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1 INTRODUCCION GENERAL

La transferencia de embriones en bovinos es una industria bien establecida, con
mas de 500 mil embriones transferidos anualmente en el mundo. Actualmente,
el uso de esta tecnologia esta enfocado hacia el mejoramiento genético animal.
Uno de los principales beneficios que ofrece la transferencia de embriones es la
produccion de embriones in vivo libres de enfermedades, lo cual es de gran
importancia para el intercambio internacional de material genético asi como
para los programas de control de enfermedades (Mapletoft, 2012). Sin
embargo, a pesar de que actualmente se cuenta con técnicas y protocolos para
desarrollar programas de transferencia de embriones, aln permanece un
problema que es constante para cualquier especialista dedicado a la produccion
de embriones in vivo, éste es la variabilidad en la respuesta superestimulatoria,
lo cual se refiere a una incapacidad para normalizar la respuesta ovulatoria
(nimero de cuerpos luteos) asi como la produccién de embriones transferibles

dentro y entre animales superestimulados (donadoras).

La somatotropina bovina recombinante (rbST) es una hormona que ha sido
utilizada como complemento a los programas de produccién de embriones,
debido a su capacidad para estimular el reclutamiento y desarrollo folicular. Por
tanto, en este documento se presenta una revision del efecto de la rbST sobre
la fisiologia reproductiva y produccion de embriones en bovinos. Ademas, se
incluye un apartado sobre algunos de los factores que pueden afectar el
resultado de un programa de superestimulaciéon asi como una descripcion de la
interaccion entre medio ambiente (estrés calorico) y la fisiologia reproductiva de
la hembra.

La revision sirvio como base para el desarrollo del trabajo de investigacion que
se anexa a este documento. Este trabajo de investigacién tuvo como obijetivo
evaluar la respuesta ovulatoria y produccion de embriones en vaquillas Holstein

después de ser tratadas con una o dos dosis de rbST.



2 REVISION DE LITERATURA

2.1 Estrés calorico y reproducciéon animal

El estrés caldrico puede ser definido como el conjunto de fuerzas inducidas por
las altas temperaturas que desencadenan ajustes desde niveles sub-celulares
hacia el resto del organismo para ayudar a la vaca a evitar disfunciones
fisiologicas a causa de la hipertermia o para adaptarse a las nuevas
condiciones ambientales (Kadzere et al., 2002). Para determinar si la vaca se
encuentra en estrés cal6rico se ha usado el indice de temperatura-humedad
(Thom, 1959; Dikmen y Hansen, 2009), donde valores de 70-78 indican
condiciones estresantes y valores superiores a 78 indican extremo estrés
(Kadzere et al., 2002). También, se puede considerar que temperaturas por
encima de la zona termoneutral de la vaca, 5 a 20 °C (NRC, 2001), le

ocasionaran cierto grado de estrés calorico.

El estrés caldrico es un problema creciente en la reproduccion animal debido a
dos factores principales, el primero es el incremento en la produccién de leche
por animal y el segundo es el incremento en la temperatura ambiental a causa
del calentamiento global. Con respecto al primero, a nivel mundial se ha tenido
una tendencia positiva en el incremento de produccién de leche por animal
(Oltenacu y Broom, 2010). En los Estados Unidos, de 1980 al 2000, el
incremento fue del 34% (National Agricultural Statistics Service, 2011). Para
este mismo periodo el intervalo entre partos se increment6 de <13 a >14.5
meses y el nimero de servicios por concepcion se elevé de 2 a >3.5 en 143
hatos (Lucy, 2001). EI comportamiento reproductivo también se ve afectado por
la produccién de leche. Lopez et al. (2004) reportaron una disminucién en el
periodo de celo de 5.6 horas en vacas altas productoras comparado con vacas

de menor produccion. En general, se tiene una correlacion negativa entre



produccion de leche y porcentaje de prefiez (Spalding et al.,, 1975; Butler,
2000).

El calentamiento global ha contribuido a incrementar el efecto del estrés
calorico sobre la reproduccion. Desde 1970 se ha tenido un incremento en la
temperatura atmosférica de -~ 0.6 °C (Allison et al., 2009). De acuerdo con
Peggy et al. (1998), el cambio climatico puede ocasionar reducciones en los
porcentajes de prefiez, hasta en un 35%. En un estudio realizado por de Vries y
Risco (2005), se observo que el porcentaje de prefiez disminuyo de 21.6% de
1977-1979 a 12% en el 2000-2002, este ultimo periodo coincide con la
incidencia de alguno de los afios mas calurosos de la década (Hansen et al.,
2002; Hansen et al., 2010). A los bajos porcentajes de prefiez debemos adn
adicionarle las pérdidas fetales a causa del estrés calorico, estas pérdidas
corresponden a un 10% para vacas lactantes y 4.7% para vaquillas (Jousan et
al., 2005). Ademas, es importante considerar que la capacidad de disipacion de
calor en vacas altas productoras se encuentra aun mas limitada en los meses
de verano, debido a la cantidad de calor metabdlico generado, vacas con
produccion de 31 kg dia™ producen 48.5% maés calor metabdlico que una vaca
seca (Purwanto et al., 1990). Por tanto, incrementos en la temperatura corporal
de las vacas altas productoras podran ocurrir facilmente durante los dias con
elevada temperatura. Lo cual puede comprometer su fertilidad, debido a que un
incremento de 0.5 °C en la temperatura uterina, por arriba de 38.6 °C, produce
reducciones del 12.8% en el porcentaje de prefiez (Gwazdauskas et al., 1973).
Existe una alta posibilidad de que continuamente ocurra lo anterior, ya que
segun Braton et al. (1953), la temperatura de la vaca se incrementa 1.4 °C

cuando se tienen temperaturas ambientales de 32 a 35 °C.



2.2 Ciclo estral y calidad del ovocito durante periodos de estrés caldrico

El estrés caldrico afecta a muchos de los componentes del eje reproductivo de
la hembra, tales como: secrecibn de gonadotropinas, desarrollo folicular,
funcién de las células de la teca y granulosa asi como calidad del ovocito (Roth,
2008). Gilad et al. (1993) reportaron que el estrés cronico en vacas lecheras
deprime la liberacion tanto de la Hormona Foliculo Estimulante (FSH) como de
la Hormona Luteotrofica (LH), al ser estas esenciales en el proceso de
desarrollo folicular y ovulacién (Mihm y Bleach, 2003), es probable que tal
disminucién en su secrecion resulte en alteraciones en dichos procesos. Segun
Bandinga et al. (1993), vacas en estrés calorico presentaron alteraciones en el
proceso de seleccion y dominancia folicular, manifestado por una reduccion en
el tamafio y cantidad de liquido en el foliculo dominante asi como por un
aumento en el tamafio de foliculos subordinados. Durante la segunda oleada
folicular, el foliculo dominante presenta un crecimiento mas rapido en vacas
bajo estrés caldrico, para el dia ocho y 10 su tamafio fue de 5y 7 mm, mientras
gue en vacas control, para los mismos dias, el tamafio fue de 3 y 4 mm,
respectivamente. Ademas, hay proliferacion de foliculos grandes (=10 mm),
resultado de una depresion en el nivel de dominancia (Wolfenson et al., 1995).
Resultados de Roth et al. (2000) muestran que durante la segunda oleada
folicular las concentraciones y amplitud del pico de FSH asi como la duracién
de la oleada fueron mayores en vacas bajo estrés que en el grupo control; y que
ademas esta segunda oleada emergié mas tempranamente en los animales
tratados. La aparicion temprana de la segunda oleada asi como su mayor

duracion pueden resultar en la produccién de un ovocito viejo y de baja calidad.

Es posible que el estrés caldrico ejerza su efecto a través de alteraciones en los
grupos celulares del ovario. Shimizu et al. (2005) sefialan que el estrés calérico
reduce la expresion de receptores a FSH asi como la actividad de la enzima

aromatasa en células de la granulosa de foliculos antrales y preovulatorios. Los



efectos deletéreos del estrés sobre la enzima aromatasa (Bandinga et al., 1993)
y 17a-hidroxilasa (Rzenboim et al., 2007) provocan a su vez una disminucion en
la capacidad esteroidogénica del foliculo. Lo anterior, explica la baja
concentracion de estrégenos, debido a las alteraciones en la dominancia
folicular, mencionada anteriormente. La disminucién en la concentracion de
estrdgenos provoca a su vez una reduccion del 63% en la expresion de celos
durante la época calurosa (Hussain et al., 1992), lo cual podria explicar la

disminucién en los porcentajes de prefiez, mencionados en la seccion anterior.

El estrés calorico ejerce un efecto a largo plazo sobre la funcion ovérica de la
vaca. De acuerdo con Roth et al. (2001), existe una disminucion del 40% en la
viabilidad de las células de la granulosa y una reduccién del nivel de produccién
de androstenediona y estradiol en vacas previamente expuestas a condiciones
de estrés caldrico. También, se observa una disminucion en la capacidad de
dominancia folicular, al incrementarse el numero de foliculos de clase uno (3-5
mm) y tres (210 mm) (Guzeloglu et al.,, 2001). En general, existe una
disminucién en la calidad del ovocito durante la temporada calurosa comparada
con la de invierno (Rocha et al., 1998). Al respecto, resultados de Al-katani et al.
(2002a) muestran que durante los meses de estrés calorico solamente el 11.4%
de los ovocitos colectados desarrollaron a blastocisto, comparado con 30% en
los meses de invierno. La reduccién en la calidad del ovocito se debe a
alteraciones en el proceso de maduracion nuclear, condensacion de cromatina,
reduccion de la capacidad de fertilizacion (Roth y Hansen, 2005) e induccion de
apoptosis a través de caspasa Il (Roth y Hansen, 2004), lo cual conduce a una
disminucién de la capacidad del ovocito para soportar el desarrollo embrionario

temprano después de la fertilizacion.



2.3 Secuelas del estrés calodrico sobre la viabilidad del embrion

La produccion de embriones en vacas superestimuladas puede ser afectada por
la edad del animal, tratamiento y su ambiente (Mapletoft et al., 2002). Este
altimo, es de mayor importancia en bovinos Holstein, debido a la alta
susceptibilidad de los embriones de esta raza al estrés caldrico (Paula-Lopes et
al., 2003). El estrés caldrico en vaquillas Holstein durante los dias uno al siete
posinseminaciéon produjo un 79% de embriones anormales, con desarrollo
retardado y degeneracion de blastomeros (Putney et al., 1988). Resultados
similares, pero in vitro, han sido reportados por Sugiyama et al. (2003). Las
anormalidades causadas al embrion por efecto del estrés calorico incluyen:
dafios en micro tubulos, micro filamentos, desnaturalizacion de proteinas y
cromatina (Rivera et al., 2004), reacomodo de organelos, inflamacion de
mitocondria, vacuolizacion del citoplasma (Rivera et al., 2003), reduccion en el
namero celular (Jousan y Hansen, 2004) asi como en la expresion del gen
POU5F1 (Gendelman et al., 2010), el cual es esencial en el mantenimiento de
la totipotencia del embridn. Siendo el embribn mas susceptible a este tipo de

dafio cuando se encuentra en la etapa de dos células (Ealy et al., 1993).

El embrion de dos células es mas sensible a los efectos del estrés calorico,
pero a medida que se desarrolla adquiere capacidad de termotolerancia. El
desarrollo de termotolerancia implica cambios bioquimicos que generalmente
involucran a las proteinas de choque calérico (HSP70) o glutation (Edwards y
Hansen, 1997). Aun cuando en el embrién de dos células se ha reportado la
capacidad de sintesis de proteinas de choque calérico (HSP68, HSC71 y
HSC70) (Edwards et al., 1997), éste no es capaz de contrarrestar los efectos
del estrés caldrico, probablemente, debido a que no las sintetiza en cantidades
suficientes (Chandolia et al., 1999b). Lo anterior, es confirmado por los
resultados de Al-katani y Hansen (2002b), quienes después de someter

embriones a un calor ligero por 80 minutos, para después ser expuestos a



temperaturas de 41 °C por 4.5 o 12 horas, no mostraron un desarrollo de
termotolerancia. En el caso de glutation, se ha reportado una disminucién en los
niveles de éste, por efecto de las altas temperaturas (Anderstam et al., 1992),
mientras que su adicion al medio de cultivo ha mejorado la sobrevivencia
embrionaria. Ealy et al. (1995) por su parte, no encontraron ningun efecto
positivo al adicionar 50 nM de glutation al medio de cultivo, dichas diferencias
pudieron deberse a la concentracion usada o bien al largo e intensidad del

estrés caldrico al cual fue sometido el embrion.

El desarrollo de termotolerancia va a depender de la duracién, intensidad del
estrés caldrico y genotipo del ovocito. Cuando se sometié a embriones,
producidos in vitro, a una temperatura de 41 °C, el porcentaje que desarrollo a
una etapa de 216 células fue de 27%, mientras que cuando se aplicé la misma
temperatura, pero por tres horas, solamente el 12% de los embriones continué
desarrollandose (Ealy et al., 1995). En otro estudio, Arechiga et al. (1995)
encontraron que mientras que solamente el 7% de los embriones expuestos a
43 °C sobrevivia al choque caldrico, este porcentaje se incrementé al 74%
cuando se usaron embriones previamente expuestos a un estrés calorico de 40
°C. En relacion con el ovocito, estudios muestran que es éste quien aporta la
capacidad de termotolerancia y no el espermatozoide (Chandolia et al., 1999a;
Block et al., 2002), por lo que la seleccién de madres resistentes al calor seria

una buena herramienta en el control del estrés calérico.

