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PREPARACIONES PARA LA SINCRONICACI()N DE CICLO ESTRAL Y
PROTOCOLOS SIN CIDR EFECTIVOS

Referencias cruzadas v reclamo de una prioridad de una solicitud provisional

Esta solicitud reclama el beneficio bajo 35 U.S.C. A§ 119(e) de la Solicitud Provisional
E.U. 61/206,077, presentada el 26 de Enero, 2009, titulada “Compuestos de sincronizacioén
del ciclo estral y Protocolos”. Esa solicitud provisional, en su totalidad, estd incorporada
por referencia en esta solicitud.

FUNDAMENTO DE LA INVENCION

A. CAMPO TECNICO.

La presente invencion generalmente se relaciona con los campos de la inseminacién
artificial y transferencia de embriones en animales que experimentan ciclo estral y, mas
particularmente, a los protocolos y fdrmacos utilizados para facilitar, administrar, y
controlar la sincronizacién del ciclo estral en dichos animales.

B. SINCRONIZACION DEL CICLO ESTRAL

En produccién animal, “la sincronizacién del ciclo estral” tradicionalmente se refiere a
sincronizacion artificial del ciclo estral a través de un grupo de animales hembras utilizando
manipulacién de hormonas y protocoles de apoyo. Los animales pueden incluir animales
tales como mamiferos como rumiantes o placentas de hembras que no menstrian tales
como ganado femenino.

Los productores de ganado buscan la sincronizacion del ciclo estral en sus rebafios por
sus multiples beneficios econdmicos. Primero, la sincronizaciéon del ciclo estral puede
reducir el numero de dias luego de que una vaca da a luz y antes de que ella pueda iniciar
un nuevo embarazo. Este intervalo acortado incrementa el numero de crias que una vaca
puede producir en su tiempo de vida.

Segundo, y tal vez de manera mas importante, porque en cualquier periodo particular de
apareamiento es de duracion limitada (por ¢j. 45 a 90 dias), y atin puede tomar 18 a 21 dias
confirmar un embarazo luego de la inseminacién, es de mucho valor confirmar el embarazo
de la mayor cantidad del rebafio como sea posible, tan pronto como sea posible,
preferiblemente con el primer intento al inicio del periodo de apareamiento. Si el rebafio
completo puede ser sincronizado en su ciclo estral en la primera semana del periodo de
apareamiento, entonces hay usualmente amplias oportunidades para una segunda y un
tercera oportunidad para concebir durante el resto del periodo reproduccion, mientras que
aquellos quienes no logran un ciclo estral temprano tendran menos oportunidades. Las
vacas que no concibieron durante el periodo regular de reproduccidn requieren
intervenciones adicionales a expensas de los productores. Tercero, las vacas que conciben
temprano en la temporada de reproduccidn produciran terneros que pesan mas al momento
del destete porque los terneros son mas viejos. Cuarto, las vacas que dan a luz temprano



tendran mas dias postparto antes del inicio de la proxima temporada de apareamiento, lo
cual es util para mejorar la salud general de la vaca. Quinto, la sincronizacién del ciclo
estral también permite al productor sincronizar la alimentacién, suplementos,
inmunizaciones, y tratamientos para todas las vacas del rebafio, lo cual permite un manejo
mas eficiente y grandes oportunidades de ganancias. Adicionalmente, la sincronizacién del
ciclo estral permite a los productores cruzar terneras virgenes tres semanas antes de
inseminar el rebafio principal, lo cual de a las terneras un tiempo de recuperacién adicional
después de su primer parto antes de que la préxima temporada de cruce inicie.

Para estos y otros beneficios, los productores intentan coordinar el inicio del ciclo estral
en sus animales, lo cual, sin intervencion, es tipicamente no sincronizado entre un gruo de
animales. Para lograr un inicio sincronizado del ciclo estral, los productores utilizan
hormonas y protocoles de base para intervenir en el ciclo estral de sus animales.

C. Ciclo estral.

El ciclo estral comprende cambios psicoldgicos recurrentes que son inducidos por las
hormonas reproductivas de los mamiferos. El sistema reproductivo de los mamiferos
incluye el sistema hipotalamico el cual libera gonadotropina liberando la hormona (GnRH),
asi como el sistema de la pituitaria que secreta la hormona foliculo estimulante (FSH) y la
hormona luteinizante (LH). El ovario del mamifero libera hormonas que incluyen
estrégenos y progesterona. Las especies que tienen ciclo estral caracterizadas por placentas
de hembras no menstruantes reabsorben el endometrio si la fertilizacidon y concepcion no
ocurren durante un ciclo particular. En dichas especies, las hembras son generalmente
sexualmente activas solo durante la fase estral de su ciclo, una condicién comunmente
referida a estar “en celo”. Por lo tanto, un animal puede ser descrito como ‘“en estro”
cuando esta en esa parte particular del “ciclo estral”.

Estas cuatro fases basicas del ciclo estral en mamiferos y, por lo tanto, en todo ganado
femenino (incluyendo el género Bos de las especies taurinas y zebu), ovejas, conejas, vacas,
nanas, yeguas, y rumiantes femeninos. En la fase inicial, la fase proestral, uno o maés
foliculos del ovario comienzan a crecer. Tipicamente esta fase puede ser tan corta como un
dia, o tan larga como tres semanas, dependiendo de la especie de mamifero. Bajo la
influencia natural del estrogeno, el recubrimiento del utero (el endometrio) se desarrolla. La
segunda fase es el propio estral y se refiere a los dias cuando el animal esta “en celo”. En
esta fase, bajo regulacion por las hormonas gonadotrdpicas, los foliculos ovéricos maduran
y las secreciones de estrogenos comienzan a influenciar el sistema reproductivo. En ganado
femenino, la ovulacién puede ocurrir espontineamente durante esta fase. El estro puede
continuar por un nimero de dias, seguido por el interestro. Durante la tercera fase,
metaestro, las indicaciones de estimulacion de estrogeno disminuyen y el cuerpo luteo
comienza a formarse. El cuerpo luteum es esencial para establecer y mantener un
embarazo. El cuerpo liteo produce progesterona la cual: (a) prepara el utero para el
embarazo por el engrosamiento y desarrollo del endometrio, (b) mantiene el embarazo si la
fertilizacién ocurre, y (c) inhibe al ganado de mostrar signos de estros y ovulacién
permanente. Generalmente, entre mdas grande es el cuerpo luteo este produce mas
progesterona, y en la presencia de progesterona, el foliculo dominante no se rompera,
significando que no ocurrird ovulacién. Ademas, las secreciones del cuerpo luteo inhiben el



LH y FSH. También, el recubrimiento del titero comienza la secrecidon de progesterona.
Esta tercera fase es generalmente corta y puede durar uno a cinco dias. La fase final del
ciclo estral es diestro, la cual esta caracterizada por la producciéon de progesterona por el
cuerpo luteo. En ausencia de un embarazo, la fase diestral termina con la regresion del
cuerpo luteo. El recubrimiento en el utero no es desechada (como en las especies de
mamiferos menstruantes) sino que se reconfigura para el préximo ciclo.

