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RESUMEN

MENDOZA MEDEL GABRIEL. Efecto de una dosis de 500 mg de somatotropina bovina
recombinante {rbST) en la fertilidad de vacas Holstein al primer servicio y repetidoras (bajo la
direccién del Dr. Joe! Hernandez Cerdn).

La fertilidad en el ganado lechero ha disminuido en los Gltimos afos. La causa de esta
condicién esta asociada al incremento simultaneo en los niveles de produccion lactea.
El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de la administracién de una sola
dosis de somatotropina bovina recombinante (rbST) al momento de la inseminacion
artificial en el porcentaje de concepcion de vacas Holstein al primer servicio y
repetidoras. Para tal fin, fueron utilizados 362 animales al primer servicio (81.8 + 3.5
dias posparto y 2.7 + 0.7 partos) y 316 vacas repetidoras (245 + 3.7 dias posparto, 5.05
+ 0.05 servicios y 3.0 + 0.07 partos). Al momento de la inseminacion artificial, 195
vacas al primer servicio y 175 vacas repetidoras recibieron una sola dosis de 500 mg de
rbST. Mientras que 167 animales al primer servicio y 141 repetidoras constituyeron el
grupo testigo sin recibir tratamiento alguno. El diagnéstico de gestacion se realizé por
palpacion rectal a los 45 dias después del tratamiento. El porcentaje de gestacion se
compard mediante modelos lineales mixtos incluyendo al hato como variable aleatoria.
Al comparar los resultados entre los animales tratados y testigos (primer servicio y
repetidoras) se encontré que el porcentaje de concepcion fue mayor en las vacas que
recibieron rbST (42.7%; 158/370) que en las vacas testigo (34.8%,; 107/308) (P<0.05).
En el grupo de vacas al primer servicio no se encontré diferencia (P>0.05) en el
porcentaje de concepcidn de las vacas tratadas (39%; 77/195) y testigo (35%,; 58/167).
Las vacas repetidoras tratadas con rbST tuvieron un porcentaje de concepcion
significativamente mayor (P<0.05) (46%; 81/175) que las testigo (35%; 49/141).
Respecto a las concentraciones de progesterona no se encontré diferencia entre el
grupo tratado y testigo. Se concluye que el tratamiento con una sola aplicacion de 500
mg de rbST al momento de la inseminacion mejoré el porcentaje de concepcion en

vacas repetidoras.

Palabras claves: somatotropina bovina, fertilidad, progesterona.



SUMMARY
Mendoza Medel Gabriel. Effect of a single dose of 500 mg recombinant bovine
somatotrophin (rbST) on fertility in first service and repeat-breeder Holstein cows.

(directed by Dr. Joel Hernandez Ceron).

Dairy cattle fertility has suffered a steady decrease over the past 40 years which is
associated with a simultaneous increase in milk production. Recombinant Bovine
Somatotrophin (rbST) is routinely used to enhance milk production and has also been
shown to have effects on follicular development and number of transferable embryos
after superovulatory treatments. The objetive of this study was to evaluate the effect of a
single dose of rbST given at the time of artificial insemination (Al) on pregnancy rates in
dairy cattle. A total of 362 first service cows (81.5+3.5 day pospartum (dpp), and 2.720.7
calvings(c) ), and 316 repeat-breeder cows (245+3.7dpp, 5+0.05 inseminations, and
3+0.07 c) located in 17 Holstein herds were used. At the time of Al, 195 first service
cows and 175 repeat breeders received 500 mg of rbST, whereas the control cows
were167 and 141 cows for first service and repeat breeders, respectively. Pregnancy
rates were compared by generalised linear mixed models after logit transformation of
the response variable, including the herds as a ramdom effect. Overall, treatment with
rbST improved pregnancy rate (rbST=42.7%, control=35%; P<0.05). When data was
analized per cattle group, rbST improved fertility in repeat breeders (rbST=46%, control
35%: P<0.05), but not in first service cows (thST= 39%, control =35%; P>0.05). In
conclusion, a dose of 500 mg of rbST at the time of Al significantly improves pregnacy

rates in repeat breeder cows.

