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RESUMEN

CASTRO CHAVEZ NINEL. Evaluacién de la eficiencia reproductiva de cabras
(Capra hircus) tratadas con esponjas intravaginales impregnadas con jalea real de
abejas (Apis mellifera) vs cabras tratadas con Controlled Internal Drug Release®
(CIDR). (Bajo la direccién de: MPA Juan Alberto Balcazar Sanchez y el MC Javier

Gutiérrez Molotla).

El presente estudio fue realizado con el fin de evaluar de manera indirecta la
actividad biologica de la jalea real (JR) contenida en dispositivos intravaginales
colocados por un periodo de 6 dias en cabras primalas. El estudio se realizé con 16
cabras primalas de 1 a 1.5 afos de edad distribuidas aleatoriamente en 2 grupos de
9 y 7 animales. Para la sincronizacion del estro en el grupo control se colocaron
durante 6 dias CIDR’s (0.3 g de progesterona natural), mientras que al grupo
experimental se le colocd una esponja intravaginal con 10g de JR durante el mismo
tiempo que el grupo control. Un dia previo al retiro de ambos dispositivos, a ambos
grupos se les administré 200 Ul de eCG y 5 mg de PGF2a via IM. Se detectaron
celos post-tratamiento con un macho provisto de mandil. Se dieron montas naturales
una vez que las hembras mostraron signos de celo. Se realiz6 un diagnéstico de
gestacion por ultrasonografia real al dia 40 post-monta. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en las concentraciones séricas de
progesterona (P>0.05), estradiol (P>0.05) y testosterona (P>0.05) sérica entre
ambos grupos, pero si se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre grupos en las variables: numero de montas (P<0.01), manifestacion de estro
post-tratamiento (P<0.05) y prolificidad (P<0.05). Se concluye segun los datos
obtenidos que no existe diferencia estadistica (P>0.5) en el uso de un dispositivo
intravaginal impregnado con JR en comparacion un dispositivo CIDR para

sincronizar el estro en cabras primipalas.



Evaluacion de la eficiencia reproductiva de cabras (Capra hircus) tratadas
con esponjas intravaginales impregnadas con jalea real de abejas (Apis
mellifera) vs cabras tratadas con Controlled Internal Drug Release® (CIDR)

1. INTRODUCCION
La cabra se clasifica como una especie poliéstrica estacional de dias decrecientes,

es decir, presenta estros de manera continua en una sola época del afio (Simdes,
2015). Su ciclo estral tiene una duracion aproximada de 21+3 dias. El cico estral se
clasificaen dos fases: folicular y lutea. Durante la fase folicular predomina la
secrecion de estradiol (E2), y durante la fase lutea el cuerpo luteo produce

progesterona (P4) (Abecia et al., 2011).

En esta especie se han desarrollado diferentes estrategias de manejo de la
reproduccion para satisfacer las necesidades y expectativas de los consumidores
(Ungerfeld y Rubianes, 1999), ya que algunos productos de la cabra pueden mejorar

su demanda durante la época de escasez (Abecia et al., 2011).

Las estrategias de manejo reproductivo se basan en el uso de hormonas y factores
sociales para tener una produccion menos estacional (Fatet, et al., 2011). Los
principales protocolos hormonales utilizados en cabras que se encuentran en época
reproductiva asi como en anestro estacional se basan en dispositivos intravaginales
que contienen progesterona o progestagenos, estos pueden ser empleados en

cualquier etapa del ciclo estral (Abecia et al., 2011).

Diversos autores mencionan que en los tratamientos hormonales empleados
durante la época reproductiva, tras retirar la fuente exdgena de progesterona, suele
administrarse de manera adicional gonadotropina coriénica equina (eCG), ya que
esta posee actividad similar a la hormona foliculo estimulante (FSH), la eCG se
administra con el fin de mejorar el desarrollo y numero de los foliculos estimulados
(Abecia et al., 2011; Wildeus, 2011). De manera conjunta, tras el retiro del
progestageno, se administra prostaglandina F2 alfa (PGF2a), que ocasiona una lisis
del cuerpo luteo, lo cual asegura el inicio de un nuevo ciclo estral (Abecia et al.,
2011).



En los ultimos afios se ha utilizado ampliamente la jalea real (JR) como un método
para mejorar la fertilidad en humanos (Al-Masri, 1986), codornices (Csuka et al.,
1978) y conejos (Khattab et al., 1989). Se ha comprobado que la JR es fuente de
acido paraminobenzdico que favorece la fertilidad en mujeres que regularmente la

consumen por al menos 6 meses (Crenguta et al., 2011).

La JR de Apis mellifera es un producto de las glandulas hipofaringeas de la cabeza
de abejas obreras entre los 5 y 15 dias de vida. Mezclada con secreciones
estomacales sirve de alimento para las larvas de futuras reinas y desempena un
papel importante en la diferenciacién de castas en la colmena. Durante los primeros
2-3 dias la JR es el unico alimento que se da a todas las larvas en su proceso de
maduracion, mientras que la reina se alimenta toda su vida de JR (Crenguta et al.,
2011).

La JR es una sustancia que contiene carbohidratos, proteinas, aminoacidos, lipidos,
vitaminas y minerales, lo que la hace un alimento de alto valor nutricional (Khazaei
et al., 2018).