D. Técnicas comunes para la Sincronizacion Estral.

Hoy, mas allé de la sincronizacion estral de un rebafio, la sincronizacié estral también
comprende una amplia variedad de técnicas de manipulaciéon hormonal que intentan
controlar la fecha (s) sobre las cuales una hembra especifica puede ya sea exitosamente ser
inseminada o por otro lado fecundada. Una de las técnicas de sincronizacién mas confiables
utilizadas son los aparatos para la liberacion de farmacos intravaginales controlados
(CIDR®) que se insertan vaginalmente y se dejan en el lugar para introducir hormonas en
un animal. Los aparatos CIDR® son comercializados bajo la marca de comercio CIDR®
por InterAg de Hamilton, Nueva Zelanda, aunque nosotros utilicemos el término en
nuestras descripciones para referirnos genéricamente a dichos insertos vaginales.

Figs. 1 y 2 muestran dos protocolos tipicos para la utilizacion del producto CIDR®. Hay
muchos protocolos diferentes que requieren un producto CIDR®; los dos ejemplos
mostrados en Figs. 1 y 2 no son una lista exhaustiva. La Fig.1 (Arte Previo) describe un
protocolo CIDR® que requiere deteccion de calor antes de la inseminacion artificial (Al).
La Fig.2 (Arte Previo) describe un protocolo CIDR® con inseminacidn artificial regulada
(TAI) no dependiente hasta la deteccion de estros.

Los insertos para ganado CIDR® tipicamente contienen 1.38 gramos de progesterona en
hule elastico moldedado sobre una columna de nylon. Los aparatos son tipicamente
empacados en una bolsita plastica y son insertados utilizando un aparato aplicador especial.
Los insertos para ganado CIDR® son administrados intravaginalmente, uno por animal, en
ganado vacuno para carmne y sus terneras. El inserto para ganado CIDR® libera
progesterona durante un periodo de tratamiento de siete dias. Los CIDRs® generalmente
permiten una liberacién sostenida de hormonas para retrasar el estro por cinco a catorce
dias mientras se espera que el cuerpo liteo de la vaca se mantenga intacto para permitir un
desarrollo apropiado de los foliculos de la vaca hasta que se permite procede con el estro
completo, generalmente bajo la influencia de una inyeccion de prostaglandina.

La administracion recomendada, con el fin de asegurar una sincronizacion satisfactoria,
incluye una inyeccion de una solucion esteril de Lutalyse® (dinoprost trometamina) que
esta tipicamente dada a todo el ganado sincronizado a cada momento de, o dentro del dia
anterior, al remover la CIDR®. La remocién del inserto en el Tratamiento del Dia Sexto o
Sétimo tiene como resultado un goteo en la progesterona en plasma, idealmente activando
el estro dentro de tres dias.

Refiriendo de nuevo a la Fig. 1 (Arte Previo), el uso de un inserto de CIDR® es
mostrado prolongado del Dia Cero al Dia Siete del protocolo. Asociado con la colocacion
del inserto en el Dia Cero estd la administracién de una hormona liberadora de la



gonodatropina inyectable (GnRH). En el Dia Seis o Siete, con la remocion del inserto de
CIDR®, la prostaglandina (tal como Lutalyse®) es tipicamente administrada por inyeccion.
En el protocolo mostrado en la Fig. 1, el usuario debe investigar y detectar los sintomas de
celo en el animal, y luego, efectuar el proceso de la inseminacion artificial (AI). Esta
deteccion del celo en el proceso Al tipicamente ocurre entre el Dia Siete y el Dia Trece
como se calcul6 del dia Cero, el dia de colocacion del aparato CIDR®.

La Fig. 2 (Arte Previo) describe otro protocolo CIDR® que es similar en muchos
aspectos al protocolo descrito en la Fig. 1. Sin embargo, en lugar de basarse en la deteccion
del celo del animal, este segundo protocolo requiere un periodo de tiempo de 60-66 horas
luego del Dia Siete (y la remocion del inserto del CIDR®) para una administracion
adicional de una dosis de GnRH vy el subsecuente Al. Como se indic6 en la Fig. 2, esto
resulta tipicamente en una inseminacidn artificial del animal el Dia Diez.

Aparte de los protocolos de sincronizacion basados en CIDR®, también hay protocolos
de sincronizacion “sin CIDR®” — significando métodos que no requieren el uso de un

CIDR® o un aparato intravaginal para administrar hormonas.

E. Problemas con los protocolos Existentes.

A la fecha, muchas preparaciones hormonales diferentes y protocolos relacionados son
bien conocidos por aquellos con habilidades ordinarias en el arte. Sin embargo, las tasas de
éxito asociadas con el arte previo —con o sin un CIDR®- son menos que deseables,
tipicamente permitiendo para una implantacion o inseminacién exitosa en menos de la
mitad de los intentos.

Adicionalmente, varios problemas son conocidos como existentes con el uso del inserto
de CIDR®. Aunque los promotores de CIDR® aseguran mejores resultados, no es inusual
que la experiencia de las tasas de concepcién son menores al 20% con muchos protocolos
CIDR®, y aun menores tasas con terneras virgenes. Ademds, los resultados son
disminuidos por altas tasas de infeccion y vaginitis, asi como incomidad de los animales y
estrés que son bastante comunes con insertos de CIDR®. El uso de insertos de CIDR®
requiere limpieza cuidadosa de la vulva para evitar infecciones, y muchos protocolos aun
requieren la deteccion del celo para tener efectividad Al Esto seria deseable, sin embargo,
para establecer un protocolo de sincronizacion del estro confiable que no requiere el uso de
un inserto de CIDR®.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién incluye ambos protocolos y preparaciones Uinicas que, entre otros
beneficios, (1) dramaticamente mejoran la tasa de sincronizacién del estro en salud,
madurez, ciclos de ganado femenino asi como en terneras virgenes, (2) ayudan a preservar
el cuerpo lateo, (3) mejoran la tasa de éxito de la transferencia embrionaria (transplante), y
(4) permiten la sincronizacion del estro sin CIDR®, por consiguiente evitando infecciones,
vaginitis, e incomodidad en los animales que ocurre con los aparatos CIDR®.