Key words: Bovine somatotropin, fertility, progesterone.
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CAPITULO 1
I NTRODUCCION

En los hatos lecheros la baja fertilidad continia siendo uno de los principales
problemas con los que se enfrenta el Médico Veterinario, y se ven reflejados en un
mayor intervalo entre partos, dias abiertos, servicios por concepcion y eliminacién de
animales por fracaso en la concepcion (Bascom y Young, 1998).

La tasa de concepcioén de las vacas lecheras ha venido disminuyendo conforme

ha aumentado la produccion de leche (Britt, 1987; Macmillan et al., 1998). Asi, de un
66% de concepcion en 1951, actualmente se logra gestar el 40% de los animales
servidos, mientras que en el mismo periodo de tiempo se ha incrementado la
produccién de leche en un 218%. En contraste, la tasa de concepcidn en becerras
continGa siendo de 70-80% demostrando que no existe un efecto directo de ia seleccion
genética en la fertilidad, sino de manera indirecta por seleccionar animales con un
sistema metabdlico dirigido a la produccién de leche (Beam y Butler, 1989; Butler,
1998).

Debido a esto, durante los Gltimos afios se ha tenido que recurrir a nuevas
herramientas que nos ayuden a mejorar la fertilidad. Se han utilizado tratamientos que
pretenden alargar la vida media del cuerpo lateo y permitir el reconocimiento materno
de la gestacién (Thatcher et al., 1994), pero sus resultados han sido muy variables. De
estos tratamientos esta el uso de GnRH (factor liberador de gonadotropinas) (Bondurant
et al., 1991; Ryan et al.,1991) o la aplicacién de hCG (gonadotropina coriénica humana)
(Swanson y Young, 1990) y el uso de progestagenos durante los primeros dias

postservicio (Van Cleff et al., 1991).



Recientemente se ha demostrado que la somatotropina bovina recombinante
(rbST), ademas de aumentar la produccién lactea 10-15% (Bauman, 1992; Burton etal.,
1994; Etherton y Bauman, 1998; Cole, 1991), puede tener un efecto importante en los
procesos reproductivos, como en la foliculogénesis (Kirby et al., 1997), formacién del
cuerpo liteo (CL) (Lucy et al., 1994a) y desarrollo embrionario (Bevers et al., 1997, Lucy
et al., 1999) de manera directa o mediante el factor de crecimiento parecido a la insulina
tipo 1 (IGF-I) (Cole y Lucy, 1997).

Algunos estudios (Gallo y Block, 1991; Lucy et al., 1995; Schemm et al., 1990)
mencionan que las vacas tratadas con rbST tienen mayores concentraciones de
progesterona circulante y CL’s mas grandes. Otro efecto muy importante que produce
la rbST es un aumento en el nimero de foliculos pequefios (3-5 mm) en vaquillas (Gong
et al., 1991) y en vacas en el nimero de foliculos medianos (6-9 mm) (De La Sota et al.,
1993). Posteriormente se demostrd que la segunda onda folicular del ciclo estral se
desarrolld 48 horas mas temprano en las vaquillas tratadas con rbST (Lucy et al.,
1994b).

El ARNm para el receptor de somatotropina también se ha encuentrado en el CL
(Lucy et al., 1993). Entonces, la rbST podria tener efectos en el ovario mediante la
interaccion con su propio receptor en el CL, aunque la mayor poblacion de receptores
para somatotropina estén en el higado del animal (Lucy et al., 1998). En respuesta a
bST, el higado produce IGF-| el cual sirve como su principal mediador (Bauman,
1992). Este aumento de IGF-l puede tener efectos estimulantes en el ovario porque los

receptores de IGF-l se han identificado tanto en los foliculos como en celulas lateas
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(Armstrong et al., 2000; Spicer y Echternkamp, 1995). In vitro, el IGF-I incrementa la
secrecién de progesterona por el CL (Sauerwein et al., 1992) y estimula la funcion de
las células de la granulosa de varias especies (Spicer et al., 1993).