2.4 Implicaciones del estrés calérico y oxidativo en la muerte celular

La apoptosis embrionaria es un mecanismo controlado y gradual. De acuerdo
con Lopes y Hansen (2002b), el desarrollo de la capacidad de inducir apoptosis
en respuesta al estrés calorico en el embridon no ocurre hasta los cuatro dias
posinseminacion (embriones de ocho a 16 células), a través de un incremento

en la actividad de caspasa-9, causada por una despolarizacion de la

7



mitocondria, ocasionada por el mismo estrés caldrico (Loureiro et al., 2007). El
control del proceso de apoptosis en etapas de 8 a 16 células puede ser
considerado como una adaptacién al estrés calérico, en embriones sometidos a
estrés, solamente el 26% de los blastbmeros fueron apoptoticos, esta
proporcion no compromete el desarrollo del embrion, pero si asegura la
remocion de células dafiadas que pudieran comprometer su viabilidad (Lopes y
Hansen, 2002a). Embriones de dos a cuatro células son incapaces de controlar
el proceso apoptético (Lopes y Hansen, 2002b). Brad et al. (2007) sugieren que
ésto se debe a que la capacidad de activacion de caspasa-9 se encuentra
blogueada, probablemente, debido a que la membrana de la mitocondria es
resistente a la despolarizacion, o a que no exista una fragmentacion del Acido
Desoxiribonucleico (ADN), a causa de la caspasa-3. Fear y Hansen (2011)
proponen que esta incapacidad se debe a la mayor expresion de Acido
Ribonucleico mensajero (ARNm) para BCL-2 (proteinas antiapoptéticas) y
menor expresion de ARNm de la proteina BAD (una proteina pro-apoptética) en
embriones de dos células, comparado con los de 16 células. Resulta
interesante que la capacidad de controlar la apoptosis en embriones de 8 a 16
células coincide con la activacién del genoma bovino (King et al., 1988; Frei et
al., 1989), lo cual le permite una mayor capacidad de sintesis de proteina de
choque caldrico y/o mayor control sobre elementos involucrados en la

generacion de termotolerancia o apoptosis.

El estrés caldrico puede estar también causando apoptosis de una forma
indirecta, al modificar el ambiente del embrion. Ozawa et al. (2002) encontraron
gue elevadas temperaturas producen una pérdida embrionaria a causa de una
alta concentracion de peréxido de hidrégeno y a una disminucién en la
concentracion de glutation citosolico. La disminucion en la concentracion de
glutation también ha sido reportada por Anderstam et al. (1992) y Arechiga et al.
(1995). Por su parte, la adicion de glutation al medio de cultivo mejora el
desarrollo de embriones expuestos a estrés calérico (Edwards y Hansen, 1997).

Embriones expuestos a estrés durante los dias cero y dos después de la

8



fertilizacion mostraron un incremento en la produccion de especies reactivas de
oxigeno (Sakatani et al., 2004), estos incrementos también han sido registrados
en el oviducto por Ozawa et al. (2004) y Matsuzuka et al. (2005). El estrés
calorico puede inducir apoptosis a través de la activacion de la enzima
esfingomielinasa, la cual hidroliza la membrana de fosfolipidos de la
esfingomielina, para generar un segundo mensajero llamado ceramida
(Haimovitz-Friedman et al.,, 1997). Ceramida, es una molecula lipidica de
sefalizacion a base de esfingosina, que se encuentra regulando la apoptosis
celular (Kolesnick y Kronke, 1998). La ceramida induce apoptosis en embriones
de mas de 16 células, al incrementar la actividad de caspasa-9, mientras que en
embriones de dos ceélulas, reduce la proliferacion celular y produce un
incremento de células multinucleadas, debido a la inhibicién de la citocinesis (de

Castro e Paula y Hansen, 2008).

2.5 Superestimulacién ovarica del ganado bovino

La superestimulacion ovérica es el tratamiento que se aplica a diversas
especies animales con el objetivo de obtener un nimero de ovulaciones, asi
como embriones, superior al que normalmente se obtiene durante un ciclo
estral. Este tratamiento se lleva a cabo por motivos experimentales,
conservacion del material genético o para aumentar el nimero de descendencia
de animales de alto valor genético, en peligro de extincion, resistentes a ciertas
enfermedades o mejor adaptadas a determinados ambientes, a través de la
transferencia de embriones. La superestimulacion puede ser medida en
términos del nimero de ovulaciones (cuerpos lateos (CL)) o cantidad de
embriones obtenidos. Sin embargo, el éxito de una superestimulacion es
dependiente de un gran numero de factores, entre los que podemos mencionar:
raza, edad del animal, estado nutricional, cantidad, tipo y pureza de la hormona
utilizada, frecuencia y sitio de aplicacion, estrés y poblacion folicular. Por tanto,



antes de llevar a cabo un programa de superestimulacion ovarica se deben de

considerar estos factores.

La respuesta superestimulatoria es diferente entre Bos taurus y Bos indicus. Tal
diferencia reside en la fisiologia reproductiva de ambas especies, la cual es
discutida en la revision de Busarelli et al. (2006), de acuerdo con estos autores,
una de las principales diferencias radica en la poblacion folicular, mientras que
hembras B. indicus reclutan entre 33-39 foliculos en cada onda folicular, las
hembras B. taurus reclutan solamente de 21-25 (Alvarez et al., 2000; Carvalho
et al., 2008). De acuerdo con Cushman et al. (1999) e Ireland et al. (2007), los
animales con poblaciones foliculares altas presentan una concentracién menor
de FSH y responden mejor a tratamientos superestimulatorios que aquellos con
poblaciones foliculares bajas. Por el contrario, Abdalla y Thum (2004), Burns et
al. (2005), Ireland et al. (2009) y Rico et al. (2011) reportan que los individuos
con poblaciones foliculares bajas presentan concentraciones elevadas de FSH,
las cuales se relacionan con una baja reserva de ovocitos asi como un menor
namero de embriones disponibles para ser transferidos, requieren dosis
mayores del tratamiento hormonal para la superestimulacion y presentan una
mayor expresion de genes para la hormona antimulleriana. Esta Ultima
hormona, producida por los foliculos en crecimiento, tiene un efecto negativo
sobre el reclutamiento de foliculos primordiales e inhibe el efecto estimulatorio
de FSH (ver revision de Visser et al., 2006) y sus concentraciones pueden ser
utilizadas como un indicador de la respuesta superestimulatoria en bovinos
(Rico et al., 2009). Las vacas superestimuladas y con concentraciones menores
a 87 pg mL™ produciran menos de 15 foliculos al estro (Rico et al., 2012). Sin
embargo, concentraciones reducidas de la hormona antimulleriana estan
también relacionadas con una disminucion en la reserva de foliculos por parte
del ovario (ver revision de Karkanaki et al., 2011). En vacas adultas, el nimero
de foliculos primordiales permanece estable hasta los cuatro a seis afios de
edad, para comenzar a disminuir hasta casi cero a los 20 afios (Erickson, 1966).

Ademas, los animales adultos reclutan un menor nimero de foliculos de entre
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4-5 mm en cada oleada folicular y presentan una mayor concentraciéon de FSH
gue animales jovenes (Malhi et al., 2005), lo cual explica la disminucion de un
82% en el numero de embriones transferibles en vacas de 214 anos de edad,
en comparacion con hembras de dos a ocho afios (Silva et al., 2009). Entonces,
las hembras que seran utilizadas en un programa de superestimulacion deben
ser animales jovenes y con poblaciones foliculares altas, las cuales pueden ser
determinadas mediante ultrasonografia (Derar et al., 2012), se puede recurrir a
la identificacion de animales con respuesta superestimulatoria baja a través de
la hormona antimulleriana o se puede probar con algunos métodos utilizados en
humanos, como la evaluacion del polimorfismo del gen para el receptor a FSH

(Gaber et al., 2011) asi como con otros descritos por Badawy et al. (2011).

El plano nutricional asi como la alimentacion del animal son dos factores criticos
en los programas de superestimulacion. Una alimentacion deficiente o animales
perdiendo peso pueden presentar una inhibicién de la foliculogénesis asi como
alteraciones en la secrecion de la Hormona Liberadora de Gonadotropinas
(GnRH), FSH y LH (Scaramuzzi et al., 2006), de igual forma, animales en
condicion corporal elevada (4-5), presentan una pobre o nula respuesta
superestimulatoria, caso contrario en animales con condicion corporal
moderada (3) (Siddiqui et al., 2002). Es probable, que algunos de los factores
involucrados correspondan a insulina y al Factor Analogo a Insulina tipo | (IGF-
), debido al comportamiento de estas hormonas cuando el animal esta
perdiendo o ganando peso (Ledn et al., 2004). La relevancia de ambas
hormonas es revisada en apartados posteriores. Independientemente del
estado nutricional, un gran nimero de investigaciones se han enfocado a la
mejora de la respuesta superestimulatoria a través de la suplementacion. Sin
embargo, de acuerdo con Velazquez (2011), la suplementacion con vitaminas o
acidos grasos ofrecen resultados contradictorios, el incremento en el nivel de
proteina no mejora la produccién de embriones, mientras que la eficiencia de la
suplementacién mineral depende de si el animal presenta o no deficiencias. Por

consiguiente, es aconsejable seleccionar a donadoras con condiciéon corporal
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moderada y si se decide llevar a cabo una suplementacion, primero se debera
analizar si el animal necesita dicho suplemento, en qué cantidad y cudl es la

forma y mejor momento para llevarla a cabo.

La Gonadotropina del Suero de la Yegua Gestante (PMSG) o gonadotropina
coribnica equina junto con preparaciones de FSH, son las hormonas
comunmente utilizadas para la induccion de la superestimulacién. Ambas
hormonas han sido utilizadas en diferentes dosis, con el mismo resultado, dosis
elevadas son contradictorias para la respuesta superestimulatoria y/o viabilidad
embrionaria (Bellows at al., 1969; Gonzalez et al., 1994; Kanitz et al., 2002).
Esto puede deberse en parte a que el uso de gonadotropinas (FSH, LH o una
combinacion de ambas) en concentraciones elevadas puede ocasionar la
activacion prematura del ovocito, lo que ocasiona la ovulacion de un ovocito
viejo o anormal, teniendo la PMSG, en comparacion con Folltropin  (FSH), una
mayor predisposicion a que esto ocurra (Moor et al., 1985). Ademas, dado que
la PMSG tiene una vida media larga, de hasta 10 dias (Menzer y Schams,
1979), es probable que algunos foliculos continten creciendo hasta el dia de la
coleccion de embriones. También, se sabe que las secreciones de estrégenos
de dichos foliculos tonifican el Gtero, lo que hace dificil su lavado (Booth et al.,
1975; Gonzalez et al., 1994) y aun cuando el uso de antisuero contra PMSG ha
generado buenos resultados (Katagiri et al., 1991; Nakajima et al., 1992), se ha
hecho mas comun el uso de FSH purificada. La FSH puede ser aplicada en
dosis decrecientes por un periodo de tres a cuatro dias o en una sola ocasion,
esta Ultima ya sea via intramuscular o subcutanea detras del hombro, con
resultados similares (Bo et al., 1994; Kimura et al., 2007). Sin embargo, aun
persiste el problema de la alta variabilidad en la respuesta superestimulatoria a

los tratamientos.

Los intentos por mejorar la respuesta superestimulatoria estan basados en el

uso de FSH en combinacion con otras hormonas. Takahashi y Kanagawa
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(1985) utilizaron la FSH en combinacion con LH, al respecto Mapletoft et al.
(2002) afirman que cierta cantidad de LH es necesaria para una
superestimulacién exitosa, pero es probable que las concentraciones
endodgenas sean suficientes, por lo que la concentracion de LH en las
preparaciones para superestimulaciéon no debe superar el 20%. La inmunizacion
contra inhibina en animales superestimulados ha resultado en un incremento
del 78% en el niumero de cuerpos luteos y de 65 a 180% mas embriones
transferibles (Takedomi et al., 2005; Mei et al., 2009), la sincronizacion de las
oleadas foliculares a través de la aspiracion del foliculo dominante, el uso de
progesterona (P4) y estradiol, y otros métodos revisados por Bo et al. (2008)
con el objetivo de iniciar el tratamiento superestimulatorio al momento de la
emergencia de una nueva oleada folicular, son aceptados como métodos para
mejorar la respuesta superestimulatoria. Otra alternativa que ha ofrecido
resultados variables es la combinacion de FSH con gonadotropina coridnica
equina (Davis et al.,, 2011; Mattos et al., 2011) asi como el uso de
somatotropina bovina recombinante (Cuadro 1). Independientemente del
protocolo de superestimulacion usado, existe un factor que siempre estara
presente en mayor o menor grado, el estrés, el cual puede ser resultado de la
interaccion del animal con su medio ambiente o de la interaccion con el hombre
(Bényei et al., 2001; Macedo et al., 2011), lo cual puede afectar la calidad del

embrion.

