ya que la administracion de
progestagenos a mediano plazo (9 dias) se puede utilizar con tratamientos
complementarios como las gonadotropinas que promueven el crecimiento folicular
ovarico y la ovulacién, o con prostaglandinas que lisan un cuerpo luteo activo
(O’Brien & Wildeus, 2019), debido a que la duracion del progestageno es mas corta
que la fase lutea; asi, el estro y la ovulacion pueden retrasarse o incluso inhibirse
por la presencia de un cuerpo luteo funcional al retiro del progestageno y la
prostaglandina se requiere para inducir la lutedlisis (Swelum et al., 2015).

Por lo anterior, la tendencia de la presente investigacion es desarrollar mayor
conocimiento de la accion de los metabolitos energéticos y proteinicos, asi como
de los aminoacidos neuroexcitadores, para generar opciones de manejo de manera
técnica y economica, capaces de incrementar la eficiencia reproductiva de un
rebafo, con la ventaja de controlar los eventos reproductivos a partir de métodos
naturales no hormonales, basados en la fisiologia reproductiva y de la nutricion.
Finalmente, se sugiere realizar mas investigacion que describa la accion de los
componentes del reconstituyente metabdlico, las diferentes vias de administracion
y las dosis adecuadas para evaluar su respuesta a nivel ovarico y analizar las
variables de respuesta en la sincronizacion del estro en ovejas con CIDR utilizados

por segunda vez.
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CONCLUSION

La aplicacion via intramuscular o subcutanea de 50 o 100 mL de un reconstituyente
metabalico durante los ultimos tres dias antes del retiro del progestageno, no influye
en la respuesta a la sincronizacion del estro ni en la probabilidad de ocurrencia del
estro en ovejas sincronizadas durante 9 dias con CIDR utilizados por segunda vez.
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