La presente invencion estd comprendida en una preparacion inyectable para promover la
sincronizacion del estro sin CIDR en placentas de hembras no menstruantes, las cuales
incluyen: (a) un compuesto estrogénico esteroidal tal como el estradiol 17-f (E2), estradiol
benzoato, o similares en una cantidad efectiva para inducir estro en el ciclo del ganado
femenino maduro y saludable; y (b) una progestina esteroidal tal como progesterona,
hidroxiprogesterona, medroxiprogesterona, altrenogest, norgestomet, levonorgestrel, u
otros compuestos progestoginicos o cualquiera derivados, analogos, o agonistas de los
mismos, y cualquiera combinaciones de los mismos, para la preservacion del cuerpo liteo
intacto para un periodo de al menos cinco dvas posterior a la inyeccion; y (¢) un excipiente
compuesto con un compuesto estroginico y una progestina para producir un compuesto
inyectable.

Una incorporacion de la preparacion estd hecha donde el compuesto estrogénico, la
progestina, y el excipiente son combinados en cantidades tales que el compuesto
estrogénico esta en concentraciones de 0.05% a 1.0% por volumen relativo a la totalidad de
la preparacidn inyectable, preferiblemente de 0.06 a 0.125%, y la combinacion estd en una
forma adecuada para aplicacion intramuscular.

Otra incorporacion de la presente invencién incluye una preparacion la cual, cuando
compuesta, obtiene concentraciones progestogénicas de al menos 30mg/mL.

La presente invencion esta también incorporada en protocolos para mejorar las tasas de
fertilizacién y sincronizacion en animales hembras no menstruantes sin la utilizacion de
aparatos dispensadores de hormonas de manera intravaginal. Los protocolos estdn basados
en cuatro pasos ordenados: (1) inyectar intramuscularmente uno o mas hembras con el ciclo
saludables con una primera preparacion hormonal esteroidal para preparar dichas hembras
para inducir el estro; (2) administrar una segunda preparaciéon principalmente de
prostaglandina, o su estro inicial actual y biolégicamente funcional; (3) administraciéon de
una tercera preparacion de un compuesto estrogénico para forzar la ovulacion; y (4)
impregnar cada animal hembra, ya sea a través de inseminacidn artificial u otra forma.

La primera preparaciéon es administrada por inyeccién intramuscular dentro de las
primeras doce horas del dia Cero. La segunda preparacion es administrada por inyeccidon
intramuscular no antes del inicio del Dia Cinco pero no después que el Dia Ocho. La
tercera preparacién es administrada aproximadamente un dia después que la segunda
preparacion, y los animales estan artificialmente inseminados o naturalmente criados
aproximadamente un dia después de la administracion de la tercera preparacion.

El primer paso es administrar a cada animal hembra por inyeccidén intramuscular
aproximadamente 2cm’ de la primera preparacién hormonal esteroidal combinando un
compuesto estrogénico con una progestina. Luego, 5 a 8, preferiblemente 6 o 7, e
idealmente 6 dias mas tarde, cada hembra recibe una inyeccion intramuscular de una
segunda preparacion, especificamente prostaglandinas, o su equivalente bioldgicamente
funcional, en una cantidad para iniciar el estro o la ovulacion. El paso final en el proceso
tipico es el paso adicional de impregnar a los animales hembras, preferiblemente a través de
una inseminacién artificial. Las dos inyecciones apropiadamente administradas,
combinadas con una inyeccion de estradiol subsecuente, mejora las tasas de sincronizacién



del estro, incrementa las tasas de concepcién en terneras virgenes, y lograr la
sincronizacién sin la necesidad de un CIDR®, cuya omision reduce el riesgo de vaginitis e
infecciones vaginales y disminuye la incomodidad animal.

Una preparacion y protocolo relacionados estan relacionados como una incorporacion
alternativa que es utilizada para sincronizar vacas donadoras. Dichas incorporaciones
incluyen un protocolo base el Protocolo DonorSync ™, para utilizar la preparacion de las
anteriores incorporaciones para preparar las vacas donadoras para la transferencia
embrionaria (ET). En la practica (ET), las vacas donadoras son a menudo tratadas con un
protocolo de hormona para facilitar la produccién de embriones. La vaca donadora esta
inseminada en el momento apropiado, y los embriones son recolectados aproximadamente
6-8 dias después de la fecundacion. Cuando los embriones de la vaca donadora son
recolectados, necesitan ser inmediatamente trasplantados en la vaca que los recibe. Para que
el embrién sobreviva y llegue a ser un embarazo vivo, cada recipiente del estro de la vaca
en el ciclo del estro debe estar en el mismo estado del ciclo de la vaca donadora de tal
forma que el utero de la vaca que lo recibe esté preparado para recibir el embrion. El
presente protocolo de la invencién, utilizando DonorSync™™" con su concentracién mas alta
de progestina a diferencia de la preparacién de Supersync'™, ha mostrado ser altamente
afectivo en reanudar la ola folicular. Cuando es seguido por un protocolo FSH y PG, el
DonorSync™  produce excelentes resultados en la produccion de transferencia de
embriones.

Ademss, los protocolos de la presente invencion y las preparaciones son también
utilizadas en ET utilizando embriones congelados.

También es apreciado que muchos aspecto invaluables de la presente invencién pueden
ser entendidos o expresados desde otros puntos de ventaja. Desde ¢l conjunto de un equipo,
por ejemplo, puede ser apreciado que aspectos de la presente invencién permiten para un
equipo que contiene ambas preparaciones y protocolos ser seguidos de un logro de
sincronizacion del estro. Aun otra incorporacidn de la invencidn se relaciona con productos
hechos por los protocoles descritos asi como aparatos y sistemas para efectuar todos o parte
de dichos protocolos.