2.6 Somatotropinay metabolismo

La aplicacion de somatotropina bovina produce alteraciones en el metabolismo
normal del animal. Su aplicacion produce una reduccion de las concentraciones
plasmaticas de urea (34%), glucosa (33%) y calcio (Sallam et al., 2005; Azza et
al., 2010; Chaiyabutr et al., 2011). Ademas, se observa un incremento en las
concentraciones de &cidos grasos no esterificados (NEFA) (Lucy et al. 1993),

colesterol (De la Sota et al., 1993) y fosforo (Azza et al., 2010). La disminucion
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en la concentracion de urea puede estar indicando una mayor remocion de
aminoacidos del torrente sanguineo para la biosintesis de proteina, la retencion
de nitrégeno puede ser de hasta 10 g dia™ (Eisemann et al., 1986b). También,
se ha reportado que la somatotropina incrementa la pérdida de energia via
orina, heces y metano; asi como el uso de energia de reserva. En animales que
se encuentran en balance energético negativo al inicio del tratamiento con
somatotropina, se agrava su estado negativo al incrementar la movilizacion de
lipidos para usarlos como fuente de energia (Eisemann et al., 1986a; Eisemann
et al., 1986Db; Tyrrell et al., 1988).

2.7 Somatotropinay fisiologia animal bajo estrés cal6rico

La somatotropina incrementa la susceptibilidad de los animales a los efectos del
estrés calorico (Settivari et al., 2007), produce un incremento en la temperatura
corporal (Jousan et al., 2007) y tiende a incrementar la frecuencia respiratoria
(Settivari et al., 2007). De acuerdo con Elvinger et al. (1992), las diferencias en
temperatura por accibn de la somatotropina se observaran cuando la
temperatura rectal promedio de los animales sea de al menos 40.5 °C. West et
al. (1990) encontraron que la aplicacién de 20 mg dia™* de somatotropina bajo
condiciones de estrés calorico produjo un incremento de 0.2 y 0.3 °C en la
temperatura corporal por la mafiana y la tarde en vacas Holstein, mientras que
en vacas Jersey el incremento fue de 0.5 y 0.6 °C. La frecuencia cardiaca y
consumo de oxigeno también se incrementan por efecto de la aplicacion de la
rbST, de 78 a 84 latidos por minuto y de 5345 a 5562 L d™, respectivamente
(Tyrrell et al., 1988). La aplicacion de somatotropina también esta relacionada
con un incremento en las concentraciones de NEFA (Settivari et al., 2007) y
triglicéridos (West et al., 1991) asi como con un detrimento en la concentracion
de urea (West et al., 1991), aunque ésto también puede estar asociado con un

menor consumo de alimento (Srikandakumar y Johnson, 2004).
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Animales

Cuadro 1. Efecto de la aplicacion de somatotropina sobre la produccién de

embriones.

Tratamiento

Resultado

Autor

Vacas lactando y

no lactando

Vacas lactantes

Vacas lactantes
y no lactantes

Bufalas

Vaquillas

Vaquillas

Vaquillas

Vaquillas

Vacas lactando

Vacas lactando

500 mg al momento de la
inseminacion en
donadoras.

500 mg un dia después
del estro en receptoras.

Superovulaciones
continuas, se aplicaron
500 mg 14 dias™.

250 mg el dia cuatro
después de la insercion
del dispositivo liberador
de progesterona.

500 mg siete dias antes
de la aplicacién de FSH.

20 mg junto con cada
inyeccién de FSH.

600 mg semana™ en un
programa de aspiracion
folicular.

300 mg cinco dias antes
de la aplicacion de
PMSG.

640 mg cinco dias antes
de iniciar el tratamiento
con PMSG.

640 mg el dia de la
inseminacion artificial.

El nimero de ovocitos sin fertilizar se redujo y se
incrementd el porcentaje de embriones transferibles
(77.2 vs 56.4%). Se encontraron mas blastocistos en
las vacas tratadas con somatotropina.

El porcentaje de concepciones mas alto, 56.1%, se
obtuvo para vacas que no fueron tratadas con
somatotropina, pero que el embrién provenia de una
vaca tratada con rbST el dia de la inseminacion.

El nimero de embriones transferibles no fue afectado.

El nimero de cuerpos lateos, foliculos o niamero de
embriones recuperados por lavado no fue afectado. Sin
embargo, el nimero de embriones transferibles fue
mayor en el grupo tratado con somatotropina (3 + 1.0
vs 0.8 £ 0.3).

El porcentaje de embriones transferibles se increment6
(74.6 vs 58.6%).

El nimero de embriones transferibles no fue afectado
(8.3 £ 5.3 vs 7.2 £ 6.6). Ademas, el grupo tratado con
somatotropina  presentdé la mayor respuesta
superestimulatoria.

El nimero de ovocitos colectados por sesion no fue
afectado. Ademas, el porcentaje de ovocitos que
desarrollaron a blastocistos fue de 22 y 25% para el
grupo de somatotropina y control, respectivamente.

La combinacion de somatotropina y PMSG incrementé
en un 48.6% el nimero de embriones recuperados por
lavado, pero redujo el porcentaje de embriones
transferibles en un 41.8% en comparacion con el grupo
gue solo recibié PMSG.

El nimero de embriones obtenidos en el grupo que
recibi6 somatotropina fue 1.7 veces mayor que en el
control.

El nimero de embriones obtenidos no fue afectado.

Moreira et al. (2002)

Moreira et al. (2002)

Hasler et al. (2003)

Songsasen et al.
(1999)

Kuehner et al. (1993)

Rieger et al. (1991)

Bols et al. (1998)

Gong et al. (1993a)

Herrier et al. (1994)

Herrier et al. (1994)
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2.8 Progesteronay reproduccion animal durante estrés caloérico

En este apartado se comenta brevemente la interaccion entre somatotropina y
progesterona, para posteriormente dar a conocer algunos estudios sobre esta
hormona y la produccion de embriones y al final se describe el efecto del estrés

calorico sobre la producciéon de progesterona.

El efecto de la aplicacion de somatotropina bovina sobre la concentracion de
progesterona es contradictorio. Algunos investigadores reportan que la
aplicacion de la rbST no afecta la concentracion plasmatica de progesterona
(De la Sota et al., 1993; Lucy et al. 1993; Yoshimura et al. 1993; Kirby et al.,
1997; Bilby et al., 2004; Rivera et al., 2010). Sin embargo, Hutchinson et al.
(1988) y Ovesen et al. (1994) sugieren que tanto la Hormona del Crecimiento
(GH) como IGF-I potencian su sintesis, a través de incrementar la actividad de
la enzima aromatasa y al acelerar la diferenciacion celular de las células de la
granulosa a células luteinicas, inducida por FSH. Lo anterior, es confirmado por
Lucy et al. (1994), quienes reportan que la aplicacion de somatotropina mejora
la calidad del cuerpo lateo, al incrementar la produccién de progesterona
durante la fase lutea temprana (<10 dias) y hacia el final de la misma (dias 15 al
21). De acuerdo con Zhou et al. (1991), la expresién de IGF-I disminuye a
medida que se incrementa el desarrollo folicular y diferenciacion de las células
de la granulosa, mientras que sus receptores contindan elevados, lo que
sugiere que el efecto de IGF-I en la diferenciacion de la granulosa es debido a
la hormona presente en la sangre y no a la producida localmente. En contraste
con lo anterior, Einspanier et al. (1990) sugieren que en células luteales de
vaquillas, IGF-I realiza su funcién de manera autocrina/paracrina, debido a que
sus concentraciones en este tejido se correlacionan con la expresion del ARNm
para IGF-l. Ademas, reportan que sus valores en estas células alcanzan su

maximo nivel entre los dias 12-17 del ciclo, para disminuir drasticamente
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después de la lutedlisis. Por tanto, parece ser que el efecto de la somatotropina

sobre la produccion de progesterona es mediada a través de IGF-I.

La concentracion de progesterona estd correlacionada con algunas
caracteristicas reproductivas del animal. La concentracion de progesterona
puede ser utilizada como un indice para la seleccion de animales en base a la
respuesta superestimulatoria y nimero de embriones transferibles (Saumande
et al., 1985; Amiridis et al., 2002). Al respecto, Samartzi et al. (1995)
encontraron una correlacion positiva entre la concentracion de progesteronay el
namero de cuerpos luteos (r=0.61), numero de embriones (r=0.43) y nUmero de
embriones transferibles (r=0.36). Segun Goto et al. (1987) y Herrler et al.
(1990), vacas con valores de <10.5 ng mL™ de progesterona en leche y >3.0 ng
mL™? en suero al inicio del periodo de superestimulacién presentaran la mejor
respuesta y hasta ocho embriones transferibles por donadora. Por otra parte,
concentraciones de progesterona de >1 ng mL™ en suero al dia del celo han
sido relacionadas con una reduccion en la calidad de los embriones
recuperados (Gradela et al., 1996). Por el contrario, Gong et al. (1993a)
encontraron una correlaciéon negativa (r= -0.69) entre la concentracion de
progesterona y el porcentaje de embriones transferibles en vacas que recibieron
somatotropina y una dosis alta de PMSG. De igual forma, Tamboura et al.
(1985) reportaron que incrementos en la concentracion de progesterona en
leche a los dos dias de iniciado el tratamiento superestimulatorio tienen una
correlacién negativa (r= -0.66) con el porcentaje de embriones transferibles. En
consecuencia, es posible incrementar el nimero de embriones transferibles a
través de la seleccion de donadoras con base a las concentraciones de

progesterona tanto en leche como en suero sanguineo.

El organismo puede producir progesterona en partes diferentes al cuerpo liteo
y su importancia es circunstancial. Progesterona es importante en el proceso de

ovulacion de algunas especies (Murdoch et al., 1986; Brannstrom y Janson,
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1989; Hibbert et al., 1996), pero no en bovinos (Li et al., 2007). Ademas, es
innegable su importancia en el reconocimiento y mantenimiento de la gestacion
(Bazer et al., 2008; Spencer et al., 2008), siendo el cuerpo luteo la fuente
primaria de progesterona en la mayoria de las especies. Sin embargo, existe
otra fuente importante de este esteroide, las glandulas suprarrenales (Fajer et
al., 1971). El estrés no puede incrementar la secrecién de progesterona de los
ovarios, pero si lo hace de las glandulas suprarrenales, sin afectar el patrén de
secrecion de LH, a través de la Hormona Adrenocorticotrdpica (ACTH) (Asher et
al., 1989). En vacas, la aplicacion de ACTH puede producir un incremento en la
concentracion de progesterona después de cinco minutos de su aplicacién y
durar hasta por 60 minutos (Gwazdauskas et al., 1972). En ovejas, Thompson y
Wagner (1974) demostraron que las adrenales contribuyen a la produccién de
progesterona hacia el final de la gestacion. En venados, Plotka et al. (1983)
publicaron que el estrés por manejo produjo un incremento en la produccién de
progesterona de las adrenales y mencionan que dicha produccion de
progesterona es de mayor importancia en venados, ya que probablemente
protege al feto ante los efectos del cortisol liberado por accion del estrés, dado
que estos animales no cuentan con produccién de P4 por parte de la placenta,
0 es minima, al menos hasta el dia 156 de la gestacion (Plotka et al., 1982). Sin
embargo, Goodwin et al. (1998) en su trabajo con venados, encontraron que
periodos prolongados de estrés producen una reduccién en la concentracion de
progesterona. Lo anterior, puede estar indicando que el efecto sobre la
secrecion de progesterona es dependiente de la intensidad y largo de accion

del estrés caldrico sobre el animal.

Las concentraciones anormales de progesterona en el animal perjudican su
fertilidad. El estrés caldrico produce un incremento en la secrecion de ACTH
(Koto et al., 2004), manteniéndose concentraciones elevadas aun después de
haber terminado el estresor térmico (Djordjevi¢ et al., 2003). Considerando que
la ACTH puede inducir un incremento en las concentraciones de P4

(Gwazdauskas et al.,, 1972), es de esperarse que la concentracion de esta
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altima se incremente durante el periodo de estrés caldrico. Sin embargo, este
estresor puede reducir (Rosenberg et al., 1977; Rosenberg, 1982; Ronchi et al.,
2001), incrementar (Abilay et al., 1975; Vaught et al., 1977; Sheikheldin et al.,
1988) o no causar efecto (Wilson et al., 1998; Uribe-Velasquez et al., 2001)
sobre la concentracion de progesterona. Entonces, si se reduce la
concentracion de progesterona, es probable que la fertilidad disminuya, al
reducirse la calidad de los ovocitos producidos, ya que la P4 participa en el
desarrollo y maduracion del ovocito, a través de la activacion de la ruta que
conlleva al rompimiento de la vesicula germinal (Jessus y Ozon, 2004). Lo
anterior, permitiria suponer que la suplementacién con progesterona ayudaria a
mejorar la fertilidad del hato en la época de calor. Sin embargo, Geisert et al.
(1991) reportan que tal suplementacion no incrementa las concentraciones de
P4, pero reduce el numero de embriones transferibles, los cuales presentan un
desarrollo adelantado. Es probable que no se incremente la concentracién de
progesterona debido a una mayor tasa metabdlica de los animales
(Sangsritavong et al., 2002), lo que provoca que haya un mayor flujo de sangre
hacia el higado y por tanto una degradacion mas rapida de la hormona (Vallet et
al., 2002) o que la capacidad de produccion de progesterona por parte del
cuerpo lateo esté disminuida. Por otro lado, el adelanto en el desarrollo
embrionario, pudo ser ocasionado por concentraciones anormales de
progesterona, las cuales promovieron la expresion de genes en el endometrio
que corresponden a fases mas adelantadas de desarrollo embrionario
(Clemente et al., 2009; Forde et al., 2009), lo que provoca que los embriones se
desarrollen mas rapidamente, probablemente, a través de un incremento en su
tasa metabdlica, lo que podria comprometer su viabilidad en etapas posteriores
(Leese et al., 2007). Entonces, se puede concluir que una concentracién baja
de progesterona durante los meses de estrés caldrico compromete la vida
embrionaria y que su suplementacion no es efectiva en incrementar el nimero

de embriones transferibles.