Recientes trabajos realizados en ovinos sugieren que un tratamiento de 12 dias con
una fuente de progesterona natural, con distintas dosis de eCG (100 y 300 Ul),
acompafado de una dosis intramuscular de 500 mg de JR administrada al momento
del retiro de la fuente de progesterona natural aumentd los porcentajes de
concepcion en las razas de ovinos (Gimenez-Diaz et al., 2012). También se han
reportado protocolos de sincronizacion utilizando JR durante 12 dias en borregas
(Husein y Kridli, 2002; Kridli, et al, 2003; Kridli et al., 2005). Husein y Kridli (2002)
demostraron que la administracion oral o intramuscular de JR en conjunto con la
administracién de progesterona exdgena es capaz de mejorar la respuesta estral y
el porcentaje de gestacion en borregas Awassi. Kridli et al. (2003) utilizé JR via oral
en conjunto un tratamiento de esponjas intravaginales impregnadas con 40 mg de
acetato de fluorogestona por 12 dias y demostré que el tratamiento puede mejorar
la respuesta del comportamiento estro y aumentar el porcentaje de fertilidad de
borregas Awassi. Incluso se ha demostrado que la JR administrada a ovocitos

ovinos durante la maduracién in vitro incremento la tasa de activaciéon nuclear y
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ovocitica, asi como la tasa de fertilizacion y la formacion de blastocistos (Eshtiyaghi
et al., 2016).

En otra publicacion sin embargo, el mismo grupo de investigadores no pudo replicar
los resultados y la JR no fue efectiva para mejorar la conducta estral (Kridli y Al-
Khetib, 2006). En otros casos, tampoco ha sido posible demostrar un efecto

reproductivo positivo de la JR en cabras (Siliceo-Cantero, 2009).

Ratti (2019) coloc6 en cabras ovariectomizadas esponjas intravaginales
impregnadas con JR por un periodo de 12 dias, en donde encontré que las cabras
mostraron valores séricos inesperadamente altos de estrogenos y progesterona, lo
que hace suponer que estas hormonas difundieron de la esponja al torrente

sanguineo de las cabras.

Sin embargo, hasta la fecha no existen trabajos que utilicen JR en dispositivos
intravaginales por un periodo de 6 dias y evaluen si se tiene efecto en la actividad

reproductiva de cabras primalas.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Ciclo estral
Desde el punto de vista reproductivo la cabra es un animal poliéstrico estacional,

por lo que solamente tiene actividad reproductiva en una época del afio (Arbiza,
1986). Esta estacionalidad esta presente para asegurar que las hembras quedaran
gestantes en las mejores condiciones del afio, es decir, en un ambiente
termoestable y cuando hay disponibilidad de pastura para alimentarse (Abecia et
al., 2011). El inicio y la duracion de la temporada de empadre depende de diversos
factores como: latitud, clima, raza, etapa fisiolégica, presencia del macho vy,
especificamente, el fotoperiodo (Simdes, 2015). Se conoce que conforme los
animales se encuentren en latitudes mas alejadas de la linea del ecuador, la época
reproductiva sera mas corta y con un anestro largo y profundo (Sanchez-Davila,
2016).

Esta estacionalidad reproductiva ocasiona que los caprinocultores se enfrenten a
una temporada en la que la disponibilidad de los productos de origen caprino es
limitada (Siliceo-Cantero, 2009; Fatet et al, 2011).

Durante la época de empadre las hembras muestran varios ciclos estrales de
manera sucesiva si no estan gestantes (Fatet et al.,, 2011). El promedio de la
duracion del ciclo estral de la cabra es de 21+3 dias, el cual se divide en dos fases:
folicular y lutea (Abecia et al., 2011). El ciclo estral, también se divide en cuatro
etapas: proestro, estro (fase folicular), metaestro y diestro (fase Iutea) (Rahman,
2008)

Durante el ciclo estral los foliculos sufren cambios morfolégicos, bioquimicos y
fisiolégicos que involucran reclutamiento, crecimiento, maduracién y control

endocrino que resultan en la ovulacién (Fatet et al., 2011).

Durante el ciclo estral, la etapa que presenta una menor duracion es el estro, 24- 36
horas, aunque su duracion es altamente variable, se ha reportado que es mas corto
en animales jévenes, también al el inicio y al final de la época reproductiva, y es

mas largo en la mitad de la época reproductiva (Lindsay,1991).



Durante la fase folicular se desarrolla el crecimiento y maduracién de foliculos hasta
terminar con un foliculo, que sera ovulatorio, todo este proceso es dependiente de
gonadotropinas (Fatet et al., 2011). Durante esta fase la adenohipofisis secreta
hormona foliculo estimulante (FSH), la cual promueve el desarrollo del foliculo. Este
proceso se lleva a cabo en forma de oleadas en donde una cantidad de foliculos
dependientes de gonadotropinas se reclutan y solo algunos proceden a la siguiente
fase del desarrollo. Posteriormente dos o tres foliculos que alcanzan 4mm de
diametro son seleccionados para seguir a la fase de dominancia. Bajo la influencia
de la hormona luteinizante (LH), estos foliculos alcanzan el estado preovulatorio
coincidiendo con la etapa de estro del ciclo estral (Fatet et al., 2011). En las células
de la granulosa de estos foliculos dominantes se producen estrogenos, estos
provocan el comportamiento clasico del estro de la hembra y actian como control
positivo en el eje hipotalamo-hipdfisis-ovario, el aumento consecuente de la
secrecion de GnRH por retroalimentacion positiva ocasiona el pico preovulatorio de
LH lo que lleva a la ovulacion de 20-26 horas (en promedio 24 horas) después (Fatet
et al.,, 2011).