Muchos otros objetos, caracteristicas, y ventajas de la presente invencidén seran
evidentes del resto de esta solicitud a la luz de un entendimiento mas exhaustivo de las
numerosas dificultades y retos enfrentados por el arte previo, el cual por lo tanto serd
evidente para aquellos con habilidad en el arte. Al final, mientras que hay muchas variables
alternativas, modificaciones, y sustituciones en el ambito de la invencidn, alguien con
habilidad ordinaria en el arte podria considerar el &mbito de la invencién con una revisiéon
de las reivindicaciones que estdn como apéndice aqui (incluyendo cualquiera enmiendas
hechas a esas reivindicaciones en el curso del tramite de esta y solicitudes relacionadas)
como se ha considerado en el contexto del arte previo y las varias descripciones de esta
solicitud.



DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES PREFERENTES

La ensefianza de las presentes invenciones son las realizaciones preferentes como
preparaciones hormonales inyectables y como protocolos que usan dichas preparaciones
con el fin de mejorar la sincronizacién del estro y lograr un porcentaje mas alto de la
sincronizacién del estro asi como la preservacion deseada de una mayor cantidad de los
tamafios del cuerpo luteo. Serd entendido por aquellos con habilidad en el arte que los
protocolos y las preparaciones administradas descritas abajo en conjunto con la presente
invencion son ademas facilitados por otras técnicas conocidas para optimizar los beneficios
de la sincronizacién del estro. Estas otras técnicas incluyen el mantenimiento de una
nutricion adecuada asi como esfuerzos para mantener suficientes marcadores corporales en
conjunto para las vacas y terneras. Aquellos con habilidad en el arte también reconoceran
aplicaciones alternativas de los compuestos y métodos de la presente invencidén que puede
incluir la preparacion de vacas receptoras de la implantacion de embriones.

Para referencia en varios aspectos de las realizaciones preferidas de la presente
invencidn, el Solicitante ha desarrollado una formulacién preferida para una preparacién
hormonal esteroidal que el Solicitante espera comercializar bajo la designacion
“SuperSync™”. La formulacién de la preparacion de SuperSync™ es una combinacion de
compuestos estrogénicos, una progestina, y los excipientes apropiados para lograr una
forma inyectable. Por un compuesto “estrogénico”, queremos decir un estrégeno sintético o
artificial (por ej. un compuesto estrogénico esteroidal) o derivados, andlogos, o agonistas de
los mismos, y cualquiera combinaciéon de los mismos. Asimismo, por una “progestina”,
nosotros queremos decir una progesterona artificial o sintética (por €j. un compuesto
progestrogénico esteroidal), tal como, por ejemplo, progesterona, hidroxiprogesterona,
medroxiprogeseterona, altrenogest, norgestomet, levonorgestrel, u otros compuestos
progestogénicos, o derivados, andlogos, o agonistas de los mismos, y cualquiera
combinacion de los mismos. Preferiblemente, el compuesto estrogénico es seleccionado del
grupo de estradiol 17-8 o benzoato de estradiol, o sus derivados, analogos, agonistas y
similares.

Para lograr la preparacion que es adecuada para inyeccion intramuscular, el compuesto
estrogénico y la progestina son compuestos con un excipiente que preferiblemente combina
una base portadora anhidra (tal como aceite de semilla de sésamo, aceite de semilla de
algodon, aceite de oliva) con uno o mas solventes excipientes. En las realizaciones
preferidas, los solventes excipientes son fenilmetanol (aproximadamente 10% del volumen
final) y un co-solvente ester fenilmetil acido benzoico (aproximadamente 10% del volumen
final). El excimero estd compuesto con al menos 1 mg/mL de compuesto estrogénico
(preferiblemente 1.25 mg/mL). Para una dosis de 2 cm’, las preparaciones preferidas
proporcionan de 2 a 3 mg de estradiol 17-8, la cual es una cantidad efectiva para iniciar el
estro o, en otras palabras, para reanudar la ola folicular en una ternera o una vaca
(incluyendo vacas no bovinas) y al menos 30 mg/mL del compuesto progestogénico
(preferiblemente mas de 40 mg/mL y aproximadamente 60 mg/mL), de los cuales se
encontrd son efectivos para la preservacion del cuerpo liteo intacto por cinco o mas dias
desde la fecha de inyeccion. La cantidad maxima de estradiol 17-8 nunca debera exceder 5
mg por dosis.



La Fig. 3 describe la metodologia de un Protocolo SuperSync™ de acuerdo a los
procesos de la presente invencién. La Fig. 4 proporciona una tabla de flujo que describe
paso a paso la manera de la metodologia del protocolo de la presente invencion.
Inicialmente (Paso 402 en Fig. 4), es necesario identificar el Dia Cero para el protocolo por
la determinacién de un periodo de tiempo de 45-60 dias post parto. Al iniciar el protocolo
no mas temprano que en este periodo de tiempo se asegura un ttero involucionado. El Dia
Cero (Paso 404), 2 cm’ de la formulacion propietaria (SuperSync™) es administrada por
inyeccion (IM) intramuscular, preferiblemente en el cuello del animal. La formulacion de la
preparacion propietaria puede variar moderadamente, pero en la realizacién preferida
incluye progesterona y estradiol en una relacion de 60 mg/mL de progesterona a 1.25
mg/mL de estradiol. Esta preparacion propietaria debe ser administrada en las primeras
doce horas del Dia Cero.

Las preparaciones administradas descritas arriba en el protocolo (Protocolo
SuperSync'™) generalmente efectian las siguientes funciones en el proceso de
sincronizacion estral. La preparacion propietaria de progestina y estradio proporciona una
combinaciéon simultdnea Unica de efectos. Como se indicé arriba, el componente de
progestina mantiene a una vaca o ternera fuera del celo y extiende el ciclo estral. La
combinacié de progestina/estradiol, cuando es administrada el Dia Cero, reanuda la ola
folicular en el animal. La prostaglandina (PG) se prepara para la iniciacion del celo en el
animal. El estradiol, administrado de manera subsecuente a la prostaglandina, ademas
facilita la ovulacion. La hormana liberadora de Gonadotropina (GnRH), como se indicé
arriba, es una hormona que activa la ovulacion o inicia el desarrollo de una nueva ola
folicular. La Hormona Luteinizante (LH) también inicia la ovulacion y la hormona
estimulante del foliculo (FSH) promueve la formacién folicular. La progestina iguala a la
progesterona natural producida por el cuerpo liteo luego de la ovulacion lo cual prepara el
utero para el embarazo y sirve para mantener la vaca o ternera de volver al celo.