19



Las concentraciones elevadas de progesterona pueden estar implicadas en
algunos cambios observados en el animal durante la fase de estrés calérico. De
acuerdo con Maia et al. (2005), a temperaturas >30 °C, el 85% del calor
corporal de la vaca es disipado a través de la piel y el resto por via respiratoria,
lo anterior es logrado a través de una redireccion del flujo sanguineo hacia la
periferia del cuerpo y una reduccién a 6rganos como el ovario, cérvix y oviducto
(Roman-Ponce et al., 1978; Dreiling et al., 1991; Lublin y Wolfenson, 1996).
Progesterona puede reducir el aporte sanguineo al Gtero, posiblemente a través
de incrementar la susceptibilidad del musculo liso a las catecolaminas (Caton et
al., 1974; Ford, 1982). Sin embargo, de acuerdo con Brown y Harrison (1984),
la disminucién en el flujo sanguineo del Gtero durante las fases de estrés
calorico no es controlado por progesterona ni por los receptores - 0 a-
adrenérgicos, sino por incrementos en la secrecidbn de oxitocina, hormona
antidiurética (Dreiling et al., 1991) y/o prolactina (Low et al., 2005). Otra posible
funcion de la progesterona esta ligada al potasio, la pérdida del cual a través de
la orina y sudor se incrementa durante el estrés por calor (EI-Nouty et al., 1980).
La pérdida de potasio intracelular es una sefial predisponente a la apoptosis en
foliculos atrésicos, los cuales se caracterizan por un incremento en la sintesis
de progesterona (Gross et al., 2001), ésto es de esperarse ya que segun Elkarib
et al. (1983), la P4 promueve la reabsorcién de potasio y por tanto disminuye su
pérdida. Este incremento en la sintesis de progesterona para promover la
retencion de potasio puede ser un intento del foliculo para contrarrestar la
apoptosis o bien puede ser una sefal detonante del proceso de muerte celular.
Por tanto, las variaciones en las concentraciones de progesterona no son la
condicionante principal, durante estrés caldrico, en la afectacion del flujo
sanguineo del animal y es posible que esté involucrada en el mecanismo de

atresia folicular.

La prolactina es importante en el proceso de termorregulacién del animal y
puede influir en la sintesis de progesterona. La prolactina participa en la

regulacion de los niveles de potasio, cuya suplementacién durante el verano
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produce mejoras en la produccién y consumo de alimento (Mallone et al., 1985;
Schneider et al., 1986), y del balance electrolitico (ver la revision de Alamer,
2011), principalmente a través de modificar el flujo sanguineo, pero también a
través de incrementar el consumo de agua (ver la revision de Collier et al.,
1982) y reducir la excrecion de potasio y sodio (Horrobin, 1980), ésto es de
recalcarse ya que bajo condiciones de estrés la secrecién de la aldosterona,
encargada de regular lo anterior, se encuentra disminuida (EI-Nouty et al.,
1980). Ademas, se ha reportado que la prolactina, al menos en estudios
realizados en roedores (Jabbour y Kelly, 1997; Stocco, 2012), es importante en
la regulacién de la funcién y sintesis de progesterona por parte del cuerpo lateo.
Sin embargo, esto ultimo no ha sido bien establecido en bovinos (Simmons y
Hansel 1964; Thompson et al., 2011), pero dado que la secrecion de la
prolactina se incrementa durante estrés calérico no podemos hacer a un lado un

posible efecto de ésta sobre la funcidén reproductiva de la hembra.

2.9 Insulinay reproduccion del animal durante estrés caldrico

El incremento en la concentracion de insulina por efecto de la aplicacion de
somatotropina es controversial. Por un lado, Bilby et al. (2004) y Rivera et al.
(2010) mencionan un efecto en la concentraciébn de insulina al aplicar
somatotropina, por el contrario otros afirman que no hay tal (Schams et al.
1990; De la Sota et al., 1993; Azza et al., 2010).

La insulina puede afectar el funcionamiento del eje reproductivo de la hembra.
De acuerdo con la revision de Pralong (2010), insulina puede promover la
expresion y secrecion de GnRH, el cual podria a su vez promover la liberacion
de las gonadotropinas, o bien ésta puede hacerlo directamente a nivel de la
pituitaria (Adashi et al., 1981; Tanaka et al., 2000). Lo anterior, permite suponer
que la insulina puede influir en el desarrollo del foliculo, al incrementar la

esteroidogénesis (Spicer y Stewart, 1996), a través de potenciar la accion de LH
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(Greisen et al., 2001) o al promover la expresiéon de sus receptores (Sekar et al.,
2000). Sin embargo, de acuerdo con Butler et al. (2004), al menos en la primera
oleada folicular, el efecto de insulina sobre la esteroidogénesis parece estar
mediado por un incremento de la actividad de la aromatasa y no a través de
cambios en el patron o concentracion de LH. Sin embargo, tanto el desarrollo
del foliculo como del ovocito por efecto de la insulina es dependiente de la dosis
(Chaves et al., 2011), al reducirse la calidad del ovocito asi como el diametro
del foliculo en animales con hiperinsulinemia (Adamiak et al., 2005). Asi lo han
demostrado Bhatia y Price (2001), al encontrar que las concentraciones
elevadas de insulina provocan que la FSH reduzca la actividad de la aromatasa,
y por tanto la produccion de estradiol y el desarrollo del foliculo. Ademas,
parece ser que la insulina tiende a disminuir la producciéon de IGF-I por las
células de la granulosa (Spicer y Chamberlain, 2000) en foliculos grandes de
vacas Angus, pero no en vacas Brahman (Simpson et al., 1994). Considerando
lo anterior, es posible concluir que el efecto de la insulina sobre el eje

reproductivo de la hembra es dependiente de su concentracion.

La insulina interactda con otras hormonas en la regulacion del funcionamiento
del eje reproductivo. En el caso de animales, dado que la insulina puede
promover la secrecién de IGF-I del foliculo (Edwards et al.,1996), se puede
especular que una disminucién en su concentracion conllevard a su vez a la
reduccion en las concentraciones de IGF-Il, lo cual es de relevancia dado el
efecto de estas dos hormonas sobre la actividad de la Angiotensina Il (AG-II)
(Stefanello et al.,, 2006), la cual ha sido identificada como un elemento
importante en el proceso de maduracién del ovocito y ovulacién en el bovino
(Ferreira et al., 2007; Barreta et al., 2008). Otro posible factor que pudiera estar
participando es la leptina, se dice que esta hormona producida por los
adipocitos, tiene la capacidad de modular la funcion reproductiva, al funcionar
como una sefal que indica el estado nutricional del animal. Al respecto,
Amstalden et al. (2003) demostraron que la leptina es capaz de inducir la

secrecion de LH de la pituitaria, pero no la de GnRH del hipotalamo, de vacas
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en ayuno, pero no en vacas alimentadas de manera normal. En otro trabajo, en
el que se aplico leptina a animales alimentados ad libitum se disminuyé la
secrecion de GnRH y LH. Lo anterior, indica que el efecto de la hormona sobre
la actividad reproductiva del animal es dependiente del estado nutricional de los
mismos, siendo mayor su concentracion a medida que se incrementa la
condicion corporal del animal. Los estudios in vitro de Spicer y Francisco (1997,
1998) suponen que a bajas concentraciones de leptina, animales con condicion
corporal baja-moderada, la funcion folicular estd regulada tanto por las
gonadotropinas como por insulina, pero a concentraciones mayores, animales
gordos, la leptina inhibe la esteroidogénesis inducida por las gonadotropinas e
insulina, ya que de no ser asi existiria una sobre estimulacion del ovario. Por
tanto, el efecto de la insulina sobre la reproduccién animal es también

dependiente de la condicién corporal del animal.

Las concentraciones de insulina estan implicadas en algunas patologias
reproductivas. Los quistes en ovarios de bovinos, se caracterizan por tener
bajas concentraciones intrafoliculares tanto de insulina como de IGF-I (Braw-Tal
et al., 2009). Ademas, estos animales tienen una baja respuesta de insulina a
glucosa (Opsomer et al.,, 1999). Caso contrario en mujeres con sindrome
poliquistico, donde la hiperinsulinemia asi como las elevadas concentraciones
de IGF-lI son caracteristicas de dicho padecimiento. En vacas en balance
energético negativo (niveles reducidos de insulina, IGF-I, leptina, incremento en
los de NEFA) hay una alta incidencia de quistes foliculares (Gossen et al.,
2006), en este caso el desarrollo del foliculo quedaria sujeto Unicamente a la
accion de las gonadotropinas, las cuales se produciran en forma limitada debido
a una incapacidad de produccion de GnRH por parte del hipotalamo (Bergmann
et al., 1999). Ademas, el incremento en los niveles de NEFA causan un efecto
degenerativo en las células de la granulosa, lo cual induce un incremento en las
secreciones de estradiol (Vanholder et al., 2005). Su incremento en conjunto
con el desbalance hormonal podria ser el detonante del desarrollo de quistes en

las primeras semanas posparto, ya que al no haber una correcta liberacion de
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GnRH del hipotalamo, no se generara un pico preovulatorio de LH, aun cuando
exista el estimulo de los estrogenos. Otra alternativa, seria que la cantidad de
P4 que se produce por efecto de la lipolisis (Hamudikuwanda et al., 1996)
estuviera inhibiendo el pico preovulatorio 0 que éste ocurra a destiempo. Por
consiguiente, la restauracion del desbalance hormonal de la vaca postparto

puede ser una alternativa en el tratamiento de los quistes foliculares.

El desarrollo del embrion es en parte dependiente tanto de insulina como de
IGF-I. EI ARNm para insulina e IGF-I es encontrado en embriones bovinos de
una célula hasta la etapa de blastocisto (Schultz et al., 1992). Se especula que
insulina e IGF-I son producidos por el tracto reproductivo materno y tienen un
efecto paracrino en la preimplantacién del embrién (Lighten et al., 1997). Se
sugiere gue insulina mejora el desarrollo embrionario al disminuir la incidencia
de apoptosis celular, estimular el consumo de glucosa y/o transporte de
aminoéacidos (Matsui et al., 1995b; Herrler et al., 1998; Byrne et al., 2002) para
promover la sintesis de proteina (Lewis et al., 1992) tanto en la masa celular
interna como en el trofoectodermo (Harvey y Kaye, 1991; Augustin et al., 2003).
Se dice que para la sintesis de proteina, tanto insulina como IGF-I actian a
través del mismo receptor, el de insulina. Por otra parte, el efecto mitogénico de
insulina e IGF-I sobre las células de la masa interna se da a través de diferentes
receptores, insulina a través de su propio receptor e IGF-1 a través de algun otro
receptor (Harvey y Kaye, 1992). Pero insulina no tiene un efecto aditivo con
IGF-I (Matsui et al. 1995a). Por el contrario, tanto IGF-I como insulina a altas
concentraciones pueden inducir la apoptosis del embrion, especificamente de la
masa celular interna, a través de un mecanismo iniciado por la inhibicion del
receptor a IGF-l y que posteriormente involucra la accion de ceramidas y
proteinas Bax, entre otros (Katagiri et al., 1996; Chi et al.,, 2000). En
consecuencia, tanto la insulina como IGF-I promueven el desarrollo

embrionario, pero su efecto es dependiente de su concentracion.
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La insulina y su interrelacion con otras hormonas pueden regular el consumo y
reproduccion animal bajo condiciones de estrés calérico. El estrés calorico
produce un incremento en la secrecion de insulina (Itoh et al., 1998) y una
disminucién en la produccion de NEFA (Wheelock et al., 2010). De acuerdo con
estos ultimos investigadores, el incremento en la produccion de insulina puede
ser una adaptacion evolutiva de los animales para enfrentar al estrés caldrico,
ya que la oxidacion de los acidos grasos produce 13% mas calor que la via
glucolitica (Baumgard y Rhoads, 2007). Lo anterior, es de interés ya que
sustenta el porque las vacas con elevada condicion corporal son mas
susceptibles a los efectos del estresor térmico (Cincovic et al.,, 2011). El
incremento en la secrecién de insulina se ve favorecido a su vez por un
aumento de la sensibilidad a esta hormona por parte del organismo (Morera et
al., 2012), lo cual se debe probablemente a un incremento en la produccion de
adiponectina (Soodini y Hamdy, 2004; Morera et al., 2012). También, durante el
estrés térmico se incrementan los niveles de ARNm para ghrelina (Song et al.,
2012), ésta funciona como una sefial estimuladora del consumo de alimento y
necesidad preferencial hacia ciertos alimentos, encontrandose valores elevados
en el ayuno, que disminuyen después de la comida, siendo uno de sus
reguladores la insulina (Klok et al., 2007; Skibicka et al., 2011). Lo anterior, es
de esperarse ya que al reducirse el consumo de alimento por efecto del estrés,
el periodo de ayuno se incrementa y por tanto la secrecién de Ghrelina; en
vacas, las concentraciones de ésta decrecen una hora después de haber
ingerido alimento (Hayashida et al., 2001). Por otro lado, se ha reportado que la
Ghrelina afecta negativamente el comportamiento reproductivo del animal a
través de inhibir la secrecibn de las gonadotropinas, reduccién de la
esteroidogénesis y perjudicando el desarrollo del ovocito. Lo anterior, lo puede
hacer indirectamente a través del neuropéptido Y (NPY) y/o neurones kiss o
directamente a través de su receptor a nivel del ovario (Dupont et al., 2010;
Repaci et al., 2011). Por consiguiente, insulina es solo un elemento involucrado

en los mecanismos utilizados por el organismo animal durante el estrés
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calorico, entonces el entendimiento del mecanismo completo requiere del

conocimiento de los demas componentes asi como de sus interacciones.

