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Resumen

El manejo racional y controlado de la reproduccion equina en programas comerciales
ha llevado al desarrollo de farmacos que contribuyan a la regulacién de ciertos
fendbmenos fisiologicos en la yegua, como la lutedlisis y la ovulacién. Entre ellos, la
gonadotrofina coribnica humana (hCG) y los analogos sintéticos de la GnRH
(histrelina, deslorelina, gonadorelina, buserelina, entre otros) como inductores de la
ovulacion permiten mayor eficiencia reproductiva. La buserelina lleva muchos afios en
el mercado veterinario mundial, sin embargo ninguna formulacién esta adaptada
especificamente a las necesidades de los equinos. Esta comunicacién describe los
resultados preliminares obtenidos de experimentos desarrollados durante la
temporada reproductiva 2019-2020 en la que se utilizaron dos dosis diferentes de una
nueva formulacién de buserelina como inductor de ovulacibn en yeguas, con el
objetivo de evaluar y comparar su eficacia clinica, en el marco de la Maestria en
Produccién Equina (UNRC).En el andlisis se incluyeron 51 yeguas sanas (25 de raza
Cuarto de Milla y 26 mestizas) con un total de 96 ciclos, las mismas fueron asignadas
al azar en grupo 1 (n=61) y grupo 2 (n=35) que frente a la presencia de signos clinicos
de celo, un foliculo 235mm y edema uterino recibieron 0,2mg (G1)y0,4mg(G2)de
buserelina por via endovenosa. Los resultados mostraron muy buena eficacia de la
droga con ambas dosis, obteniendo una tasa de ovulacién del 89% en el grupo 1y
77% en el grupo 2 dentro de las 48 horas posteriores a la induccion. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos al test de
chi? (p>0.05). Tampoco se vieron diferencias estadisticamente significativas entre
distintos grupos etarios (p>0.05).
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Abstract

The rational and controlled management of equine reproduction in commercial
programs has led todevelopment of drugs that contribute to regulate certain
physiological processes in mares, such as luteolysis or ovulation. Among them, human
chorionic gonadotrophin (hCG) and GnRH synthetic analogs (histrelin, deslorelin,
gonadorelin, buserelin, among others), as ovulation inducers, allowing greater
reproductive efficiency. Buserelin has been on the global veterinary market for many
years, however there is no formulation adapted specifically to equines. This
communication describe our preliminary results from experiments carried out during the
2019-2020 reproductive season, in which two different doses of a new formulation of
buserelin were used as ovulation induction drug in mares, with the aim of evaluating
and comparing their clinical efficacy, in the framework of a Master in Equine Production
(UNRC). The analysis included 51 healthy mares (25 Quarter Horses and 26 mixed
breed), in a total of 96 cycles. They were randomly divided into group 1 (N = 61) and
group 2 (N = 35) that in the presence of estrous clinical signs, a 235mm follicle and
uterine edema received 0,2mg (G1) and 0,4mg (G2) of buserelin intravenous rute.The
results showed a greater efficacy of the drug, which produced 89% ovulation rate within
48 hours after application in group 1 and 77% of ovulations in group 2. No statistical
significance difference was found between treatments using chi square test (p>0.05).
Also there wasn’t found statistical significance difference between age groups
(p>0.05).

Keywords: Mares, Induction, Ovulation, Buserelin.

Introduccioén

Debido a la intensificacién de los programas comerciales de cria de equinos, se ha
incrementado en los sistemas reproductivos, la demanda de farmacos que permitan la
optimizacion del manejo de los ciclos estrales. Para ello, existen inductores de la
ovulacion que permiten obtener y predecir tasas de ovulacion superiores al 90% en
periodos de tiempo definidos, logrando mayor eficiencia y éxito en la utilizacion de
padrillos en monta natural o del semen en programas de inseminacion artificial,
reduciendo el nimero de revisaciones, de tiempo y de insumos por ciclo.

Una de las drogas mas utilizadas internacionalmente como inductor de la ovulacion, es
la gonadotrofina coriénica humana (hCG), una proteina formada por dos cadenas
peptidicas. La misma es producida por los citotrofoblastos de las vellosidades
coribnicas de la placenta humana, y obtenida a partir de la orina de mujeres
embarazadas (McKinnon et al., 2011). Su accién predominantemente LH, ha
demostrado tasas de induccion ovulatoria de entre 78 y 100% en mudltiples estudios
realizados en programas experimentales y comerciales (McKinnon y Voss 1993;
McCue et al., 2004; Cox et al., 2009; Tazawa et al., 2017). A pesar de ser ampliamente
aceptada y sus valores de mercado relativamente estandarizados y aceptados por los
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usuarios, existen reportes que demuestran que la utilizacion durante ciclos
subsecuentes, produciria la creacion de anticuerpos anti-hCG por parte de la yegua,
ya que se trata de una molécula compleja y de gran peso molecular, lo cual disminuiria
su potencial de accién a largo plazo (Wilson et al., 1990; Newcombe y Cuervo-Arango,
2016). Se ha reportado también un menor efecto como inductor en yeguas mayores de
18 afos de edad (Barbacini et al., 2000; McCue et al., 2004), las cuales representan
una poblacion considerable dentro de los haras o criaderos de caballos (>10%).