También se ha demostrado la presencia de IGF-l tanto en el liquido oviductal
(Makarevich y Sirotkin, 1997) como uterino (Wathes et al, 1998a) asi como de
receptores para IGF-1 en el embridbn bovino (Watson et al., 1992). Algunos
investigadores han establecido el efecto benéfico de la adicion de IGF-| solo o junto
con otros factores de crecimiento en el desarrollo de embriones bovinos producidos in
vitro (Matsui et al., 1997; Rieger et al., 1998).

En un estudio realizado por Morales (1993) donde evalud la administracion de
rbST en el indice de concepcidn en vacas repetidoras, aplicando el tratamiento el dia
del estro y 10 dias después, observd un mayor indice de concepcion en el grupo
tratado (36%) comparado con el grupo testigo (26%). El mismo autor encontro en otro
estudio (Morales, 2000), que la aplicacién de rbST al inicio del estro incrementd la
proporcion de embriones transferibles en vacas repetidoras (84.4% en el grupo tratado
y 54.5% en el grupo testigo). Estos resultados demuestran un efecto significativo de la
ST en el incremento de la fertilidad en vacas repetidoras. Sin embargo, la baja
fertilidad en los hatos lecheros no se circunscribe a las vacas repetidoras, ya gque las
vacas de primer servicio también tienen un porcentaje de concepcion similar (Morales et
al., en prensa). Por tal motivo, el presente trabajo evaluo el efecto de una sola dosis de
bST al momento de la inseminacion artificial en la fertilidad (indice de concepcidn)

tanto en vacas al primer servicio, como en vacas repetidoras.



CAPITULO 2
REVISION DE LITERATURA
2.1 INFERTILIDAD EN EL GANADO LECHERO.

La infertilidad en el ganado lechero ha sido uno de los principales problemas en
la rentabilidad de la industria lechera. La mortalidad embrionaria se ha identificado
como una de las causas mas importante en la baja eficiencia reproductiva en el ganado
bovino, ocurriendo su mayor parte dentro de los primeros 16 dias, por lo cual no se
detecta una alteracion en la duracién del intervalo entre estros (Diskin y Sreenan, 1980).
Se ha comprobade un retraso en el desarrollo y degeneracién de los embriones en los
primeros 7 dias post fertilizacion, apreciandose este fendbmeno con menos ocurrencia
en vaquillas virgenes pero siendo frecuente en vacas y vaquillas repetidoras (Linares,
1982; Gustafsson, 1985). Dichos embriones no podran establecer el mecanismo de
reconocimiento materno de la gestacién, mediante la secrecién de interferon t {Thatcher
et al., 1997), la cual esta directamente relacionada con el tamano del embrién (Thatcher
et al., 1994). Asi, embriones menores de 25 mm en el dia 15-17 no producen la

cantidad suficiente de interferdn t para el reconocimiento materno (Geisert et al., 1988).

2.1.1 Etiologia de la mortalidad embrionaria.

El desarrollo y la sobrevivencia exitosa del embridon dependen de una secuencia
integrada de eventos biol6gicos que involucra al ovario, embrion, oviducto y Utero. Esta
cadena de eventos inicia con el crecimiento de un foliculo preovulatorio, continuando

con la maduracion del ovocito, precedido por el pico preovulatorio de LH, luteinizacion
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del tejido folicular previo y después de {a ovulacion, y la subsecuente fertilizacion del
ovocito en el oviducto. El proceso continia con el desarrollo del cigoto en el ambiente
oviductal, hasta el estado de blastocito, seguido por su transporte al Utero. Los ovarios
inducen cambios en el aparato reproductor, que contribuyen a la elongacidn
subsecuente de las membranas extraembrionarias y activacion de mecanismos dentro
del endometrio que resuita en mantenimiento del CL para sostener la gestacion. Esta
secuencia de eventos permite la viabilidad embrionaria, que involucra un dialogo
cerrado entre el embrién y el ambiente materno (ovario-oviducto-ttero). Esta es una
interaccion de dos medios bajo el control de varios factores endocrinos, paracrinos y
autocrinos. Una perturbacion en el sistema puede permitir una reducida sobrevivencia
embrionaria (Thatcher et al., 1994)

Respecto a la etiologia de la mortaiidad embrionaria temprana, se podrian
considerar de mayor importancia a los factores genéticos, nutricionales, endocrinos,

infecciosos y ambientales (Zavy, 1994).