La insulina, Ghrelina y leptina participan en la regulacion del consumo de
alimento. La insulina se encuentra en animales, bajo estrés calérico, en
concentraciones por arriba de las normales, ademas esta hormona inhibe la
secrecion de Ghrelina. Sin embargo, la secrecion de esta Ultima se encuentra
también aumentada por efecto del estrés, entonces ¢por qué se reduce el
consumo de alimento en condiciones de estrés calorico, si la hormona que lo
promueve se encuentra en concentraciones elevadas?, si se considera que
durante estrés calorico los requerimientos de energia de mantenimiento se
incrementan en un 7-25% (NRC, 2001), ademas de que existe una secrecion de
cortisol y movilizacion de lipidos; pudiendo estos ultimos dos incrementar las
concentraciones de leptina, ésto podria resultar en la generacién de una sefial
de saciedad antes de lo requerido, y que por otro lado, el sistema del animal
reconoce que no se ha consumido aun la cantidad de energia necesaria y le
ordene comer mas a través de incrementar la secrecion de Ghrelina. Lo
anterior, implicaria que la leptina ejerce un efecto mucho mas potente que la

Ghrelina en el control de la alimentacion durante condiciones de estrés caldrico.

2.10 Factor analogo a insulinatipo | y reproduccién del animal

La aplicacion de somatotropina incrementa la poblacion de foliculos de >6 mm.
Resultados similares han sido reportados por Buratini et al. (2000). De acuerdo
con Spicer y Stewart (1996), la somatotropina puede inhibir la produccién de
estradiol por las células de la granulosa, lo que estaria limitando su crecimiento
asi como la expresion del celo (Rivera et al., 2010). Erdman et al. (1990) y
Cecim et al. (1995) sefalan que el efecto de GH sobre el comportamiento
reproductivo es dependiente de la dosis (cantidad y frecuencia) utilizada,

pudiendo suprimir la incidencia del celo a dosis altas, pero aquellos animales
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qgue logran presentar celo aun con dosis elevadas de GH presentan tasas
ovulatorias mayores. Lo anterior, ha sido previamente reportado por Kirkwood et
al. (1988) y Kirkwood et al. (1989), al aplicar hormona del crecimiento durante el
periodo de reclutamiento folicular. Entonces, el efecto de la somatotropina sobre
la poblacion folicular es dependiente de la dosis, frecuencia de aplicacion y

grado de sensibilidad del animal hacia la hormona.

El efecto de la somatotropina sobre la poblacion folicular es mediado a traves
de IGF-I. El incremento en la poblacion de foliculos pequefios puede ser
adjudicado al efecto antiapoptético de la rbST (Danilovich et al., 2000), a través
del incremento en las concentraciones de IGF-1 (Gong et al., 1997),
observandose un efecto positivo en la poblacion folicular a las 72 horas de su
aplicacion (Gong et al., 1993b). Sin embargo, algunos autores (Menashe et al.,
1991; Dor et al., 1992; Ozawa et al., 1996) sugieren que tanto GH como IGF-I
no son esenciales para el desarrollo folicular, pero potencian la accion de FSH
sobre éstos. Ademas, son requeridos para lograr patrones de desarrollo ovarico
normales (Chase et al., 1998). Contrario a los anteriores investigadores,
Erickson et al. (1989) proponen a IGF-I como un agente modulador en la
produccion de estradiol, al ser méas efectivo que FSH. Para tratar de dilucidar lo
anterior, se retoman los trabajos de Kuehner et al. (1993) y Monniaux et al.
(1997). Los autores postulan que foliculos dominantes, en rumiantes
domésticos, presentan un detrimento en las concentraciones intrafoliculares de
Proteinas Enlazadoras de los Factores Andlogos a Insulina (IGFBP) -2,-4 y -5,
estas proteinas modulan la biodisponibilidad de IGF-I, debido a un detrimento
en su sintesis por parte de las células foliculares y a un incremento en su
degradacion por proteasas intrafoliculares especificas. Como resultado, la
biodisponibilidad de IGF-I se incrementa, amplificando la accion de las
gonadotropinas sobre las células foliculares, caso contrario en eventos de
atresia folicular. Entonces, la accion de la IGF-I sobre los foliculos es a su vez

mediada por sus proteinas enlazadoras.
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¢Lo anterior implicaria que al incrementar las concentraciones de IGF-I a
través de la aplicacion de somatotropina se incrementaré el nimero de foliculos
reclutados asi como su tamafio? Con base a la informacion del Cuadro 2, se
puede decir que efectivamente se obtendra un mayor namero de foliculos
reclutados. Sin embargo, es poco probable que IGF-I por si mismo sea capaz
de promover un desarrollo mayor de los foliculos. Si bien es cierto, el ARNm,
para el receptor a IGF-I es expresado desde fases foliculares tan tempranas
como la preantral (Armstrong et al. 2000), al parecer esta hormona no es
necesaria en esta etapa del desarrollo folicular, ya que segun Thomas et al.
(2007) las concentraciones elevadas de IGF-I producen un incremento en el
namero de ovocitos degenerados. Ademas, parece ser que el organismo tratara
de autorregularse cuando se detectan cantidades elevadas de GH, ya que
segun Sirotkin y Makarevich (1999), al incrementarse las concentraciones de
GH se reducen las de IGF-1 y estradiol, este ultimo implicado como otro factor
de sobrevivencia folicular (ver revisibn de Quirk et al., 2004). También, se
observa un incremento en la secrecion de oxitocina (Sirotkin y Nitray, 1994), la
cual es capaz de reducir la secrecion de androstenediona por las células de la
teca (Jo y Fortune, 2002). Otro efecto negativo, es la disminucién en la
expresion de receptores a LH (Jia et al., 1986), lo cual comprometeria el
desarrollo de foliculos de >4 mm, ya que estos son dependientes de
gonadotropinas para su desarrollo (Awotwi et al., 1984). Ademas, la funcion
ovarica es controlada por un complejo sistema local de mecanismos de
retroalimentacion que asegura que en >96% de los ciclos estrales sélo un
foliculo pueda ovular (Webb et al., 1994). Entre estos mecanismos se pueden
mencionar a los que implican al ligando kit y al factor de desarrollo del
fibroblasto (para mas detalle ver Skinner, 2005). Por tanto, la accion de IGF-I
sobre la salud del foliculo es dependiente de su concentracion y tiempo de

accion.

La IGF-I es importante en el periodo preovulatorio. La somatotropina no afecta

el tamafio del foliculo preovulatorio (Kélle et al., 2001), pero si se observa un
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incremento en el diametro del segundo foliculo mas grande (Lucy et al., 1993).
De acuerdo con De la Sota et al. (1993), vacas recibiendo somatotropina
pueden tener foliculos dominantes que son menos capaces de controlar el
desarrollo y funciéon de foliculos mas pequefios. Lo anterior, es mas bien un
efecto del incremento en las concentraciones de IGF-I, como resultado de la
aplicacion de la somatotropina (Settivari et al., 2007), de acuerdo con
Echternkamp et al. (1990), las concentraciones de IGF-1 en vacas con historial
de partos gemelares presentan 47% mas concentracion de IGF-1 en suero que
vacas monotecas y un mayor numero de foliculos de mayor tamafio y con
mayor concentracion de la misma. Este crecimiento folicular podria estar
explicado en parte por una mayor expresion de receptores a LH por accién de la
IGF-I (Kirkwood et al., 1990; Magoffin y Weitsman, 1994), lo que resulta en una
mayor produccion de androstenediona por parte de las células de la teca
(Findlay 1993; Welt et al., 2002; Jamnongjit y Hammes 2006), la cual puede ser
utilizada como substrato para la sintesis de estradiol por la enzima aromatasa
(Jamnongjit y Hammes, 2006). Dicha expresion y viabilidad se incrementan por
accion de IGF-I (Paul et al., 2010; Zhang et al., 2010), resultando en una mayor
produccién de estradiol y por tanto en un mayor desarrollo folicular (Fortune y
Quirk, 1988). De acuerdo con estudios in vitro de Yoshimura et al. (1993), la
somatotropina produce un incremento del didmetro folicular a las 12 horas de
perfusién, incrementd la produccion de estradiol de una manera dependiente de
la dosis, pero no tuvo efecto sobre la ovulacion. Sin embargo, el foliculo
preovulatorio presenta una mayor velocidad de crecimiento, probablemente
resultado de una mayor pulsatilidad de LH (Lucy et al., 1993), pero la amplitud y
las concentraciones de esta hormona son menores en las vacas tratadas con
somatotropina (Schemm et al., 1990). Somatotropina a dosis fisiolégicas puede
estimular o inhibir la produccién de androstenediona por las células de la teca,
en los foliculos grandes, dependiendo de si las células de la teca de estos
foliculos son responsivas a LH o no (Spicer y Stewart, 1996). Por consiguiente,
el efecto de la IGF-I sobre el desarrollo folicular es resultado de su interaccion

con otros componentes del eje reproductivo.
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La somatotropina puede o no afectar algunos de los componentes del eje
reproductivo a través de IGF-I. La hormona del crecimiento amplifica la accion
de las gonadotropinas en el proceso de desarrollo folicular y ovulacion, al
menos en parte por la estimulacion de la produccién ovérica de IGF-I (Ovesen,
1998; Volpe et al.,, 1992; Homburg et al., 1990; Blumenfeld et al., 1994;
Yoshimura et al., 1994). Ademas, la aplicacion de somatotropina el dia de inicio
del programa de sincronizacion mejora la maduracion del ovocito a la metafase
II (Pavliok et al. 1996). En un estudio realizado por lzadyar et al. (1997b) se
reporté que las células de la granulosa mural, cumulus y del ovocito expresaban
receptores a GH, ellos concluyen que el efecto estimulatorio de GH sobre la
maduracion del ovocito bovino es dependiente de las células del cumulus y no
es mediado por IGF-1. Este efecto podria a su vez ser mediado por AMPc/PKA
(Sirotkin 'y Makarevich, 1999), probablemente a través de un mecanismo
asociado a proteinas G (Izadyar et al., 1997a; Sirotkin et al., 2002). Esta misma
ruta es la utilizada para ejercer un efecto antiapoptotico (Sirotkin y Makarevich.
2002) asi como para estimular la secrecion de IGF-l1 en las células de la
granulosa (Makarevich y Sirotkin, 2000). Otras posibles rutas de accion de la
GH incluyen tirosina-, MAP y CDC2-kinasa (Sirotkin, 2005). Por tanto, la accion

de la somatotropina en la reproduccion animal es tanto directa como indirecta.

La somatotropina puede o no ejercer un efecto positivo sobre la produccién de
embriones (Cuadro 1). La aplicacion de somatotropina incrementa la
concentracion de IGF-I (Kirby et al., 1997) en un 51 (De la Sota et al., 1993) a
122% (Settivari et al., 2007). El IGF-I incrementa la proporcion de embriones
gue desarrollan a la etapa de blastocisto (Byrne et al., 2002) y acorta el tiempo
entre la etapa de mérula a blastocisto (Palma et al., 1997). Lo anterior, puede
ser debido a su efecto antiapoptético y mitdgeno sobre las células del
trofoectodermo (Prelle et al.,, 2001; Makarevich y Markkula, 2002). En
embriones producidos in vitro se detecto la presencia de ARNm para el receptor
a GH desde los dos dias de vida y alcanza su valor mas alto a los siete dias

(Pantaleon et al. 1997; Koélle et al., 2001), pero no es encontrado en el ovocito o
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en la etapa de dos células (Terada et al., 1996). Sin embargo, aun cuando se
encuentre ARNm desde etapas tempranas, éste no es funcional sino hasta el
dia seis de vida embrionaria (Kélle et al., 2001). De acuerdo con Drakakis et al.
(1995), la hormona del crecimiento tiene un efecto positivo sobre el desarrollo
del embridn hasta la etapa de blastocisto y eclosion (Izadyar et al., 2000). Lo
anterior, podria ser explicado por el incremento en la competencia del ovocito
(Izadyar et al., 1998), la aceleracién en la maduracién nuclear (Izadyar et al.,
1996), incremento en la disponibilidad de energia, al estimular el transporte de
glucosa (Pantaleon et al., 1997) y reduccion de la apoptosis (Kidson et al.,
2004), al reducir la sintesis de las proteinas bax (Koélle et al., 2002) y/o
inhibicién de la sintesis de prostaglandinas F,q (Makarevich y Sirotkin. 1997).
Ademas, a partir del dia seis puede estimular la movilizacion de lipidos para ser
usados como fuente de energia (Kolle et al., 2001). Aun cuando la
somatotropina desempefie una funcion determinante en el desarrollo del
embrion, parece ser que su efecto es dependiente del estado de desarrollo de

éste.
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Cuadro 2. Efecto de la aplicacion de somatotropina sobre la dinamica folicular.