Una vez ocurrida la ovulacién inicia la fase lutea; aproximadamente 5 dias después
del inicio del estro las células foliculares se transforman en células luteas
funcionales y formar el cuerpo luteo, el cual secretara progesterona (P4) durante
todo el metaestro y diestro (Fatet et al., 2011). En la fase lutea continuan
emergiendo las oleadas foliculares pero la progesterona inhibe la ovulacion. Al final
de la fase lutea se secreta PGF2a producida por el endometrio y esta ocasiona la
regresion del cuerpo Iuteo (lutedlisis), disminuyendo asi la secrecion y
concentracion de progesterona sérica de manera gradual restringiendo la inhibicion
de la secrecion de gonadotropinas, comenzando asi una nueva fase folicular (Fatet
et al., 2011).

2.2 Sincronizacién del ciclo estral

En las ultimas décadas se han desarrollado métodos para el control reproductivo
para pequefos rumiantes, que en la actualidad se utilizan en todo el mundo (Abecia
et al., 2011). Algunos de estos métodos involucran la manipulaciéon del ambiente

como el control de la luz o la exposicién del macho; otros métodos estan basados
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en la administracion exégena de hormonas, que incluyen gonadotropinas,
progesterona o progestagenos y agentes luteoliticos como PGF2a (Oliveira et al.,
2001).

El uso de los tratamientos ya antes mencionados, tienen como objetivo inducir la
actividad reproductiva o sincronizar el estro en cabras en temporada de empadre.
Lo anterior ha permitido que se desarrollen manejos reproductivos fuera de la
temporada para tener una produccion menos estacional (Fatet et al., 2011; Simbes,
2015).

La sincronizacion de estros se enfoca en la manipulacion de la fase lutea o la fase
folicular del ciclo (Wildeus, 2007). Los progestagenos son el grupo de hormonas
mas utilizados para la sincronizacidon de estros en pequefios rumiantes (Bretzlaff y
Romano, 2001). En cabras, se manipula la fase lutea, que posee una mayor

duracion y responde mejor al manejo (Wildeus, 2007).

En los afos sesentas se informé el uso de esponjas intravaginales impregnadas de
progestagenos para el control del estro y la ovulacion durante época reproductiva
en ovejas (Hansel y Covey, 1983), fue hasta 1975 que se reportd el uso de
progestagenos via intravaginal en combinacién con gonadotropina coridnica equina
(eCG) resultando en un mayor porcentaje de sincronizacion en ovejas en época

reproductiva (Colas, 1975).

Hoy en dia, los principales protocolos hormonales utilizados para inducir o
sincronizar el estro en cabras, se basan en el de uso dispositivos intravaginales que
contienen progesterona o progestagenos (Abecia, et al., 2011; Simbes, 2015). Son
esponjas de poliuretano que se impregnan con progestagenos como el acetato de
fluorogestona o la medroxiprogesterona, o dispositivos intravaginales de silicona
conocidos como CIDR que contienen 0.3 g de progesterona natural (Abecia et al.,
2011; Simdes, 2015), las hormonas contenidas en los dispositivos intravaginales se
va liberando gradualmente, siendo absorbida hacia la circulacion a través de la
mucosa vaginal (Welch et al., 1984). Los progestagenos sintéticos se caracterizan
por poseer una actividad varias veces mas potente que la progesterona natural
(Shelton, 1985).



La progesterona y sus analogos sintéticos (progestagenos) se utilizan para simular
la presencia de un cuerpo luteo (Hansel y Covey 1983); y de esta manera modular
la secrecion hipofisaria de hormona luteinizante (LH), induciendo una
retroalimentacion negativa, modificando asi la actividad de la hormona liberadora
de gonadotropinas (GnRH), inhibiendo los pulsos de secrecién de LH que regulan
el crecimiento y maduracion de los foliculos ovaricos (Goodman y Karsh, 1980), por
lo que no se produce una nueva ovulacion mientras los progestagenos sigan
presentes, pero las ovulaciones se reanudan pocos dias después de dejarse de

administrar o de retirarse el progestageno (Hansel y Covey, 1983).

Ademas de los tratamientos basados en la administracion exégena de progesterona
y sus analogos, existen los métodos basados en el uso de prostaglandinas y sus
analogos sintéticos ya que ambos son un buen método para lisar el cuerpo luteo, lo
que induce una nueva fase folicular con una subsecuente ovulacion (Abecia et al.,
2011). Sin embargo, para que las prostaglandinas naturales o sintéticas cumplan
su funcion es necesario que el cuerpo luteo posea receptores, los cuales se
adquieren a partir del tercer dia post-ovulacion. Por esa razon se recomienda
administrar los agentes liticos a partir del quinto dia post-ovulacion (Rubianes et al.,
2003).

Una opcidon cuando no se conoce la etapa del ciclo estral en que se encuentra la
hembra es realizar dos administraciones de PGF2a con 7 dias de separacion entre
ellas (Wildeus, 2000; Abecia et al., 2011); presentandose el estro entre 46 a 48
horas después de la aplicacion de la hormona, mientras que el pico de LH ocurre
62 horas después (Abecia et al., 2011)

Finalmente, se han propuesto protocolos de sincronizacién que incluyen una
combinacion de prostaglandinas y progestagenos, el objetivo de este es reducir el

tiempo que el dispositivo permanecera en la vagina.

Menchaca y Rubianes (2004) ademas de la administracion exdégena de
progesterona suelen administrar gonadotropina coridnica equina (eCG), por su
actividad similar a la hormona foliculo estimulante (FSH), su administracion tiene

como fin mejorar el desarrollo y numero de los foliculos estimulados (Abecia, et al.,
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2011; Wildeus, 2011). De manera conjunta, tras el retiro del progestageno, se
administra PGF2a, que ocasiona una lisis del cuerpo luteo lo cual asegura el inicio

de un nuevo ciclo estral (Abecia, et al., 2011).