2.1.2 Alteraciones genéticas.

Las anormalidades cromosdmicas han sido identificadas como causa de
mortalidad embrionaria temprana; en general, se considera que la mortalidad
embrionaria temprana es parte del sistema biolégico para poder eliminar errores
citogenéticos a un bajo costo biologico (Zavy, 1994). La translocacion Robertsoniana
1/29 produce una menor fertilidad en el ganado bovino (Schmutz et al., 1997), asi

como la deficiencia de la enzima uridina-5-monofosfato sintetasa, la cual esta



involucrada en la sintesis de nucleétidos de pirimidina necesarios para la sintesis de las
moléculas de ADN y ARN. Los embriones homocigéticos recesivos para este desorden
mueren antes del dia 40 de la gestacién (Shanks y Robinson, 1989). La mortalidad
embrionaria en la inseminacion tardia, aunque es un problema de manejo, tiene sus
bases en la genética del ovocito, el cual envejece rapidamente sufriendo procesos
degenerativos; cabe mencionar que la vida del ovocito es de sélo 8 a 10 horas. En este
caso, la fertilizacién se produce pero puede fallar el bloqueo de la poliespermia o el

embrion se desarrolla anormalmente muriendo en [os siguientes dias (Zavy, 1994).

2.1.3 Factores nutricionales.

Respecto a los factores nutricionales, se ha sefialado que el exceso de proteina
degradable ruminal de ia dieta, produce una elevada concentracién de nitrébgeno uréico
circulante y puede repercutir en una reducida tasa de concepcion (Butler, 1998). Se
menciona que los niveles elevados de amoniaco y urea en sangre pueden provocar
niveles similares en tejidos y fluidos uterinos, los cuales podrian ser toxicos para el
4vulo, espermatozoide o embrién, o bien puede afectar a las células ciliadas
provocando un deficiente transporte del cigoto (Carroll, 1988). A su vez, se ha
determinado que el nitrégeno uréico provoca una disminucion del pH uterino,
reflejandose en una mayor mortalidad embrionaria en vaquillas (Elrod y Butler, 1993),
ademas puede alterar las concentraciones de iones (Mg, K, P y Zn) y de proteinas en el

aparato reproductor de la madre (Jordan et al., 1983).



Se ha demostrado que cuando el nitrégeno uréico en suero excede de 20 mg/dl,
la fertilidad en el ganado lechero se afecta severamente (Ferguson et al., 1991). En
otro estudio se reporté que las vacas gue se alimentaban con 20% de proteina cruda,
presentaban una concentracion de nitrégeno uréico de 16.8 mg/di y una tasa de
concepcién menor comparada con vacas que se alimentaban con 15% de proteina
cruda y contenian 9 mg/dl de nitrégenc uréico circulante (Kaim et al., 1983). Mientras
que Garcia-Bojalil et al. (1994) demostré en vacas no lactantes superovuladas que la
administracion de dietas con altas cantidades de proteina cruda (27%), no alterd el
crecimiento de! foliculo dominante, ni la cantidad y calidad de embriones transferibles.
Sin embargo, al utilizar vacas no lactantes, el efecto de grandes cantidades de proteina
cruda en la respuesta superovulatoria fué aislado de otros factores que intervienen en
vacas lactantes como la produccién de leche, balance energético negativo, cambios en
el consumo de materia seca y problemas de salud asociados.