Animales

Tratamiento

Resultado

Autor

Vacas lactantes

Vacas no lactantes

Vacas primiparas

Vacas lactantes y
no lactantes

Vacas lactantes

Bufalas de entre 20
y 30 meses de
edad

Seis  aplicaciones
de 500 mg 10 dias™
a partir del dia 61 +
3 postparto.

500 mgaldiaOy 11
del ciclo estral.

500 mg 14 dias™.
Siete  inyecciones
en total.

25 mg dia™ durante
un periodo de 19
dias.

25 mg dia™ durante
un periodo de 19
dias

500 mg y 12 dias
después dos
aplicaciones a
intervalos de 14
dias

La expresion del estro se redujo.

El diametro del foliculo preovulatorio o
diametro del cuerpo liteo no fue afectado.

La incidencia de ovulaciones dobles no fue
incrementada.

El nimero de foliculos clase tres (=10 mm) o
el tamafio del foliculo mas grande no fueron
afectados.

El tamafio del feto y la produccion de
interferén tau se incrementaron.

La aparicion de la segunda oleada folicular
ocurre 48 horas antes.

La incidencia de foliculos clase | (3 a5 mm) y
clase Il (6 a 9 mm) fue incrementada.

El diametro del foliculo dominante no fue
afectado.

En vacas lecheras durante la primera oleada
folicular se observo un incremento del 53% en
el nimero de foliculos clase Il (6 a 9mm).

El diametro del segundo foliculo mas grande
se incremento.

El foliculo dominante presentdé una mayor tasa
de crecimiento.

El porcentaje de ovulaciones mudltiples se
incremento en vacas lactantes, pero no en las
no lactantes.

El diametro del foliculo preovulatorio no fue
afectado.

La poblacion de foliculos pequefios (<5 mm)
fue aumentada, pero no hubo diferencias en la
poblacién de foliculos medianos (5-10 mm),
tampoco se encontraron diferencias en los
foliculos grandes (>10 mm). No se
encontraron diferencias en la cantidad de
ovocitos recuperados, pero se incremento la
cantidad de ovocitos de buena calidad por
efecto de la aplicacién de rbST.

Rivera et al. (2010)

Bilby et al. (2004)

Kirby et al. (1997)

De la Sota et al. (1993)

Lucy et al. (1993)

Sa Filho et al. (2009)
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Cuadro 3. Efecto de la aplicacion de somatotropina sobre la fertilidad.

Animales

Tratamiento

Resultado

Autor

Vacas lactantes

Vacas no lactantes

Vaquillas

Vagquillas

Vaquillas ovariectomizadas

Vacas lactantes

Vacas

Vacas multiparas

Vacas repetidoras

500 mg 14 dias™ a partir de
los 37 dias postparto hasta
aproximadamente los 72 dias
postparto.

500 mg al dia 0 y 11 del ciclo
estral.

26 mg dia™.

41.2 mg dia™’ 5" meses.

Una aplicacion de 500 mg 14
dias™.

500 mg 14 dias™ a partir del
dia 60 postparto

500 mg 14 dias™ de la
semana 9 a la 29 postparto

Multiparas: 500 mg 14 dias™
a partir de los 60 dias
postparto por 5 meses.
Primiparas: 250 mg 14 dias™
a partir de los 60 dias
postparto por 5 meses.

500 mg al dia del estro y 500
mg 10 dias después.

El tiempo de retorno a celo en
vacas no gestantes se redujo.

El porcentaje de gestaciones se
redujo en 36.4%.

Los dias a primer servicio se
incrementaron en un 28%.

El porcentaje de concepcidnes o
el nimero de servicios por
concepcion no fueron afectados.

Los animales tratados tienden a
reducir la duraciéon del estro,
montas dadas y recibidas.

El porcentaje de gestaciones a
los 180 dias se redujo en un
16.9%.

La eficiencia reproductiva no fue
afectada.

El porcentaje de gestaciones, en
ambos grupos, que recibieron
500 mg, se incremento en un
30%. Sin embargo, hubo un
incremento en los dias abiertos,
en vacas multiparas fue de
aproximadamente 60 dias.

El porcentaje de gestaciones se
incremento (29.3 vs 16.9%).

Santos et al.
(2004)

Bilby et al. (2004)

Burton et al. (1990)

Grings et al. (1990)

Lefebvre y

Block (1992)

Luna-Dominguez

et al. (2000)

Schams et al
(1990)

Azza et al. (2010)

Morales-Roura et
al. (2001)
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3 RESPUESTA SUPERESTIMULATORIA DE VAQUILLAS
HOLSTEIN TRATADAS CON DOS DOSIS DE
SOMATOTROPINA

3.1 Resumen

La aplicacion de una dosis de somatotropina bovina recombinante (rbST) puede
mejorar la respuesta superestimulatoria en bovinos. Esta investigacion evalué la
aplicacion de una contra dos dosis de 500 mg de rbST en animales
superestimulados (donadoras) sobre el didmetro del foliculo preovulatorio mas
grande, respuesta ovulatoria (incidencia de celo y numero de cuerpos luteos
(CL)), produccion de ovocitos y embriones; asi como sobre el porcentaje de
gestaciones en vacas receptoras. Las donadoras fueron 20 vaquillas Holstein,
las cuales se asignaron a uno de dos grupos: 1) rbST-I, n=10: las vaquillas
recibieron una inyeccion de rbST en el dia -2 del programa de
superestimulacién (el dia cero corresponde al dia del celo); 2) rbST-Il, n=10: las
vaquillas recibieron una inyeccion de rbST en el dia -10 y la segunda en el dia -
2 del programa de superestimulacion. Las receptoras, 38 vacas Holstein, fueron
asignadas a recibir un embrién de uno de los dos grupos de donadoras. El
porcentaje de gestaciones en receptoras fue de 20% (P>0.05), para ambos
grupos. En las donadoras, el diametro del foliculo preovulatorio mas grande no
fue afectado (P>0.05) (rbST-I, 12.8 £ 0.8 mm vs rbST-Il, 12.9 + 0.9 mm). La
respuesta ovulatoria no fue afectada (P>0.05), 19 donadoras presentaron celo
(rbST-I, 47.37 £ 16.6% vs rbST-Il, 52.63 + 15.8%) y el nimero de CL fue similar
en ambos grupos (rbST-1, 9.3 + 1.1 vs rbST-Il, 9.5 £ 1.5). El nimero de ovocitos
fue mayor (P< 0.05) en el grupo rbST-1 (1.3 + 0.4 vs 0.2 £ 0.2). El nUmero de
embriones degenerados y transferibles no fue afectado (P>0.05) por el
tratamiento: rbST-I, 1.0 £ 0.5 vs rbST-Il, 4.5 £ 3.0; rbST-I, 1.0 + 0.5 vs rbST-II,
1.4 + 0.7, respectivamente. Sin embargo, no se logré colectar ningun tipo de
estructura (ovocito y/o embrién) de un 36.8% de las donadoras. Se concluye
gue la aplicacién de dos dosis de rbST no tienen efecto sobre el diametro del
foliculo preovulatorio mas grande, ni sobre la respuesta ovulatoria de vaquillas
Holstein superestimuladas.

Palabras clave: somatotropina, superestimulacion, vaquillas.
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SUPEROVULATORY RESPONSE OF HOLSTEIN HEIFERS
TREATED WITH TWO DOSES OF SOMATOTROPIN

3.2 Abstract

The application of one dose of recombinant bovine somatotropin (rbST) helps to
improve the superovulatory response in cattle. This study assessed the effect of
applying one against two doses of 500 mg of rbST in superstimulated animals
(donors) on the diameter of the largest preovulatory follicle, ovulatory response
(incidence of estrus and number of corpus luteum (CL)), oocytes and embryo
yield; as well as on the pregnancy rate in recipient cows. As donors, 20 Holstein
heifers were used, each was assigned to one of two groups; 1) rbST-I, n=10:
heifers received one dose of rbST on the day -2 of the superstimulation
schedule (day zero is the day of estrus); 2) rbST-Il, n=10: heifers received the
first dose of rbST on day -10 and the second on day -2 of the superstimulation
schedule. The recipients, 38 Holstein cows, were assigned to receive one
embryo of one of the two groups of donors. There was not effect of treatment on
the pregnancy rate of the recipients (P>0.05), 20% in both groups. There was
not effect on diameter of the largest preovulatory follicle (P>0.05) (rbST-I, 12.8 +
0.8 mm vs rbST-Il, 12.9 £+ 0.9 mm). There was not effect on the ovulatory
response (P>0.05), 19 of the donors showed estrus (rbST-I, 47.37 + 16.6% vs
rbST-1l, 52.63 + 15.8%), and the number of CL of the two groups was similar
(rbST-1, 9.3 + 1.1 vs rbST-Il, 9.5 + 1.5). The number of oocytes was greater (P<
0.05) in the rbST-I than in the rbST-1l (1.3 + 0.4 vs 0.2 £ 0.2). There was not
effect (P>0.05) of treatment on the number of degenerated and transferable
embryos: rbST-I, 1.0 £ 0.5 vs rbST-Il, 4.5 + 3.0; rbST-I, 1.0 + 0.5 vs rbST-Il, 1.4
+ 0.7, respectively. However, not recovery of any structure (oocytes or/and
embryos) occurred in 36.8% of the donors. It is concluded that the application of
two doses of rbST has not effect on the diameter of the largest preovulatory
follicle or on the ovulatory response of superstimulated Holstein heifers.

Key words: somatotropin, superestimulation, heifers.
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3.3 Introduccién

La transferencia de embriones es la técnica mediante la cual los embriones son
colectados de una hembra donadora y transferidos a otra hembra receptora, la
cual servira como madre sustituta por el resto de la gestacion (Widayati, 2012).
El objetivo de un programa de transferencia de embriones es la obtencion de
ovocitos y embriones de alta calidad de hembras de elevado valor genético, que
resulten en el nacimiento de una cria saludable (Santos et al.,, 2008). Sin
embargo, la variabilidad en la respuesta superestimulatoria (nUmero de cuerpos
luiteos (CL) y numero de estructuras tales como ovocitos, embriones
degenerados y transferibles) es uno de los principales problemas de los

programas de transferencia de embriones en bovinos (Mapletoft et al., 2002).

La variabilidad en la respuesta superestimulatoria puede deberse en parte a
diferencias en la poblacion folicular al inicio del tratamiento superestimulatorio
(Chupin y Saumande, 1979). Esta variabilidad puede ser aminorada mediante el
uso de somatotropina bovina recombinante (rbST) (Gong et al.,, 1993b),
probablemente debido a que la aplicacion de ésta incrementa el reclutamiento
de foliculos pequefios (Gong et al., 1993a). La aplicacién de multiples dosis de
rbST (160 mg en total) durante el tratamiento superestimulatorio (Rieger et al.,
1991) o una sola (500 mg) al inicio de éste (Kuehner et al., 1993) incrementd la
respuesta ovulatoria (niUmero de cuerpos lateos); mientras que una sola
aplicacion (250-640 mg) siete (Kuehner et al., 1993), cinco (Herrier et al., 1994;
Gong et al.,, 1996) o cuatro dias (Neves et al., 2005; Moraes et al., 2008;
Vasconcelos et al., 2011) antes de iniciar el programa de superestimulacion asi
como 48 horas antes de la inseminacién (Marquez, 2011) y después de ésta
(Kuehner et al., 1993; Gonzalez-Fernandez et al., 2004) produjo o tiende a
incrementar el nUmero o porcentaje de embriones transferibles. Contrario a lo
anterior, los trabajos de Herrier et al. (1994) y Borges et al. (2001) no

encontraron un efecto positivo sobre la produccion de embriones, al aplicar la
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somatotropina (640 mg) al momento de la inseminacién o (500 mg) siete dias
antes del tratamiento superestimulatorio, respectivamente. Por tanto, parece ser
que los mejores momentos para la aplicacién de la rbST para incrementar la
produccion de embriones transferibles, son en un tiempo menor a siete dias
antes de iniciar el tratamiento superestimulatorio y antes de la inseminacion

artificial.