Todo lo expuesto, sumado a la controversia reciente debido a la falta de regulacion
sanitaria para la recoleccion de orina de las mujeres gestantes, la variacion de
concentracion del compuesto en las diferentes muestras y la aplicacion del mismo a
una especie distinta a la de origen ha llevado a numerosos intentos por investigar
sobre alternativas de sustitucion de la hCG por otras drogas mas eficaces.

La composicion molecular de la GnRH fue descubierta en 1978, permitiendo la
comprension de su mecanismo de accion sobre la estimulacién de sintesis de las
hormonas LH y FSH a nivel de la hipofisis, en las distintas especies (Conn et al., 1987;
Picard-Hagen et al., 2015). Seguidamente, cerca de 2000 diferentes compuestos
analogos han sido desarrollados y testeados en los ultimos 30 afios (Padula, 2005),
entre ellos gonadorelina, tripterelina, buserelina, deslorelina, histrelina y muchos mas.
Todos ellos son decapéptidos modificados en su estructura aminoacidica con el
objetivo de potenciar el efecto original de la GnRH (Newcombe y Cuervo-Arango,
2016). Los mas utilizados en la actualidad en la yegua son la deslorelina e histrelina,
ambas de molécula mas pequefia, menos antigénica comparada con la hCG, con una
potencia biolégica 144 veces mayor respecto a la GnRH natural para la primera y 210
veces para la segunda, pero de elevados costos. La buserelina, sin embargo posee
una eficacia similar con solo una potencia relativa in vivo de 20 (Conn y Crowley,
1991).

Los primeros estudios con buserelina utilizaron mdaltiples regimenes diferentes de
administracion y dosis, con resultados variables en la induccién del desarrollo folicular
y la ovulacién en yeguas (McKinnon y Voss, 1993; Horspool, 2015). Posteriormente,
otros investigadores realizaron aplicaciones de 0,02 a 0,04mg de buserelina cada
12horas via endovenosa, obteniendo resultados similares de tasas de ovulacion en el
tiempo esperado que utilizando hCG (Barrier-Battut et al., 2001), sin embargo, este
altimo protocolo incrementa en gran medida los costos y resulta poco practico en la
rutina de las explotaciones productivas debido a la necesidad de mdultiples aplicaciones
a horarios determinados.

Recientemente un estudio realizado en Espafia (Newcombe y Cuervo-Arango, 2016),
con una unica dosis que va de 0,125 a 1mg, y otros estudios realizados en Francia,
con una sola aplicacion de una dosis de 3 a 6mg, utilizando un producto comercial de
farmacopea humana a base de buserelina evidenciaron una respuesta Optima (tasas
de ovulacion de 84 a 90%) comparadas con las mencionadas anteriormente (Levy y
Duchamp, 2007; Normandin et al., 2016).

El mercado internacional de la farmacopea veterinaria, actualmente produce
preparaciones comerciales a base de buserelina en concentraciones bajas (0,004 a
0,01mg/ml), por lo tanto, para obtener resultados 6ptimos como los ya citados habria
gue inyectar al animal con unos 40 a 100ml del preparado comercial. Existen
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evidencias de que la buserelina utilizada en determinados protocolos de estimulacion
folicular elevaria las tasas de ovulaciones multiples (Newcombe y Cuervo-Arango,
2018), sin embargo dichos ensayos han sido realizados con productos destinados a
humanos. Por este motivo, se hacen necesarios nuevos estudios que permitan la
formulacion de productos adecuados a las necesidades de la produccién equina
mundial asi como también las correspondientes evaluaciones in vivo en los diferentes
sistemas productivos que respalden su uso.

Los objetivos de este estudio son describir la tasa de eficiencia en la induccién de
ovulaciones de un nuevo producto comercial a base de buserelina formulado
especificamente para yeguas y adaptado a las necesidades de la produccién equina
(0,029/100ml); comparar dos dosis diferentes del producto farmacoldgico,
determinando la tasa de ovulacion de cada una dentro de las 48 horas de suministrada
la droga y evaluar el efecto de la edad de las yeguas en la misma.