El Estradiol es el mas comun, y generalmente considerado como siendo la hormona
estrogena mas efectiva. El Estradiol 17-8 es una hormona que ocurre naturalmente que
tiende a tener como resultado la reaccién mas rapida en las vacas. El Benzoato de Estradiol
es una alternativa posible a estradiol 17-8. Las composiciones contenidas en la preparacion
propietaria (SuperSync™) administrada en el Dia Cero, por lo tanto, efectia las
importantes funciones hacia los objetivos del protocolo. La progestina ayuda a preservar el
cuerpo luteo en buena condicién por la suspension de la suspension de pituitaria. En
esencia la progestina asegura que el cuerpo liteo permanece intacto. Las funciones del
estradiol de reanudar la ola folicular. Especificamente, el estradiol 17-8 (E2) echa abajo el
foliculo dominante, por lo tanto, liberando el ovocito (ovulacién), el cual llega a ser el
huevo (una vez fertilizado). La ruptura del foliculo también llega a ser el cuerpo luteo o se
adiciona al mismo (presumiendo que un cuerpo liteo era pre-existente).

El segundo paso de la accién del Protocolo SuperSync™ (Paso 406) toma lugar el Dia
X, donde el Dia X es cualquier dia de 5 a 8 dias luego del Dia Cero, aunque podria iniciar
tan pronto como el cuerpo luteo se haya adecuadamente vuelto a desarrollar. El Dia X, por
lo tanto, 5 cm’ de prostaglandina (PG) se administra por inyeccién intramuscular,
preferiblemente en el cuello del animal, y preferiblemente dentro de las cuatro horas a



partir de las 8:00 am y Optimamente dentro de una hora a partir de las 9:00am. En una
realizacion preferida, la prostaglandina (PG) utilizada podria ser un producto
comercializado como Lutalyse® (una Marca de Comercio Registrada de Pharmacia &
Upjohn Co. de Michigan) el cual contiene la prostaglandina F2a que ocurre naturalmente
(dinoprost) asi como la sal de trometamina. Cada milimetro contiene dinoprost trometamina
equivalente a 5 mg de dinoprost. Alternativamente, en las realizaciones preferentes, la
prostaglandina (PG) puede ser un producto comercializado como Extrumate® (una Marca
de Comercio Registrada de Schering-Plough de New Jersey) la cual es una prostaglandina
sintética estructuralmente andloga relacionada con la prostaglandina F2a. Cada milimetro
de la solucién acuosa, decolorada contiene 263 mcg de sodio cloprostenol (equivalente a
250 mcg de cloprostenol). En cualquier caso, las funciones de la prostaglandina de llevar a
una ternera o vaca al celo, por lo tanto desbaratando el tejido amarillo que elabora el cuerpo
luteo, causando la liberacion de la esencia y otros signos del celo. Este proceso por lo tanto
fuerza la ovulacién la cual es el inicio del estro completo.

La tercera paso de accion (Paso 408) tipicamente ocurre en el Dia Y, el cual es el dia
inmediato siguiente al Dia X, pero debe ocurrir dentro de las 12 a 36 horas luego de
administrar la segunda preparacion en donde 1 cm® de estradiol es administrado, en algin
momento del Dia Y, preferiblemente dentro de las cuatro horas a partir de la 1:00pm, y
optimamente dentro de una hora a partir de la 1:00pm. Esta administracion de las funciones
de estradiol para simular la pituitaria para liberar hormonas que causan la ovulacién (por e;j.
ovocito por goteo, vulva abultada, etc). El estradiol utilizado aqui y en cualquier lugar en
los protocolos de preferencia es preferiblemente el estradiol 17-8 (E2) o el benzoato de
estradiol, sin embargo debe ser apreciado que varios otros compuestos sintéticos
estrogénicos, o sus derivados, analogos, o agonistas, y cualquier combinacion de los
mismos, pueden ser usados como alternativas menos preferentes. Debe ser apreciado
ademas, que, con el riesgo de marginar los beneficios de la dosis en las realizaciones de
preferencia, otras concentraciones alternativas y/o volimenes pueden ser utilizados. Por
ejemplo, puede ser apreciado que ciertos aspectos de la invencion pueden ser logradas a
través de la administracion de otras concentraciones de compuestos de estrogeno, siempre
que al menos un miligramo de estradiol 17-8, u otra dosis biolégicamente funcional y
equivalente de un compuesto estrogénico esteroidal, sea administrada.

El paso final de accién (Paso 410) en el Protocolo SuperSyncTM es llevado a cabo el dia
Z, el cual es el dia inmediatamente siguiente al Dia Y, en donde la inseminacién es
efectuada en el Dia Z, preferiblemente dentro de las cuatro horas luego de las 2:00 pm, y
optimamente dentro de una hora a partir de las 2:00pm. La inseminacion puede ser llevada
a cabo con semen descongelado o congelado, con una fertilizacién tipica que ocurre de 4-6
horas posteriores a la inseminacion.

Para aquellos con habilidad en el arte se podra reconocer que el protocolo de la presente
invencién como se describe arriba es una labor menos intensiva que aquellos protocolos
asociados con el uso de los aparatos CIDR® y pueden ser utilizados en animales hembra
que son genéticamente incompatibles con el uso de CIDR® (por ¢j. vacas Beefmaster que
tipicamente no pueden retener un CIDR® en su lugar) o hembras individuales que no
toleran el CIDR® (por ej., cicatrices vaginales de embarazos previos). El protocolo de la
presente invencion es menos traumatico para las vacas y terneras, y se puede esperar que
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generalmente mantengan una mejor salud durante la administracién del protocolo que con
el sistema CIDR®. Sin embargo, el protocolo y la preparacién propietaria han sido
descritos en conjunto con un grupo de revelaciones preferentes, lo que serd reconocido por
aquellos con habilidad ordinaria en el arte que ciertas modificaciones a los protocolos y a la
formulacion pueden ser hechos sin apartarse del espiritu y dmbito de la invencién. Las
variaciones basadas en el tamafio del rebafio y/o el tamafio y estado de salud de las vacas
como individuos y las terneras, llegaran a ser palpables. Asimismo, las variaciones en la
proporcién de los compuestos para elaborar la preparacién propietaria sera palpable para
aquellos con conocimiento en la materia sobre una consideracién de las solicitudes
especificas a las cuales el protocolo estd dirigido. En otras palabras, algunas de dichas
variaciones serian apropiadas para uso de los protocolos en conjuncidén con inseminacion
natural o artificial versus un uso similar de protocolos para implantacién de embriones.
Como se indico, estas variaciones, dados los conceptos basicos de la presente invencion, no
necesariamente parten del espiritu y &mbito de la invencion.