La aplicacion de una dosis de rbST puede mejorar la produccién de embriones
transferibles en bovinos. Sin embargo, dado que la aplicacion de esta hormona
produce un incremento en el reclutamiento de foliculos pequefios (Gong et al.,
1997) asi como en el crecimiento de otros de mayor tamafio (De la Sota et al.,
1993; Lucy et al., 1994), es probable que la aplicacion de mas de una dosis sea
benéfica tanto para la respuesta ovulatoria como para la produccion de
embriones transferibles en bovinos. La primera dosis, estaria enfocada a
incrementar el namero de foliculos reclutados, los cuales podrian ser
seleccionados y continuar su crecimiento bajo la influencia de la hormona
superestimuladora, por ejemplo Folltropin-V (Hormona Foliculo Estimulante
(FSH)), mientras que una segunda dosis, seria aplicada con el objetivo de
incrementar el desarrollo de estos foliculos cuando ya no se cuente con la
fuente de la hormona superestimuladora, presumiblemente debido a que
después de la aplicacién de la rbST, esta hormona se mantiene en niveles
elevados por un periodo de tiempo mayor que la FSH, después de aplicar
Folltropin (Demoustier et al., 1988; Kuehner et al., 1993). Por tanto, el objetivo
de este trabajo fue probar la hipotesis de que vaquillas superestimuladas y
tratadas con dos dosis de rbST, aplicadas antes del celo, tendrian una mejor
respuesta ovulatoria asi como un mayor niumero de embriones transferibles en

comparacion con animales que recibieran una sola dosis.
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3.4 Materiales y métodos

3.4.1 Localizacion

El experimento se llevé a cabo en la Unidad de Produccion de Bovino Lechero
“18 de Julio”, propiedad de la Cooperativa Agropecuaria y Forestal Chapingo,
ubicado en el municipio de Tlahualilo, Durango, en las coordenadas 25° 54 08"
latitud norte y 103° 35" 07" longitud oeste, a una altitud de 1,137 msnm, con
clima célido-seco BW. La temperatura media anual es de 21.1 °C con una
precipitacion pluvial de 239 mm anuales, distribuidas principalmente en los

meses de julio a septiembre (Garcia, 1988).

3.4.2 Animales

Los animales utilizados como donadoras fueron 20 vaquillas Holstein de 12 a 15
meses de edad y como receptoras se usaron 38 vacas Holstein adultas
clinicamente sanas, con buena condicion corporal y con presencia de ciclos

estrales regulares.

3.4.3 Tratamiento y disefio experimental

Los tratamientos a evaluar en el grupo de donadoras fueron la aplicacion de
una dosis de 500 mg de rbST (Boosting-S, MSD) via subcutanea en el pliegue
izqueorectal contra dos dosis. Se realizaron dos programas de produccion de
embriones, uno en el mes de julio y el otro en septiembre, en cada mes se
utilizaron 10 vaquillas, las cuales fueron distribuidas, mediante un disefo
completamente al azar, a uno de dos grupos (n=5): 1) rbST-I: las donadoras
recibieron una dosis de rbST en el dia -2 del programa de superestimulacion y
2) rbST-II: las donadoras recibieron la primera dosis de rbST en el dia -10 y la
segunda en el dia -2 del programa de superestimulacion (Figura 1). Cada
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donadora fue tomada como unidad experimental. Las receptoras (n=38) fueron
asignadas, mediante un disefio completamente al azar, a recibir un embrién de

uno de los dos grupos de donadoras.

3.4.4 Sincronizacion de celos y programa de superestimulacion

La sincronizacion del celo en las donadoras se llevo a cabo mediante un
dispositivo intravaginal que contenia 1.9 g de progesterona (CIDR®, Pfizer), la
aplicacion de benzoato de estradiol (Benzoato de estradiol, International Prode)
y cloprostenol (Celosil® Shering Plough) en dos ocasiones (am y pm) en el dia
que se retiro el CIDR. La superestimulacion se indujo mediante mdultiples
inyecciones de hormona foliculo estimulante (FSH, Folltropin-V Bioniche,
Animal Health, Canada, Inc) en un protocolo descendente (50, 50, 40, 40, 30,
30, 20, 20 mg) a intervalos de 12 h. La deteccién de celos se realiz6 de manera
permanente después de retirado el CIDR. Al momento del celo se determiné el
diametro del foliculo preovulatorio mas grande, mediante la medicién del foliculo
de mayor tamafio (se consideré el promedio de la medicion vertical y horizontal
del foliculo), en ambos ovarios, por medio de ultrasonografia (Sonovet 2000,
Madison Wisconsin). Las vaquillas fueron inseminadas en tres ocasiones (12,
18 y 24 h después de detectado el celo) con semen sexado proveniente de
machos de fertilidad conocida, al momento de la primera inseminacién cada

donadora recibié una inyeccion de gonadorelina (Cystorelin®, Merial) (Figura 1).

El grupo de receptoras fue sincronizado, al igual que las donadoras, mediante
un CIDR por ocho dias, la aplicacion de benzoato de estradiol en el dia de la
insercion del CIDR y una aplicacion de cloprostenol al removerlo (Figura 1).
Seis dias después del celo, los ovarios de todas las vacas fueron evaluados
para determinar la posicion del cuerpo luteo, mediante ultrasonografia (Sonovet
2000, Madison Wisconsin).

67



3.4.5 Evaluacion y transferencia de embriones

Los embriones de las donadoras fueron extraidos a los 7.5 dias después del
celo, mediante procedimientos no quirurgicos. Cada donadora recibié anestesia
epidural, mediante la aplicacion de 100 mg de lidocaina (Pisacaina 2%, Pisa),
para posteriormente proceder al lavado y secado externo de la vulva. Acto
seguido, el técnico procedio a la evaluacion de la respuesta ovulatoria, a través
del conteo del numero de CL de cada ovario, mediante palpacion rectal. En
seguida, con la ayuda de un estilete de acero inoxidable de 63.5 cm de largo,
se hizo pasar un catéter Foley No. 16 (C. R. Bard, Inc) a través del cérvix para
posicionar la punta de este ultimo en uno de los cuernos, por delante de la
bifurcacién uterina, una vez en esta posiciéon se infl6 el globo del catéter con la
cantidad de aire considerada como adecuada (5-8 cm de aire), calculada por el
técnico a través de la palpacion de la distencion del cuerno. Después de
posicionar el catéter, se retird el estilete de acero y se conectd un extremo de
una manguera Tygon (Agtech) al catéter de Foley, mientras que los otros dos
extremos se posicionaron, uno en la bolsa de medio de lavado (Vigro complete
flush, Bioniche) y el otro en el filtro EM-CON (Agtech), en el cual se colectaron
los embriones. Después de finalizar con el lavado de un cuerno, se posicioné
nuevamente el estilete dentro del catéter de Foley, se desinflo el globo y se

posiciono en el otro cuerno para proceder a su lavado.

El contenido del filtro EM-CON fue vertido en una caja cuadriculada de 10 x 15
cm (Falcon, Becton Dickinson Labware) para la busqueda de ovocitos y
embriones, bajo el lente de un microscopio estereoscépico (Cambridge
instruments), las estructuras encontradas fueron colocadas en una caja petri de
3.5 x 1 cm (Falcon, Becton Dickinson Labware) que contenia medio de

transferencia (Vigro Holding Plus, Bioniche).
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Figura 1. Protocolo de superestimulacién en donadoras (a) y sincronizacion de
celos en receptoras (b).

Posteriormente, las estructuras encontradas fueron evaluadas, bajo el lente del
microscopio estereoscopico, considerando los estandares de desarrollo y
calidad del manual de la Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones
(1998). Las receptoras recibieron un embrién de calidad 1 o 2 en el cuerno
ipsilateral al CL. El diagnodstico de gestaciones se realiz6 a los 38 dias después
de haber recibido el embrion, mediante palpacion rectal.
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3.4.6 Variables de respuesta

Las variables de respuesta a los tratamientos fueron: a) diametro del foliculo
preovulatorio mas grande, b) respuesta ovulatoria, esta variable fue
categorizada en varios niveles, de la siguiente manera: no respondié (la
donadora no present6 celo o <2 CL), respuesta baja (3-5 CL), media (6-8 CL) y
alta (=9 CL), c) cantidad de ovocitos, d) cantidad de embriones degenerados d)
cantidad de embriones transferibles y e) porcentaje de gestaciones en
receptoras a los 38 dias después de haber recibido el embrion. Ademas, se
utilizé la informacion de la estacion meteoroldégica URUZA, la cual pertenece a
la red nacional de estaciones estatales agroclimaticas del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias, para la determinacion del
indice de temperatura y humedad (THI, por sus siglas en inglés) de acuerdo a la
formula de Mader et al. (2006).

3.4.7 Analisis estadistico

La variable diametro del foliculo preovulatorio mas grande fue analizada
mediante una prueba de T a través del procedimiento PROC TTEST de SAS
(SAS, 2004), bajo el siguiente modelo: Y=y + 1 + &,

Donde u es la media poblacional, 7; es el efecto del i-ésimo tratamiento (una o
dos aplicaciones de rbST) y ¢; es el error experimental del i-ésimo tratamiento

en la j-ésima repeticion.

Las variables respuesta ovulatoria y porcentaje de gestaciones en receptoras
fueron analizadas mediante una prueba de X usando el procedimiento PROC
FREQ de SAS (SAS, 2004), bajo el siguiente modelo: Y= ¢ + @T; + &
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Donde ¢ es la frecuencia de la poblacion, @r; es la frecuencia del efecto del i-
ésimo tratamiento (una o dos aplicaciones de rbST) y ¢; es el error experimental

del i-ésimo tratamiento en la j-ésima repeticion.

Las variables nuamero de ovocitos, numero de embriones degenerados y
transferibles fueron analizadas mediante una prueba de Wilcoxon, usando el
procedimiento NPARIWAY de SAS (SAS, 2004), bajo el siguiente modelo: Y;=

METtE;

Donde u es la media poblacional, 7, es el efecto del i-ésimo tratamiento (una o
dos aplicaciones de rbST) y ¢; es el error experimental del i-ésimo tratamiento
en la j-ésima repeticion. Los datos son presentados como medias + error

estandar y fueron consideradas significativas si P<0.05.

3.5 Resultados y discusién

La presente investigacion evalu6é la aplicacion de una contra dos dosis de
somatotropina bovina recombinante sobre el diametro del foliculo preovulatorio
mas grande, respuesta ovulatoria y produccion de embriones en vaquillas

Holstein asi como el porcentaje de gestaciones en vacas receptoras.

El experimento se llevd a cabo durante los meses calurosos de la region. Por
tanto, es probable que las vaquillas hayan experimentado algun grado de estrés
calérico. En estos meses, se obtuvo un indice de temperatura y humedad
promedio de 74.4, lo cual, de acuerdo con Mader et al. (2006), puede ser un
indicativo de condiciones de estrés por calor en el animal. La Figura 2 muestra
el comportamiento del THI durante los dias de los meses de julio y septiembre,
en los cuales se llevaron a cabo los programas de transferencia de embriones.

Sin embargo, tanto el promedio obtenido asi como la informacion generada
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para el mes de septiembre debe de tomarse con cautela, ya que debido a
problemas que estuvieron fuera de nuestro control, no se pudo obtener la
informacion meteorologica, para este mes, de la estacion URUZA, por lo que se
colect6 la informacion Unicamente de las 8 am a las 11 pm, por medio de un

instrumento digital para la medicion de temperatura y humedad relativa.
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Figura 2. indice de temperatura y humedad durante los meses de junio (lineas
sélidas con circulos) y septiembre (lineas sdlidas con cuadrados). El dia cero

representa el dia del celo.

El didmetro del foliculo preovulatorio mas grande de las donadoras no fue
diferente (P>0.05) entre ambos tratamientos (Cuadro 5). El diametro del foliculo
preovulatorio afecta la calidad del ovocito ovulado y por consiguiente la
probabilidad de que la hembra quede gestante después del servicio. Lo anterior,
segun Machatkova et al. (2004), es explicado por el nivel de competencia del
ovocito (capacidad de completar su maduracién, llevar a cabo la fertilizacién y
alcanzar la etapa de blastocisto (Assidi et al., 2008)), la cual es mayor en
foliculos de 11 a 15 mm de diametro. En concordancia con esto ultimo, algunos
trabajos en vacas y vaquillas reportan que el diametro 6ptimo del foliculo
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preovulatorio para incrementar la probabilidad de que la hembra quede
gestante, es de 13 y 15.2 mm y =212.8 mm, respectivamente, pero tiende a
reducirse cuando el diametro es <12.8 6 >16 mm en vacas, y <10.7 6 >15.7 mm
en vaquillas (Perry et al., 2005; Lopes et al., 2007; Perry et al., 2007; Machado
et al., 2012).