Materiales y Métodos

La primer etapa de este ensayo experimental dentro de un programa comercial, de tipo
prospectivo clinico, analizé los datos recolectados durante la temporada reproductiva
en los meses de agosto de 2019 a marzo de 2020, en un haras ubicado en la provincia
de Corrientes, Argentina (latitud 27°27°40.30” Sur) donde las yeguas son expuestas a
servicio natural (SN) y transferencia embrionaria (TE). Se utilizaron 51 yeguas (25 de
raza Cuarto de Milla 'y 26 Mestizas) de entre 4 y 22 afios de edad, pre-examinadas e
identificadas como ovulatorias (evidencian un CL funcional determinado por
ultrasonografia). Las mismas fueron examinadas en un régimen periddico a través de
palpacion y ecografia transrectal utilizando transductor lineal 5SMHz. Sedeterminéel
tamano folicular previo a la induccién con buserelina, a través de la distancia media de
dos lineas trazadas perpendicularmente desde los bordes del foliculo dominante en la
imagen congelada (eje mayor + eje menotr/2); edema endometrial clasificado en escala
de 0 (sin edema, gris homogéneo) al 3 (edema marcado con distintos patrones grises
y blancos)segun Ginther y Pierson(1984); dia de la ovulacion (registrada por la
presencia de cuerpo hemorrdgico o cuerpo liteo); dia y hora de induccion con
buserelina.

Los ciclos se asignaron de manera aleatoria a dos grupos. Al momento de presentar
foliculos mayores a 35mm y edema uterino (con clasificaciéon 1-4), fueron inyectadas,
por Unica vez, con 0,2mg de buserelina (G1 N=61) y con 0,4mg de buserelina (G2
N=35), por via endovenosa, como inductor de la ovulacion. Luego, se revisaron cada
12hs hasta corroborar la misma mediante ultrasonografia, considerandose como
exitosa, una ovulacién dentro de las 48hs de la induccién. Las yeguas usadas en el
grupo 1 (que no resultaron prefiadas) continuaron en experimentacion de manera
aleatoria en el siguiente ciclo (G1 o G2). Se utilizaron en promedio 1,45 veces cada
animal.

Se realiz6 un analisis estadistico de chi cuadrado para evaluar las variables
tratamiento- respuesta y comparar sus frecuencias relativas a fin de determinar si
existian diferencias estadisticamente significativas entre ambos tratamientos.
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Se evalu6 también el efecto edad sobre la respuesta en ambos grupos dividiendo a las
yeguas en tres rangos etarios, menores de 10, entre 10 y 15 y mayores a 15 afos,
utilizando el test de chi cuadrado, para corroborar si existian diferencias conforme al
avance de la edad.

Resultados

Se analizaron un total de 96 ciclos estrales. Los resultados se muestran en la Figura 1.
Se observé una tasa de ovulacion de 89% y 77% para G1 y G2 respectivamente. La
diferencia entre grupos tratados no resultd estadisticamente significativa frente al
andlisis del chi cuadrado (p>0.05).

Se realizé un andlisis segun edad dividiendo a las yeguas en tres rangos, menores de
10 afios, de 10 a 15 y mayores a 15 afios. Observando que un 15,7%(8/51) de la
poblacién pertenecia al ultimo grupo. Sin embargo, no se demostraron diferencias
estadisticamente significativas (p>0.05) en las respuestas entre grupos etarios con
ninguna de las dos dosis (85,7% vs 95,4% vs 81, 8% respectivamente para cada
rango del G1y 75% vs 75% vs 85,7% respectivamente para G2) (Figura 2).
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Figura 1. Resultados de induccién a ovulacién con buserelina
Nota: el grupo 1 (G1) recibié 0,2mg y grupo 2 (G2) 0,4mg.
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Figura 2. Respuesta segun edad en cada tratamiento

Conclusiones

Los resultados preliminares expuestos, para esta nueva preparacion comercial de
buserelina, especialmente disefiada y adaptada para su uso en yeguas, demuestran
una tasa de induccion ovulatoria de 89% y 77% con las distintas dosis probadas
(0,2mg vs 0,4mg respectivamente), sin diferencias estadisticamente significativas
entre grupos tratados.

Estos datos reflejan una gran similitud a los ya descriptos por Newcombe y Cuervo-
Arango (2016) (86,9% 0,5mg vs 82,6% con 0,25mg) con la utilizacion de un preparado
comercial de buserelina para utilizacion en humanos (Suprefact®); como asi también
frente a otros analogos sintéticos de la GnRH (81,7 a 91% con 1,5mg de deslorelina;
92% para histrelina con 0,5 o0 1mg) descriptos por McCue et al. (2007) y Voge et al.
(2012) o inductores como la hCG donde McCue et al. observaron una tasa de
ovulacion de 78,4% utilizando 2500Ul, pero con disminuciones en la eficacia de la
misma durante la aplicacion repetida o en yeguas de edad avanzada. La formulacion
utilizada en este experimento clinico evidencia que no hubo diferencias significativas
en la respuesta al tratamiento conforme a los grupos etarios de las reproductoras,
observandose tasas de induccion ovulatoria similares.

De acuerdo a todo lo expuesto, resulta una alternativa competitiva y eficaz frente a
otros productos farmacoldgicos, permitiendo asi su uso en sistemas comerciales de
produccion equina. Algunas ventajas son la utilizacién de dosis pequefias, la no
necesidad de mantener el producto refrigerado, buena respuesta en yeguas de edad
avanzada y que de acuerdo a multiples reportes, no produciria respuesta inmunologica
bloqueante de su propia accién a largo plazo.
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