~ Los resultados que los Solicitantes son capaces de lograr utilizando la presente
invencion son sorprendentemente mejores que los del arte previo. Por ejemplo, aunque atin
continla sin publicar, los estudios controlados han indicado tasas de concepcion
dramaticamente mayores en terneras lecheras Holstein utilizando un protocolo sin CIDR®
en donde la segunda preparacion fue administrada en el Dia 6. Similarmente, aunque los
resultados pueden variar con controles pobres, la sincronizacidn estral utilizando la presente
invencién ha sido preliminarmente reportada a un grado tal que mas del entonces 90% de
un rebafio alcanzo casi simultaneamente el estro, siendo reportado el hecho con dos horas
uno del otro.

Muchos otros objetos, caracteristicas, y ventajas de la presente invencion seran
evidentes a partir del resto de esta solicitud a 1a luz de un méas exhaustivo entendimiento de
las numerosas dificultades y retos enfrentados por el arte previo, el cual por lo tanto serd
evidente para aquellos con habilidad en el arte. Al final, aunque existen muchas alternativas
de variaciones, modificaciones y substituciones dentro del ambito de la invencion, una
persona con habilidad ordinaria en el arte podrd considerar el &mbito de la invencién a
partir de una revision de las reivindicaciones que estan en el apéndice de esta (incluyendo
cualquier enmienda hecha a aquellas reivindicaciones en el curso del tramite de esta y las
solicitudes relacionadas) como se considerd en el contexto del arte previo y de las varias
descripciones de esta solicitud.

Por ejemplo, una realizacion alternativa de la presente invencion involucra €l uso de una
forma de la primera preparacion (y en una dosis mas alta) en vacas donadoras para alcanzar
una sincronizacién del estro exitosa en la preparacion para producciéon de embriones,
recoleccion, y transferencia a vacas receptoras. Esta realizacion es efectiva en vacas
taurinas pero es especialmente efectiva en Brahman u otras vacas zebu. La Fig. 5 describe
Ja metodologia de un Protocolo DonorSync™ de acuerdo con el proceso de la presente
invencion. Para esta realizacion, uno o mas de las variaciones preferentes de la preparacion
del Dia Cero de las realizaciones previas es utilizada para preparar a la vaca donadora. La
cantidad inyectada de dichas preparaciones, sin embargo, es incrementada—
preferiblemente de 30% a 150% mas que en la descripcién del arte previo. Mas
preferiblemente, la vaca donadora es inyectada con la primera preparacién en una dosis de
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3.0a4.5 cm’ y, iniciando cuatro dias mas tarde, un curso multi-dias de la hormona foliculo
estimulante (FSH) administrada intramuscularmente dos veces diariamente para producir
mas ovocitos, concluyendo con la inyeccidon de prostaglandina para ruptura de todos los
foliculos desarrollados. Luego de la ovulacion, la vaca donadora es inseminada, usualmente
muchas veces en un periodo de 12 a 24 horas. Mas tarde, en el Dia T, tipicamente Dia 7, los
embriones son recolectados de los donadores y transferidos a cada uno de los receptores o
preservado por congelamiento.
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REIVINDICACIONES

1. Una preparacién inyectable, administrada por inyeccion intramuscular, para la
promocién de sincronizacidn estral sin CIDR en ganado ciclicamente fértil, maduro, y
saludable, comprendiendo: (a) un compuesto estrogénico esteroidal tal como, por ejemplo,
estradiol 17-8, estradiol benzoato, o cualquiera derivados, andlogos, o agonistas de los
mismos, y cualquiera combinaciones de los mismos, en una cantidad efectiva para inducir
el estro en ganado femenino maduro, saludable; y (b) una progestina esteroidal tal como,
por ejemplo, progesterona, hidroxiprogesterona, medroxiprogesterona, altrenogest,
norgestomet, levonorgestrel, u otros compuestos progestogénicos o cualquiera derivados,
analogos, o agonistas de los mismos, y cualquiera combinaciones de los mismos, para la
preservacion del cuerpo luteo intacto por un periodo de al menos cinco dias luego de su
inyeccion; y (¢) un excipiente anhidro compuesto con dicho compuesto estrogénico y dicha
progestina para producir un compuesto adecuado para la inyeccion intramuscular.

2. Una preparacion tal y como se presenta en la reivindicacién 1, en donde dichas
concentraciones progestogénicas son al menos 30 mg/mL luego de compuestas.

3. Una preparacion como se reivindicé en la reivindicacién 1, en donde dicho
compuesto estrogénico, dicha progestina, y dicho excipiente estdn combinados en
cantidades tales que dicho compuesto estrogénico estd en concentraciones de al menos
0.025% por volumen relativo a la totalidad de la preparacién inyectable.

4. Una preparacion como se reivndico en la reivindicacién 1, en donde dicho
compuesto estrogenico y dicha progestina estan combinadas en volumenes tales que dicho
compuesto estrogénico esta en concentraciones en el rango de desde 0.05 a 1.0% por
volumen relativo a la totalidad del volumen de la preparacion inyectable.

S. Una preparacion como se reivindicoé en la reivindicacion 1, en donde dicho
compuesto estrogénico y dicha progestina estan combinadas en voliumenes tales que dicho
compuesto estrogénico estd en concentraciones en el rango desde 0.06 a 0.125% por
volumen relativo a la totalidad del volumen de la preparacion inyectable.