El diametro del foliculo de mayor tamafio en este estudio, para ambos grupos,
coincide con el didmetro Optimo (=12.8 mm) para lograr una gestacion en
vaquillas. Sin embargo, los porcentajes de gestaciones en receptoras fueron
bajos (20% en ambos grupos, (P>0.05), del total de receptoras solamente 15
recibieron un embrion, el resto fue retirado del experimento debido a que no
respondieron a la sincronizacion o a problemas de salud, los embriones
restantes fueron congelados). Lo anterior pudo deberse a tres factores, que
pudieran haber afectado negativamente, solos o en conjunto, el desarrollo
folicular y competencia del ovocito, estos son la superestimulacion, estrés
calérico y el uso de analogos de GnRH. La superestimulacion implica el
desarrollo de multiples foliculos, entonces al conocer el diametro del foliculo de
mayor tamafo, es légico pensar que el resto de los foliculos presentan un
diametro menor y que la induccién de la ovulacién de estos comprometeria la
calidad del ovocito. El segundo factor, lo hace a través de una disminucién en la
expresion de receptores a hormonas, actividad enzimatica (Shimizu et al., 2005)
y viabilidad de las células (Roth et al., 2001) involucradas en el desarrollo del
foliculo asi como al alterar el proceso de maduracién (Roth y Hansen, 2005) y
reducir la competencia (Al-katani et al., 2002) y calidad (Rocha et al., 1998) del
ovocito; mientras que el tercero lo hace al inducir la ovulacion de foliculos
pequenos, <10.3 mm (Perry et al.,, 2005). Por tanto, el bajo nimero de
gestaciones obtenidas en las receptoras en este estudio pudo ser debido a la
produccion de ovocitos con una competencia reducida y a su vez de embriones
incapaces de desarrollarse mas alla del dia 45, resultado de un posible efecto

conjunto de la superestimulacion, estrés calérico y el uso de analogos de
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GnRH, al reducir el desarrollo folicular, competencia del ovocito y/o inducir la

ovulacion de foliculos de menor tamafio al diAmetro 6ptimo reportado.

La respuesta ovulatoria no fue afectada (p>0.05) por la aplicacion de una o dos
dosis de rbST. Se superestimularon 20 vaquillas, de las cuales 19 de ellas
presentaron algun nivel de respuesta ovulatoria (rbST-I, 47.37 £ 16.6% vs rbST-
I, 52.63 = 15.8%). El Cuadro 4 muestra los resultados de la respuesta
ovulatoria para los dos grupos evaluados en las diferentes categorias de
respuesta ovulatoria estudiadas. No se encontraron diferencias por efecto de
tratamiento en las tres categorias. Sin embargo, dentro de la categoria alta, el
ndamero de CL tiende a ser mayor en el grupo rbST-Il (13.4 £ 25 CL vs 11.8 +
0.8 CL).

Cuadro 4. Respuesta ovulatoria de vaquillas Holstein tratadas con una (rbST-I)
o dos (rbST-Il) dosis de 500 mg de rbST ((numero de animales) porcentaje
promedio + error estandar).

Nivel de respuesta

Gruno Baja Media Alta

P (3-5 CL) (6-8 CL) (29 CL)
rbST-| (1)33.3°+47.1 (3)50.0°+28.9 (5)50.0°+22.2
rbST-II (2)66.7+33.3 (3)50.0°+28.9 (5)50.0°+22.2

Medias sin una letra en comun, dentro de columnas son diferentes (p<0.05).

La proporcion de animales que respondieron al tratamiento superestimulatorio,
es decir aguellos con una respuesta ovulatoria de categoria baja a alta, en este
estudio (95%) es 6.5y 7.5% superior a la reportada por los trabajos de Borges

et al. (2001) y Moraes et al. (2008), respectivamente, en los cuales estuvo
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involucrado el uso de rbST y 15.5% mayor que en el trabajo reportado por Sales
et al. (2008), en donde no estuvo implicado el uso de la somatotropina. Sin
embargo, el numero de cuerpos lateos obtenido en nuestro trabajo (rbST-I, 9.3
+ 1.1 vs rbST-Il, 9.5 + 1.5) es de un 36 a 144% menor a lo reportado en
vaquillas por Gong et al. (1993b) y Kuehner et al. (1993) y en vacas por Herrier
et al. (1994), cuando la somatotropina (dosis de 320 a 640 mg animal™) se
aplico cinco dias antes o al inicio del periodo superestimulatorio. Los resultados
de la literatura permiten presumir lo siguiente: el protocolo de superestimulacion
utilizado en este estudio fue efectivo en inducir una respuesta ovulatoria positiva
en los animales tratados en ambos grupos. También, es factible suponer que la
ausencia de diferencias significativas en la respuesta ovulatoria en el grupo
rbST-1l con respecto del —I se haya debido al tamafio de muestra utilizado, que
al ser pequeiio, impide establecer diferencias significativas entre los
tratamientos. De igual forma, el menor nimero de cuerpos Iiteos observado en
ambos tratamientos, en comparacion con otros estudios, en donde se aplico la
somatotropina, es probable que sea debido, no a un efecto de tratamiento, sino
a diferencias en la fisiologia reproductiva de las donadoras, tales como baja
poblacion folicular y/o reducida expresion de receptores a FSH en los foliculos
pequefios, que hayan impedido, cada uno o en conjunto, que se incrementara el
namero de foliculos reclutados y seleccionados para su posterior desarrollo,

ovulacion y formacién de cuerpos lateos.

Los resultados de la produccién de embriones por efecto del tratamiento de una
o0 dos dosis de somatotropina se presentan en el Cuadro 5. La cantidad de
ovocitos fue mayor (P<0.05) en el grupo rbST-I, de las 19 superestimulaciones
realizadas, 36.8% (seis en el grupo rbST-l y una en el rbST-Il) de las donadoras
produjeron al menos un ovocito. La cantidad de embriones degenerados tendi6
a incrementarse en el grupo rbST-Il, sin diferencias significativas entre ambos
grupos. El 36.8% de las donadoras produjeron embriones degenerados (tres del
rboST-1 y cuatro del rbST-Il). La diferencia en produccién de embriones

transferibles entre ambos tratamientos tampoco fue significativa. Ademas,
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solamente el 42.1% de las vaquillas produjeron embriones transferibles (cuatro
del rbST-I y cuatro del rbST-Il); y del total de embriones transferibles obtenidos
el 63% fue producido por tres donadoras. Mientras que del 36.8% (dos del
grupo rbST-I y cinco de rbST-II) de las vaquillas no se logré colectar ningun tipo
de estructura (ovocito y/o embridn), a pesar de haber presentado una respuesta

ovulatoria de categoria baja a alta.

La produccion de ovocitos, de acuerdo a las cantidades mostradas en el Cuadro
5, en el grupo rbST-I es 6.5 veces mayor a lo obtenido en el grupo rbST-II. Sin
embargo, debido a que de las 10 donadoras de este ultimo grupo, del 50% de
ellas no se colectd ninguna estructura, no seria apropiado hacer aseveraciones

0 suposiciones sobre el comportamiento de esta variable.

Cuadro 5. Medias * error estdndar del diametro del foliculo preovulatorio mas
grande, ovocitos, embriones degenerados y transferibles de vaquillas Holstein
tratadas con una (rbST-I) o dos (rbST-Il) dosis de 500 mg de rbST.

Grupo
Variable rbST-I rbST-II
Diametro del foliculo preovulatorio 12.8 +0.8° 12.9 +0.9%
mas grande (mm)
Ovocitos 1.3£0.4° 0.2+0.2°
Embriones degenerados 1.0 + 0.5¢ 4.5+ 3.0
Embriones transferibles 1.0+ 0.5° 1.4+0.7°

Medias sin una letra en comun, dentro de hileras son diferentes (p<0.05).
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La produccion de embriones degenerados en el grupo rbST-Il es 3.5 veces
mayor que en el grupo rbST-I. A diferencia de la variable a la cual se hace
referencia en el parrafo anterior, es factible suponer que de haberse obtenido
embriones de las cinco vaquillas, de las cuales no se colectd ninguna
estructura, seguirian un comportamiento similar para esta variable. Por
consiguiente, es considerable sugerir un posible efecto del tamafio de la dosis
usada en el grupo rbST-II. En general, dosis de rbST inferiores a 35.7 mg dia™
tienen un efecto positivo sobre la reproduccion animal (Erdman et al., 1990;
Bilby et al., 2004; Santos et al., 2004; Rivera et al., 2010). Por tanto, es
probable que el incremento en el nimero de embriones degenerados se deba a
un efecto negativo de la alta dosis usada, 62.5 mg dia™, en animales
probablemente con alto grado de sensibilidad hacia la hormona, lo que generé
condiciones anormales para la produccion de un ovocito competente asi como
para el adecuado desarrollo del embridon, aun cuando Grings et al. (1990)

reportaron que dosis de 41.2 mg dia™ no comprometen la fertilidad de vaquillas.

Las dosis elevadas de rbST pueden afectar la calidad del ovocito y desarrollo
embrionario de una forma directa o indirecta, a través de insulina y/o del Factor
Analogo a Insulina tipo | (IGF-1). La primera, la puede realizar al inducir cambios
gue potencialmente pudieran afectar los mecanismos asociados con el
mantenimiento de la gestacion (Guzeloglu et al., 2004), mientras que la
segunda involucra en primera instancia, un incremento en las concentraciones
tanto de IGF-I como de insulina, efecto predecible después de la aplicacién de
rbST (Kirby et al., 1997; Bilby et al., 2004, Settivari et al., 2007; Rivera et al.,
2010), por lo que es de esperarse que un incremento en la dosis de esta
hormona aumente adun mas las concentraciones de las dos primeras. Sin
embargo, no se puede afirmar que esto sucedid en este estudio, ya que las
concentraciones de dichas hormonas no fueron determinadas. Las altas
concentraciones de IGF-I disminuyen la actividad de la enzima aromatasa
estimulada por FSH (Bhatia y Price, 2001), y al igual que niveles elevados de

insulina, ambos afectan negativamente la calidad del ovocito (Armstrong et al.,
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2003; Adamiak et al.,, 2005; Thomas et al., 2007). Ademas, elevadas
concentraciones de IGF-I son capaces de inducir la muerte embrionaria
temprana (Katagiri et al., 1996 y 1997), al reducir el aporte de energia a la
célula (Chi et al., 2000). Lo anterior, puede ser potenciado por el efecto de la
superestimulacion ovarica, que puede ser amplificado por la somatotropina
(Yoshimura et al., 1994), al provocar un incremento en las concentraciones de
IGF-I a través de los estrogenos (Richards et al., 1991; Kuehner et al., 1993;
van Lier et al., 2006).

La aplicacion de dos dosis de somatotropina en vaquillas superestimuladas no
produjo un efecto positivo sobre la produccion de embriones transferibles, en
esta investigacion. Ademas, la cantidad de embriones transferibles, en ambos
grupos, es de 1.8 a 8.2 veces inferior a lo reportado por otras investigaciones,
en las cuales los animales recibieron una dosis de rbST (Rieger et al., 1991,
Kuehner et al., 1993; Herrier et al., 1994; Gonzalez-Fernandez et al., 2004;
Neves et al., 2005; Moraes et al., 2008; Marquez, 2011). De igual forma, otros
trabajos en donde no se utiliz6 somatotropina, pero si semen sexado, reportan
un numero de embriones transferibles mayor al reportado en el Cuadro 5,
(Hayakawa et al. (2009) y Peippo et al. (2009), 6.6, y Sartori et al. (2004), 2.3.
Entonces, parece ser que nuestros resultados estan por debajo de lo que se
esperaria en un programa de transferencia de embriones y que la aplicacion de
dos dosis de rbST no tiene un efecto benéfico sobre la produccion de
embriones transferibles. Sin embargo, antes de hacer cualquier aseveracion es
importante considerar que de una proporcion alta de donadoras, a pesar de
presentar una respuesta ovulatoria, no se logré colectar ningun tipo de embrién
u ovocito. Por tanto, no es posible afirmar sobre el efecto de la doble aplicaciéon

de rbST en la produccion de embriones transferibles.

La no obtencibn de algan tipo de embribn u ovocito de animales

superestimulados es un fenbmeno que se puede presentar en mayor 0 menor
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grado. En las investigaciones de Sartori et al. (2004) y Peippo et al. (2009), del
13 al 25% de los animales superestimulados producen una sola estructura o
ninguna, tales porcentajes son inferiores a los encontrados en esta

investigacion.

El mecanismo responsable de este fenOmeno alun permanece por ser
dilucidado, es probable que el transporte de embriones de buena calidad sea
diferente del de aquellos sin fertilizar o degenerados, los cuales son incapaces
de llegar al Utero para ser colectados (Sartori et al., 2004). En mujeres con
casos de infertilidad inexplicable, se ha encontrado que la causa probable es
una incapacidad de la fimbria, debido a un tamafio insuficiente, para alcanzar el
sitio de ovulacién en el ovario, lo que impide que se colecte el ovocito (Ahmad-
Thabet, 2000; Roy et al., 2005). También, es probable que cuando se lleve a
cabo la superestimulacion, el ovario crezca considerablemente y su tamafo
sobrepase la capacidad de la fimbria para abarcar todos los puntos de
ovulacion, ocasionando asi la pérdida de ovocitos hacia la cavidad abdominal.
Por tanto, se puede especular que alguno de los mecanismos antes
mencionados pudo haber interferido con el transporte normal de ovocitos y/o

embriones, lo que impidié su coleccion.

3.6 Conclusién

Los resultados obtenidos en esta investigacion muestran que la aplicacion de
dos dosis de somatotropina bovina recombinante en vaquillas Holstein
superestimuladas, no influye sobre el diametro del foliculo preovulatorio mas
grande ni mejora la respuesta ovulatoria, en comparaciéon con animales que
recibieron una sola dosis. Sin embargo, la poca informacién obtenida sobre
produccion de embriones transferibles, impide que se emita un veredicto sobre

la hipotesis de que dos dosis de somatotropina mejorarian la produccion de
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embriones transferibles, en comparaciéon con una sola dosis en vaquillas

superestimuladas.
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