2.3 Protocolos de sincronizacion largos
Los tratamientos considerados como “tradicionales” para sincronizar celos en

caprinos consisten en la insercién de un dispositivo intravaginal que contiene
progestagenos o progesterona natural durante un periodo de 12 o 14 dias, este
tratamiento puede estar o no asociado a una dosis de prostaglandinay eCG (Manes
y Ungerfeld, 2015). Estos tratamientos son altamente eficaces en la sincronizacion
de estros, pero la fertilidad es variable (Menchaca y Rubianes, 2004). Se han
realizado investigaciones recientes que han comprobado que el protocolo
convencional de 11 dias o0 mas induce bajas concentraciones plasmaticas de P4
hacia el final del tratamiento (concentraciones subluteas <2ng/mL) que afectan al
patrén de secrecién de LH y consecuentemente al desarrollo folicular (Simbes,
2015; Martemucci y D’Alessandro, 2011; Menchaca y Rubianes, 2004). Asimismo,
estas bajas concentraciones de progesterona inducen un desarrollo folicular
inadecuado; que a su vez afecta la ovulacion y, por consiguiente, la eficiencia del
tratamiento de sincronizacién (Menchaca y Rubianes, 2001). De igual manera, las
bajas concentraciones de progesterona poseen un efecto negativo en el transporte

de espermatozoides (Pearce y Robinson, 1985)

2.4 Protocolos de sincronizacion cortos
Con el objetivo de evitar los niveles subluteos de P4 se han propuesto protocolos

de sincronizacién con progestagenos con una duracion de 5 a 7 dias, denominados
protocolos de sincronizacion cortos, en los cuales se ha informado su eficacia para
controlar tanto la actividad lutea como la dinamica folicular, dando a lugar a una
sincronizacion de la ovulacion la cual ocurre entre las 60 horas después de retirado
el dispositivo (Menchaca et al., 2007; Vilarino et al., 2011). Estos protocolos
incluyen, ademas de la aplicacion del progestageno, la administracion de
prostaglandina PGF2a y eCG al final del tratamiento (Vilarifio et al., 2001, Menchaca
y Rubianes, 2004).



Menchaca y Rubianes (2004) demostraron que los protocolos cortos son capaces
de inducir y sincronizar estros en un 90% de las ovejas tratadas, a pesar que se
encontraban en anestro estacional, los mismos autores han informado que cabras
tratadas con este tipo de protocolos poseen altas tasas de fertilidad (Menchaca y
Rubianes, 2004).

2.5 Jaleareal (JR) y sus propiedades
La JR es un producto natural de las abejas con potencial uso en la medicina

(Khazaei et al., 2018). La JR es un liquido blanco-amarillento de consistencia
cremosa producido por las glandulas mandibulares e hipofaringeas de las abejas
obreras; su papel principal es la alimentacién de las larvas de reinas, y ademas
juega un papel importante en la diferenciacién de castas (Khazaei et al., 2018;
Crenguta et al., 2011).

La JR esta compuesta por proteinas, lipidos, carbohidratos, vitaminas, minerales,
enzimas, hormonas, antibidticos naturales, oligoelementos y aminoacidos libres
(Khazaei et al., 2018; Crenguta et al., 2011). Aunado a eso la JR posee una gran
cantidad de actividades farmacoldgicas, entre ellas: antioxidante, hipoglicemiante,
hipocolesteromiante, hepatoprotectora, antibidtica, anti-infamatoria,

inmunomoduladora, entre otras (Crenguta, et al., 2011).

Se ha demostrado que la JR es efectiva disminuyendo los sintomas
premenopausicos en mujeres (Crenguta et al., 2011). Lewis (2005) menciona que
la JR mejora la fertilidad en hombres y mujeres aumentando la cantidad de 6vulos
y la calidad espermatica. En otra investigacion con 99 parejas con historial de
infertilidad causada por astenospermia se demostréo que esta afeccién se puede

tratar con la administracion de JR y miel (Abdelhafiz y Muhamad, 2008).

Recientes trabajos realizados en animales domeésticos, sugieren que una sola
inyeccion de 500 mg de JR aumentd el porcentaje de concepcidn de las razas de
ovinos estacionales (Gimenez-Diaz et al., 2012). Kohguchi reporté que en hamsters
tratados con JR oral por 12 semanas se aumenta la concentracion de testosterona
(Kohguchi et al., 2004). Asimismo se ha demostrado que la JR aplicada por via oral

e intraperitoneal en ratas macho estimula la produccién de hormonas como la
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testosterona, progesterona y hormona luteinizante (Hang et al.,, 2008). Se han
informado casos utilizando JR via oral e intramuscular en protocolos de
sincronizacion de 12 dias en borregas (Husein y Kridli, 2002; Kridli et al., 2003; Kridli
et al., 2006).

Husein y Kridli (2002) demostraron que la administracion via oral e intramuscular de
250 mg durante 12 dias de JR en conjunto con progesterona exogena es capaz de
mejorar la respuesta del comportamiento estral y el porcentaje de gestacion en
borregas Awassi, en comparacion con borregas a las que no les fue administrada la
JR (Husein y Kridli, 2002). Kridli et al. 2003 administr6 JR en ovejas que se
encontraban en anestro estacional via oral en conjunto con 50 pg de GnRH en
donde demostré que no hay interaccion entre la JR y la GnRH, sin embargo, la
incidencia del comportamiento del estro en anestro estacional mejoré en animales

tratados con JR, en comparacion con el grupo de ovejas control (Kridli et al., 2003)

Finalmente, Kridli et al. (2006) utilizé esponjas intravaginales impregnadas con
acetato de fluorogestona durante 12 dias y de manera adicional se les administrd
JR via oral a los animales, los resultados demostraron que la JR no aumento la
expresion de la conducta de estro en borregas entre la transicion de época

reproductiva y anestro estacional (Kridli et al., 2006).