6. Un método sin CIDR® para mejorar la sincronizacién estral y las tasas de
fertilizacioén en uno o mas rebafios femeninos, ciclicos, maduros y saludables que estan al
menos en 45 dias postparto —sin la utilizaciéon de aparatos dispensadores de hormonas
intravaginales—donde el método comprende los pasos secuenciales de:

(a) administrar, en el Dia Cero, por inyeccion intramuscular a cada uno de los rebafios
femeninos, ciclicos, maduros y saludables una primera preparaciéon hormonal
esteroidal comprendiendo una combinacion de un compuesto estrogénico y una
progestina compuesta en un excipiente anhidro, para inducir el estro en el rebafio
femenino, ciclico, maduro y saludable; y

(b) posteriormente, en algiin momento del Dia X (donde el Dia X esta entre 5 a 8 dias
luego de Dia Cero), administrar una segunda preparaciéon comprendiendo
prostaglandina, o su equivalente biolégicamente funcional, a cada una del rebafio
femenino, ciclico, maduro, y saludable en una cantidad efectiva para inciar el estro;

y
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(c) posteriormente, entre 12 a 36 horas luego de la administracion de la dicha segunda
preparacion, administrar a cada una del rebafio femenino, ciclico, maduro, y
saludable una tercera preparaciéon comprendiendo un compuesto estrogénico en una
cantidad que fuerce la ovulacion.

7. El método de la reivindicacion 6, ademas comprendiendo el paso adicional de
intentar impregnar a cada una del rebafio femenino, ciclico, maduro y saludable en el Dia Z
en no menos de doce horas luego de administrar dicha tercera preparacion.

8. El método de la reivindicacidon 7 en donde dicha primera preparaciéon hormonal
esteroidal comprende una combinacién de un compuesto estrogénico y una progestina para
inducir el estro en un rebafio femenino, ciclico, maduro, y saludable es administrada dentro
de las primeras doce horas del Dia Cero, dicha segunda preparacion es administrada dentro
de las cuatro horas a partir de las 8:00 am en el Dia X donde €l Dia X es 6 a 7 dias luego
del Dia Cero, dicha tercera preparacion es administrada dentro de las cuatro horas a partir
de la 1:00 pm en el Dia Y, y dicho paso de intento de impregnar comprende la
inseminacion artificial dentro de las cuatro horas a partir de las 2:00 pm el Dia Z.

9. El método de la reivindicacion § en donde dicha primera preparacién hormonal
comprende una combinacion de un compuesto estrogénico y una progestina para inducir el
estro en un rebafio femenino, ciclico, maduro, y saludable que es administrada dentro de las
primeras doce horas el Dia Cero, dicha segunda preparacion es administrada dentro de la
hora siguiente a las 9:00 am el Dia X en donde el Dia X es 6 dias luego del Dia Cero, dicha
tercera preparacién es administrada dentro de una hora de 1:00 pm el Dia Y, y dicha
inseminacion es efectuada dentro de una hora de 2:00 pm el Dia Z.

10.  El método de la reivindicacion 6 en donde dicha primera preparacion hormonal
esteroidal es una preparacion inyectable, administrada por inyeccién intramuscular, para
promover el no uso de CIDR® para la sincronizacion estral en rebafios femeninos, ciclicos,
maduros y saludables comprendiendo: (a) un compuesto estrogénico esteroidal tal como,
por ejemplo, estradiol 17-8, estradiol benzoato, o cualquiera de sus derivados, analogos, o
agonistas de los mismos, y cualquiera combinaciones de los mismos, en una cantidad
efectiva para inducir el estro en rebafios femenino ciclico, maduro, y saludable; y (b) una
progestina esteroidal tal como, por ejemplo, progesterona, hidroxiprogesterona,
medroxiprogesterona, altrenogest, norgestomet, levonorgestrel, u otros compuestos
progestogénicos o cualquiera derivados, andlogos o agonistas de los mismos, y cualquiera
combinaciones de los mismos, para la preservacion del cuerpo liteo intacto por un periodo
de al menos cinco dias luego de su inyeccion; y (¢) un excipiente compuesto con dicho
compuesto estrogénico y dicha progestina para producir un compuesto aceptable para
inyeccion intramuscular.

11.  El método de la reivindicacién 6 en donde dicha primera preparacion hormonal en
una preparacion inyectable, administrada por inyeccién intramuscular, para la promocion
del no uso de CIDR en la sincronizacion estral en rebafios femeninos, ciclicos, maduros y
saludables comprendiendo: (a) un compuesto estrogénico esteroidal tal como, por ejemplo,
estradiol 17-8, estradiol benzoato, o cualquier derivado, andlogo, o agonista de los mismos,
y cualquiera combinacion de los mismos, en una cantidad efectiva para inducir estro en un
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rebafio efectivo ciclico, maduro y saludable; y (b) una progestina esteroidal tal como, por
ejemplo, progesterona, hidroxiprogesterona, = medroxiprogesterona,  altrenogest,
norgestomet, levonogestrel, u otros compuestos progestogénicos o cualquiera derivados,
analogos, o agonistas de los mismos, y cualquiera combinaciones de los mismos, para la
preservacion del cuerpo luteo intacto por un periodo de al menos cinco dias luego de su
inyeccion; y (¢) un excipiente anhidro compuesto con dicho compuesto estrogénico y dicha
progestina para producir un compuesto adecuado para inyeccion intramuscular, y ademas,
en donde dicho compuesto estrogénico, dicha progestina, y dicho excipiente estan
combinados en cantidades tales que dicho compuesto estrogénico esta en concentraciones
en el rango de 0.05% a 1.0% por volumen relativo a la totalidad de la preparacion
inyectable.

12. El método de la reivindicacion 7 en donde dicha primera preparacion hormonal
esteroidal estd en una preparacion inyectable, administrada por inyeccién intramuscular,
para promover el no uso de CIDR para la sincronizacion estral en rebafios femeninos
ciclicos, maduros, y saludables, comprendiendo: (a) un compuesto estrogénico esteroidal
tal como, por ejemplo, estradiol 17-8, estradiol benzoato, o cualquiera derivados, analogos,
o agonistas de los mismos, y cualquiera combinaciones de los mismos, en una cantidad
efectiva para inducir el estro en rebafios femenino ciclico, maduro y saludable; y (b) una
progestina esteroidal tal como, por ejemplo, progesterona, hidroxiprogesterona,
medroxiprogesterona, altrenogest, norgestomet, levonorgestrel, y otros compuestos
progestogénicos o cualquiera derivados, andlogos, o agonistas de los mismos, y cualquiera
combinaciones de los mismos, para la preservacion del cuerpo luteo intacto por un periodo
de al menos cinco dias luego de su inyeccion; y (¢) un excipiente compuesto con dicho
compuesto estrogénico y dicha progestina para producir un compuesto adecuado para
inyeccion intramuscular, y ademds, en donde dicho compuesto estrogénico y dicha
progestina estan combinadas en volumenes tales que dicho compuesto estrogenico estd en
concentracion en el rango de desde 0.06 a 0.125% por volumen relativo a la totalidad del
volumen de la preparacion inyectable.