Adicionalmente se ha reportado que la JR posee un efecto estrogénico in vitro e in
vivo que es mediado a través de la interaccion con receptores a estrégenos (ER)
(Khazaei et al., 2018). Suzuki et al. (2008) demostrd que existen cuatro sustancias
bioactivas aisladas de la JR que se unen a receptores de estrégenos B, y ademas
inhiben la union del 17B-estradiol al receptor de estrégenos {3 in vivo. (Suzuki et al.,
2008)

Con base a lo anterior, no existe en la literatura informacion que evalué el uso de
esponjas impregnadas con JR de Apis mellifera aplicada via intravaginal y que funja

como progestageno en cabras domésticas para evaluar su eficiencia reproductiva.
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3. HIPOTESIS
La sincronizacion del estro y fertiidad de cabras tratadas con esponjas
intravaginales impregnadas con JR es similar a la obtenida en cabras tratadas con

CIDR con tratamientos cortos.
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4. OBJETIVO GENERAL
Evaluar la sincronizacion del estro, fertilidad y prolificidad de cabras tratadas con

esponjas intravaginales impregnadas con JR, y compararlo con cabras tratadas con
CIDR’s.

4.1 Objetivos especificos
. Evaluar si las hembras tratadas con JR manifiestan signos de estro durante

el tratamiento.

. Comparar el tiempo a la presentacién de estros desde el retiro de las
esponjas intravaginales y los CIDR’s hasta las 72 horas en ambos grupos en las

cabras.

. Comparar la fertilidad obtenida a través de los servicios proporcionados con

un macho probado, al finalizar el tratamiento entre grupos.

. Evaluar el numero de hembras gestantes y prolificidad entre los grupos de

cabras tratadas con esponjas impregnadas de JR y el grupo de hembras con CIDR.

. Determinar los niveles de progesterona, estradiol y testosterona plasmaticos,
por medio de pruebas de un kit comercial de ELISA, entre el grupo de cabras

tratadas con esponjas impregnadas con JR y el grupo tratado con CIDR.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Lugar de realizacion
El presente trabajo se realiz6 en el hato caprino del Centro de Ensefianza Practica

e Investigacion en Produccion y Salud Animal (CEPIPSA) que esta localizado en
Av. Cruz Blanca, San Miguel Topilejo, 14500 Ciudad de México, D.F. El trabajo se

llevd a cabo de noviembre del 2017 a enero del 2018.

El centro de ensefianza se encuentra ubicado en el kildbmetro 28.5 de la Carretera
Federal México — Cuernavaca, a 19° latitud norte y 99° longitud Oeste, a una altura
de 2,760 metros sobre el nivel del mar. El clima de la regién es semifrio-semihumedo
con lluvias en verano y con una precipitacion pluvial de 800 a 1200 milimetros

anuales y una temperatura promedio de 19° C. (INEGI, 2019)

5.2 Animales experimentales
Se utilizaron dos grupos, ambos compuestos por cabras primalas de la raza Alpina

Francesa con un promedio de un afio de edad. De manera aleatoria los tratamientos

fueron asignados a las hembras seleccionadas.

a) Tratamiento 1 (TxJR): 7 animales, se les colocaron esponjas intravaginales

impregnadas con jalea real durante 6 dias.

b) Tratamiento Il (TxCIDR): 9 animales, a los que se les colocaron dispositivos

intravaginales CIDR® (laboratorios Pfizer) con 300 mg de progesterona natural.

Todos los animales se mantuvieron bajo las mismas condiciones de manejo
zootécnico y sanitario del CEPIPSA. El corral de alojamiento mide 10 m por 8 m de
ancho, el techo esta construido de lamina galvanizada y el piso es de cemento. El
corral cuenta con un area de sombra que ocupa 4 m de ancho a lo largo de todo el
corral, el suministro de agua es ad libitum por medio de un bebedero automatico.
En el dia, la luz solar cae en el corral, lo que permite que se seque el piso cuando

hay humedad. Se realiza limpieza todos los dias por el personal del centro.

Los ingredientes que conforman la dieta suministrada a las cabras son: avena
picada, ensilada (rastrojo de maiz), alfalfa peletizada (Griculmex) y concentrado de
engorda (Purina); las dietas son balanceadas en el mismo Centro. Las cabras
permanecieron en el corral durante toda la fase experimental.
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De manera adicional a los animales experimentales se utilizaron dos machos de 3
afos ambos de la misma raza Alpino Francés, estos les dieron servicios a las

hembras.

5.3 Elaboracion de las esponjas de poliuretano
La JR se obtuvo de un apiario “El ave fénix” ubicado en el pueblo de San Bartolo

ubicado en la alcaldia de Milpa Alta en la gubernatura de la Ciudad de México.

Se elaboraron esponjas de poliuretano (3 cm diametro x 3.8 cm alto) y se
impregnaron con JR. Con ayuda de una jeringa de 10mL y una aguja de calibre 18G
se depositd en el centro de cada esponja un total de 10 g de JR. Inmediatamente
después y con el fin de deshidratar la JR, las esponjas se colocaron en una estufa
seca de cultivo (Marca: Laboratorios BG y modelo E33) a 30°C durante 48 horas JR
(Figura 1). La cantidad de JR colocada en la esponja contiene 177 g de P4, se utilizd
esa cantidad, porque existen trabajos que han comprobado que se pueden reutilizan
dispositivos CIDR, lo que sugiere que 300 mg de P4 no son minimamente

necesarios para sincronizar cabras (Nogueira, 2011).