13.  Un método para mejorar la sincronizacién del estro y las tasas de fertilizaciéon en
una o mas terneras virgenes saludables, --sin la utilizaciéon de un aparato dispensador de
hormona intravaginal—donde el método comprende la secuencia de pasos de:

(a) Administrar, el Dia Cero, por inyeccion intramuscular a cada una de las terneras
fértiles y virgenes una primera preparacion hormonal esteroidal comprendiendo una
combinacion de un compuesto estrogénico y una progestina y una progestina para inducir el
estro en terneras virgenes y saludables; y

(b) Posteriormente, en algun momento del Dia X (donde el Dia X es 5 a 8 dias luego del
Dia Cero), administrar una segunda preparaciéon comprendiendo prostaglandina, o su
equivalente, a cada una de las terneras virgenes y saludables, en una cantidad efectiva para
iniciar el estro; y

(© Posteriormente, en algin momento del Dia Y (donde el Dia Y es un dia mas tarde
que el Dia X) pero no menos de 12 horas luego de administrar dicha segunda preparacion,
administrar a cada una de las terneras virgenes y saludables una tercera preparacidon
comprendiendo un compuesto estrogénico en una cantidad para forzar la ovulacidn; y



(d) Posteriormente, en algin momento del Dia Z (donde el Dia Z es un dia mas tarde
que el Dia Y) pero no menor a 12 horas luego de la administracion de dicha tercera
preparacidn, inseminar cada una de las terneras virgenes y saludables.

14.  El método de la reivindicacion 13 en donde dicha primera preparacion hormonal
esteroidal comprende una combinacién de un compuesto estrogénico y una progestina para
inducir el estro en terneras virgenes y saludables que es administrada dentro de las primeras
doce horas en el Dia Cero, dicha segunda preparacion es administrada dentro de las cuatro
horas a partir de las 8:00 am en el Dia X donde el Dia X es 6 a 7 dias luego del Dia Cero, y
dicha tercera preparacion es administrada dentro de las cuatro horas después de la 1:00 pm
el Dia Y, y dicha inseminacion es efectuada dentro de las cuatro horas a partir de las 2:00
pm el Dia Z.

15.  El método de la reivindicaciéon 14 en donde dicha primera preparacion hormonal
esteroidal comprende una combinacién de un compuesto estrogénico y una progestina para
inducir estro en terneras virgenes sanas que es administrado dentro de las primeras doce
horas el Dia Cero, dicha segunda preparacion es administrada dentro de la hora siguiente a
partir de las 9:00 am el Dia X donde el Dia X es 6 dias luego del Dia Cero, y dicha tercera
preparacién es administrada dentro de la hora siguiente a partir de la 1:00 pm el Dia Y, y
dicha inseminacion es efectuada dentro de la hora siguiente a partir de las 2:00 pm el Dia Z.
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

La presente invencidn incluye ambos protocolos v
preparaciones (nicas que, entre otros beneficios, (1)
dramaticamente mejoran la tasa de sincronizacion del estro en
salud, madurez, ciclos de ganado femenino asi como en
terneras virgenes, (2) ayudan a preservar el cuerpo ldteo, (3)
mejoran la tasa de éxito de la transferencia embrionaria
(transplante), y (4) permiten la sincronizacién del estro sin
CIDR®, por consiguiente evitando infecciones, vaginitis, e
incomodidad en los animales que ocurre con los aparatos
CIDR®.

La presente invencion estd comprendida en una preparacion
inyectable para promover la sincronizacion del estro sin CIDR
en placentas de hembras no menstruantes, las cuales
incluyen: (a) un compuesto estrogénico esteroidal tal como el
estradiol 17-p (E2), estradiol benzoato, o similares en una
cantidad efectiva para inducir estro en el ciclo del ganado
femenino maduro y saludable; y (b) una progestina esteroidal
tal como progesterona, hidroxiprogesterona,
medroxiprogesterona, altrenogest, norgestomet,
levonorgestrel, u ofros compuestos progestoginicos o
cualquiera derivados, analogos, o agonistas de los mismos, y
cualquiera combinaciones de los mismos, para la
preservacion del cuerpo liteo intacto para un periodo de al
menos cinco dvas posterior a la inyeccion; y (¢) un excipiente
compuesto con un compuesto estroginico y una progestina
para producir un compuesto inyectable.

Una incorporacién de la preparacion estd hecha donde el
compuesto estrogénico, la progestina, y el excipiente son
combinados en cantidades tales que el compuesto estrogénico
estd en concentraciones de 0.05% a 1.0% por volumen
relaivo a la totalidad de la preparacion inyectable,
preferiblemente de 0.06 a 0.125%, y la combinacion esta en
una forma adecuada para aplicacién intramuscular.

Ofra incorporacién de la presente invencion incluye una
preparacién la cual, cuando compuesta, obtiene
concentraciones progestogénicas de al menos 30mg/mL.

La presente invencion estd también incorporada en protocolos
para mejorar las tasas de fertilizacion y sincronizacién en
animales hembras no menstruantes sin la utilizacion de
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Resumen: aparatos dispensadores de hormonas de manera intravaginal.

Los protocolos estan basados en cuatro pasos ordenados: (1)
inyectar intramuscularmente uno o mas hembras con el ciclo
saludables con una primera preparacion hormonal esteroidal
para preparar dichas hembras para inducir el estro; (2)
administrar una segunda preparacién principalmente de
prostaglandina, o su estro inicial actual y biolégicamente
funcional; (3) administracidn de una tercera preparacion de un
compuesto estrogénico para forzar la ovulacién; y (4)
impregnar cada animal hembra, ya sea a través de
inseminacion artificial u otra forma.

La primera preparacién es administrada por inyeccién
inframuscular dentro de las primeras doce horas del dia Cero.
La segunda preparacion es administrada por inyeccion
intramuscular no antes del inicio del Dia Cinco pero no
después que el Dia Ocho. La tercera preparacién es
administrada aproximadamente un dia después que Ila
segunda preparacion, y los animales estan artificialmente
inseminados o naturalmente criados aproximadamente un dia
después de la administracién de la tercera preparacion.
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