Figura 1. En la imagen se observa el procedimiento de realizacién de las esponjas
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Previo al uso de la JR para la realizacion de las esponjas para el presente estudio
se determiné que la JR que se utilizO contenia las siguientes cantidades de
hormonas esteroides: estradiol 5.4 mg/mL, 6.76 ng/mL de testosterona; y 17.79

ng/mL de progesterona.

5.4 Toma de muestras
Dos dias previos a la introduccion de JR los dispositivos vaginales, en ambos grupos

se tom6 una muestra sanguinea por via yugular con el objetivo de determinar

valores de progesterona, estradiol y testosterona.

Después de obtenida la muestra se centrifugé a 3000 rpm durante 30 minutos para
obtener el suero. El suero conseguido se almaceno en tubos eppendorf previamente
identificados y, se congelaron (-18°C) hasta el dia que fueron procesados. El
analisis de las muestras se llevé a cabo por medio de ELISA (para determinar la

presencia y concentracion de E2, P4 y testosterona.

Se utilizé un kit de ELISA de la marca DRG para la deteccioén de progesterona con
una sensibilidad de 0.045ng/mL y un coeficiente de variacién maximo de 24.22%.
El estradiol fue detectado con un kit de ELISA de la marca DRG con una sensibilidad
9.714 pg/mL y un coeficiente de variacion maximo de 12.23%. Finalmente la
testosterona fue cuantificada con un kit de ELISA de la marca DRG con una

sensibilidad de 0.083 ng/mL, con un coeficiente de variacion maximo de 9.50%.

5.5 Aplicacion del tratamiento
Se colocaron los CIDR’s en el grupo de cabras asignado y 7 dias después se

colocaron las esponjas intravaginales impregnadas con JR en el grupo de cabras
correspondiente (Figura 2). Se tomd una muestra sanguinea diaria a lo largo de la
duracion de cada tratamiento y dos dias post-tratamiento (un dia post retiro del
tratamiento y 23 dias después), y se procesaron de la misma manera que las

muestras iniciales.

Un dia antes de retirar el dispositivo intravaginal cada cabra recibié una inyeccion
de 5 mg de PGF2a (Lutalyse ®) y 200 Ul de eCG (Folligon ®) via IM. (Simdes, 2015;
Menchaca, 2004)
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Durante los dias de tratamiento las cabras de ambos grupos se sometieron a
deteccién de celo con dos diferentes machos provistos de mandil. Se realizaron dos
detecciones de celo, una por la manana en un horario de 09:00 a 11:00 y otra por
la tarde en un rango de horario de 14:00 a 16:00. (Giménez-Diaz, 2012; Maia et al.
2017)

Fig 2. Se ilustra la forma de colocacion de las esponjas impregnadas con JR.

Se detectaron celos desde el momento del retiro del dispositivo (mafiana y tarde) y
a las cabras que demostraron signos de celo se les dio monta. Se dio un maximo
de monta cada deteccion de celo y se dio otra monta si la hembra la volvia aceptar
en la siguiente deteccion de celo, con un maximo de tres.

5.6 Diagnoéstico de gestacion

Se realizé un diagndstico de gestacion presuntivo para ambos grupos, por deteccién
de no retorno al estro a los 21 dias (Rangel y Hernandez, 2018), desde el dia 17 al

21 post-monta se detectaron celos.

El diagndstico de gestacion definitivo se realizo por ultrasonografia 40 dias después
de la monta natural, con esta informacién se determiné el porcentaje de concepcion
de las cabras.

Andlisis estadistico

Las variables que se evaluaron y compararon entre grupos fueron concentraciones

séricas de progesterona, concentraciones séricas de testosterona, concentraciones
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séricas de estradiol, tiempo promedio para la manifestacion del celo post-
tratamiento, duracion del estro, numero de servicios, prolificidad y porcentaje: de

cabras en estro, de retorno al estro, concepcion y fertilidad.

Se realizé un analisis de varianza para un modelo completamente aleatorizado y
una prueba de Tukey para el analisis de las siguientes variables: concentraciones
séricas de progesterona, concentraciones séricas de testosterona vy

concentraciones de estrogenos.

Para el analisis de numero de montas, manifestacion de estro post-tratamiento,
duracion de estro y prolificidad se realizé un analisis para un modelo completamente
aleatorizado para medias ajustadas, ANDEVA. Mientras que para el analisis de
presentacion de estro, porcentaje de concepcidn y fertilidad se realizé una prueba

exacta de Fisher.
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6. RESULTADOS

6.1 Concentraciones séricas de hormonas esteroides sexuales
6.1.1 Concentraciones séricas de progesterona

En la figura 3, se muestran los niveles de progesterona sérica en ambos
tratamientos. Siendo el dia -2 y -1 los dias previos al tratamiento, mientras que el
dia 0 es el dia de la introduccion del dispositivo intravaginal y por ultimo el dia 7 y

dia 30 son post-tratamiento.

Las pruebas estadisticas demostraron que no existe diferencia estadisticamente
significativa (P>0.05) entre las concentraciones séricas de progesterona entre los

grupos durante el tratamiento.
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Figura 3. Promedio de concentracion de progesterona en suero sanguineo (ng/mL) durante dos dias pre-tratamiento, a lo largo del tratamiento y
dos dias post-tratamiento. Remarcado con un recuadro rojo la duracién del tratamiento.
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6.1.2 Concentraciones séricas de testosterona
En la figura 4, se muestran los niveles de testosterona sérica en ambos

tratamientos. Siendo el dia -2 y -1 los dias previos al tratamiento, mientras que el
dia O es el dia de la introduccion del dispositivo intravaginal y por ultimo el dia 7 y

dia 30 son post-tratamiento.

Los analisis estadisticos demostraron que no existe diferencia estadisticamente
significativa (P>0.05) entre las concentraciones séricas de testosterona entre los

grupos durante el tratamiento.
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Figura 4. Promedio de concentracién de testoterona en suero sanguineo (ng/mL) durante dos dias pre-tratamiento, a lo largo del
tratamiento y dos dias post-tratamiento. Remarcado con un recuadro rojo la duracion del tratamiento
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6.1.3 Concentraciones séricas de estradiol
En la figura 5, se muestran los niveles de estradiol sérico en ambos tratamientos.

Siendo el dia -2 y -1 los dias previos al tratamiento, mientras que el dia 0 es el dia
de la introduccion del dispositivo intravaginal y por ultimo el dia 7 y dia 30 son post-

tratamiento.

La estadistica demostr6 que no existe diferencia estadisticamente significativa
(P>0.05) entre las concentraciones séricas de estradiol entre los grupos durante el

tratamiento.
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Figura 5. Promedio de concentracion de estradiol en suero sanguineo (pg/ml) durante dos dias pre-tratamiento, a lo largo del
tratamiento y dos dias post-tratamiento. Remarcado con un recuadro rojo la duracioén del tratamiento.
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6.2 Tiempo promedio a la manifestacion del estro
El tiempo promedio a la manifestacidén del estro post-tratamiento en el TxCIDR fue

de 41.5+1.36 h, mientras que en el TXJR fue de 25.6£1.10 h. Lo anterior nos
demuestra que las cabras que fueron tratadas con la esponja intravaginal
impregnada con JR tardaron menos tiempo en mostrar signos de estro en
comparacion a las cabras tratadas con CIDR. Las pruebas estadisticas demostraron

que hay una diferencia estadisticamente significativa (P<0.05).

6.3 Porcentaje de cabras detectadas en estro
Todas las cabras sincronizadas con el tratamiento de esponjas impregnadas con JR

presentaron estro (7/7, 100%), de igual manera todas las cabras de CIDR (9/9,
100%) presentaron estro post-tratamiento. La comparacion de los resultados no

demostroé significancia estadistica (P>0.05).

6.4 Duracion del estro
La duracion del estro en las cabras del tratamiento TXJR fue de 12.28+0.10 h y en

el tratamiento TxCIDR fue de 12.27+0.12 h. Tras realizar la prueba estadistica se
demostrd que no existen diferencias estadisticas significativas entre tratamientos
(P>0.05).

6.5 Numero de servicios

A las hembras del tratamiento TxCIDR se les dio 1.10£0.15 montas, y las cabras
del tratamiento TxJR recibieron 2.56+0.18 montas. El promedio de numero de
servicios fue estadisticamente mayor (P<0.01) en el grupo sincronizado con
esponjas que el grupo sincronizado con CIDR. Durante todo el tratamiento no se

detectd ninguna hembra en celo.

6.6 Porcentaje de retorno al estro
Solo el 33.33% (3/9) de las cabras del tratamiento TXCIDR mostraron signos de

estro 21 dias después de haberle dado monta, mientras que del TxJR sdlo el
14.28% (1/7) se detectd en celo. Tras realizar la prueba estadistica se demostré que
no existen diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (P>0.05).

6.7 Porcentaje de concepcion
El 66.67% (6/9) de hembras del TxCIDR se detectaron gestantes, mientras que el

85.71% (6/7) de TxJR resultaron gestantes. Sélo una cabra tratada con esponja no
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concibid, mientras que cuatro de CIDR no concibieron. La prueba estadistica
demuestra que no existe diferencia estadistica (P<0.05).

6.8 Fertilidad

Solo dos cabras del tratamiento de JR parieron (28.57%), mientras que cuatro de

CIDR parieron (44.44%). No existe diferencia signiticativa entre estos resultados
(P>0.05).

6.9 Prolificidad
Las cabras del TxJR tuvieron partos dobles, mientras que las cabras de TxCIDR
parieron una sola cria. La prueba arroja que existe diferencia signiticativa entre

estos resultados (P<0.05).
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7. DISCUSION
El presente trabajo se disefio con el fin de evaluar de manera indirecta la actividad

biologica de la JR como progestageno, aplicada por via vaginal en cabras primalas.
Cabe sefalar que se carece de estudios previos que contemplen la utilizacion de la
JR como fuente de progesterona para usarse como un producto de sincronizacion
del estro de cabras primalas, aunque existen estudios que aluden a la JR como una
fuente estrogénica in vivo e in vitro (Mishima et al., 2005; Mishima et al., 2005).
También se ha sugerido que la JR posee actividad esteroidal y contiene

testosterona (Gémez-Guerrero, 2014).

Ratti en 2019 supone que la JR colocada en esponjas intravaginales en cabras
ovariectomizadas, durante 12 dias difunde al plasma de estos animales. Ratti
reporta que las concentraciones promedio de progesterona de cabras
ovariectomizadas con esponjas impregnadas con JR durante 12 dias son de 1.51
ng/mL, mientras que las cabras tratadas con esponjas impregnadas con JR en este
estudio durante 7 dias tuvieron concentraciones de progesterona promedio de 10.48
ng/mL. Las concentraciones de progesterona en el estudio de Ratti durante los
primeros siete dias del tratamiento fue de 4.43 ng/mL. El aumento considerable de
las concentraciones de progesterona en esta tesis en comparacion al estudio de
Ratti, se asocia a la duracion del tratamiento. Se ha probado que los protocolos de
sincronizacion largos (12d) inducen bajas concentraciones plasmaticas de P4 hacia
el final del tratamiento (concentraciones subluteas <2ng/mL) (Simdes, 2015;
Martemucci, 2011; Menchaca, 2004).

La composicion de la JR que se utilizé para la realizacion de las esponjas también
es un factor determinante en las concentraciones de progesterona séricas que se
encontraron en este estudio, se ha comprobado que la composicion de la JR se
modifica segun la estacion, la region y la variedad de abejas (Zheng, Hu y
Dietemann, 2011).

Los resultados muestran que no existe diferencia estadisticamente significativa
entre las concentraciones séricas de progesterona entre el grupo TXCIDR y TxJR.

Rubianes et al., (1998), afirman que para sincronizar el estro es suficiente con que
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las concentraciones de progesterona se mantengan superiores a 5ng/mL durante 3
0 4 dias (concentraciones supraluteas). En este caso, las concentraciones séricas
de las cabras tratadas con JR superaron el nivel con un minimo 5 ng/mL de P4 al
menos 4 dias. Lo anterior sugiere que la cantidad contenida en la esponja con JR
contiene suficiente progesterona para sincronizar estros en cabras primalas durante

la época reproductiva.

Adicionalmente se ha visto que la administracion de JR en animales disminuye las
concentraciones de colesterol, o que puede disminuir la producciéon de
progesterona (Vittek, 1995) y posiblemente de otros esteroides como estradiol y
testosterona. La JR es un suplemento nutricional que provee de nutrientes
esenciales para el cuerpo (Krell, 1996), se ha demostrado que en animales con una
dieta ideal y una condicion corporal adecuada aumenta el flujo sanguineo en el
higado, aumentando asi la tasa metabdlica de la progesterona en este érgano
(McEvoy et al., 1995).

Swelum et al. (2015) afirman que los tratamientos con acetato de fluorogestona y
CIDR alteran significativamente las concentraciones séricas de estradiol. Swelum
(2015) reporta que las concentraciones de estradiol al momento del retiro del
dispositivo intravaginal (CIDR) tras permanecer 14 dias son en promedio de 60
pg/mL y se mantienen asi incluso 48 horas después de retirado el dispositivo; datos
que concuerdan con lo encontrado en esta tesis. En un trabajo previo, se reportan
(Ratti, 2019) concentraciones de estradiol en cabras ovariectomizadas con esponjas

intravaginales impregnadas con JR de incluso hasta 400 pg/mL.

La prueba estadistica realizada en este estudio demuestra que las concentraciones
de testosterona en ambos grupos no son estadisticamente significativas. Se sugiere
que la testosterona encontrada en los animales del TxCIDR es producida de manera
enddgena, y la diferencia encontrada en entre el grupo TxJR y TXCIDR se le atribuye
a las hormonas esteroides contenida en la esponja. Los andrégenos sirven como
precursores de los estrogenos, por lo que las hembras tienen primero que producir
andrégenos para después transformarlos en estrégenos (Rangel y Hernandez,
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2018), por esta razén es que se encuentran concentraciones de testosterona en

hembras ciclando en época reproductiva.

En este estudio, el grupo tratado con JR tardé menos tiempo en presentar signos
de estro en comparacion con el grupo tratado con CIDR, esto concuerda con lo
reportado en borregas por Husein y Kridli (datos no publicados en Kridli et al., 2003).
Husein y Kridli (2002) refiere que un aumento en el desarrollo folicular con su
respectivo incremento en la secrecion de estradiol acorta la presentacion del estro
después del retiro del dispositivo intravaginal, lo que sugiere que la JR tiene un

efecto positivo en el desarrollo folicular.

Husein y Kridli (2002) demostraron en ovejas, que el uso de JR via oral e
intramuscular, mas un progestageno intravaginal durante 12 dias tuvieron una mejor
respuesta en la presentacion del estro, en comparacion con animales a los que no

se les administro JR.

Husein y Kridli (2002) reportan que con la administracion de JR (via oral o
intramuscular) en ovejas, se alcanza un mayor porcentaje de concepcion, en
comparacion con borregas a las que no se les administré JR. Asimismo, Kridli et al.
(2003) afirma que la adicién de JR via oral en un tratamiento de sincronizacién de
12 dias aumenta la tasa de concepcion en borregas, en comparacién con animales
a los que no se les administra JR. Lo anterior sugiere que la administracién de la JR
funciona de manera similar a la eCG ocasionando un mayor desarrollo folicular y

como consecuencia altos porcentajes de concepcion (Kridli et al., 2003).

Giménez-Diaz (2012) demostro la habilidad de un tratamiento de 12 dias de
progesterona (60 mg), dosis bajas de eCG (300 Ul) y JR (500 mg), para aumentar

los porcentajes de concepcion en borregas.

En el presente trabajo se encontr6 que existe diferencia estadisticamente
significativa entre la prolificidad del grupo de cabras tratadas con JR y el grupo
tratado con CIDR. Kridli et al. (2003) reporta que la prolificidad fue similar en

borregas a las que se les administrd6 JR via oral, ademas de un progestageno

29



durante 12 dias, en comparacion con borregas a las que no se les administré de

manera adicional la JR.

30



8. CONCLUSIONES
La utilizacion de JR en una esponja intravaginal durante 6 dias para la

sincronizacion de estros en cabras primalas es una opcion a considerar, segun los

resultados obtenidos en este estudio.

Se acepta la hipdtesis que afirma que un tratamiento de sincronizacion utilizando un
dispositivo intravaginal impregnado con JR durante 6 dias, es tan efectivo como un

tratamiento corto convencional de sincronizacion (CIDR) para sincronizar el estro.

Estos resultados sugieren la necesidad de realizar investigaciones futuras
tendientes a implementar programas de sincronizacion con alternativas
sustentables, considerando también un mayor numero de animales y en cabras de

dos 0 mas partos.
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