Otro factor putativamente importante para la viabilidad embrionaria es el
balance energético de las vacas. Es bien conocido que [a tasa de concepcion es mayor
en vacas que estan ganando peso durante el periodo de cruzamiento que aquellas que
lo pierden (Plym et al., 1991). La tasa de concepcion a primer servicio se reduce en
aquellas vacas con niveles de glucosa sanguinea bajos (< 30 mg/dl) (McClure, 1970).
Esto sugiere que las bajas tasas de concepcion en vacas subalimentadas pueden ser
resultado de un ambiente hormonal inapropiado, especialmente en relacién con los

niveles de progesterona, ya que también se ha demostrado que las vacas con un



balance energético negativo, tienden a tener niveles mas bajos de progesterona (Villa-

Godoy, 1988).

2.1.4 Alteraciones endocrinas.

Respecto a los factores endocrinos que estan involucrados con la mortalidad
embrionaria, podemos considerar a la inadecuada funcién del CL. Tal insuficiencia litea
puede deberse a la presencia de un CL de vida corta (7 2 12 dias) (Hernandez, 1997) o
bien a un CL con una vida media normal pero con una produccién disminuida de
progesterona (Inskeep, 1995). En algunos estudios, se han encontrado diferencias al
comparar los niveles de progesterona durante la fase litea temprana o media en vacas
inseminadas que logran gestarse, contra las que fallan en concebir o que pierden su
embridn (Lamming et al., 1989). Sin embargo, otros trabajos son incapaces de
demostrar una relacion definitiva entre los niveles de progesterona y las tasas de
concepcion durante los 16 dias siguientes a la inseminacioén (Sreenan y Diskin, 1983,
Hasler et al.,, 1980). Posiblemente un nivel elevado de progesterona pudiera ser el
reflejo de una sefal luteotropica por el embridn, mientras que la depresién de la misma

pudiera representar un ambiente uterino poco adecuado (Kerbler et al., 1997).

2.1.5 Ambiente oviductal y uterino.
Sabemos que el ambiente uterino y oviductal tienen gran importancia en ia
viabilidad y desarrollo embrionario (Gandolfi, 1994). Existen estudios que sefialan que

la incidencia de embriones anormales 7 dias después de la inseminacion es mayor en



vaquillas repetidoras (72%) que en vaquillas normales (22%) (Linares, 1982). Los
embriones de vaquillas repetidoras presentan retraso en su desarrollo comparado con
los de las normales. Se sugiere que este retraso podria deberse a que las condiciones
del medio ambiente del oviducto y Gtero no son las apropiadas para el correcto
desarrollo del embrion. En un intento por responder esta pregunta, se colectaron
embriones de vacas normales y vacas repetidoras 6 dias después del servicio; los
embriones normales de ambos grupos fueron transferidos a vaquillas virgenes
(consideradas con un mejor ambiente uterino) o a vaquillas repetidoras (con
condiciones uterinas de menor calidad). Las virgenes lograron un porcentaje de
gestacion del 38.5% contra 10.3% de las vaquillas repetidoras, lo que indica que el
medio ambiente uterino de la hembra receptora fue responsable del grade de
sobrevivencia embrionaria, independientemente del tipo de donadora (Gustafsson y
Larson, 1985).

Se han identificado una gran variedad de proteinas secretadas por el oviducto,
las cuales estimulan una actividad mitdtica similar a la del suero fetal bovino in vitro
(Gandolfi et al., 1989). Pero ain es necesario determinar el papel fisiolégico de tales
proteinas; sin embargo, es claro que la modificacion de produccion o secrecion puede
tener efectos adversos en el desarrollo embrionario. Es posible que la secrecion de
estas proteinas por el epitelio del oviducto estén bajo el control de hormonas ovaricas, y
en consecuencia cualquier desbalance hormonal alteraria su secrecion, resultando un
pobre desarrollo embrionario temprano (especialmente en la etapa de 8 a 16 células)

(Ellington, 1991).



Los estudios sobre transferencia embrionaria han aportado suficiente evidencia
acerca de la importancia que tiene la sincronia entre el grado de desarrollo del embrion
y el correspondiente estado del Gtero de la hembra receptora. De esta manera se ha
establecido que la tasa de gestacion es aproximadamente del 91% cuando existe una
exacta sincronia entre los embriones y las hembras receptoras y la misma declina a un
57% cuando existe entre ambos una sincronia de £ 1 dia {Rowson et al., 1972).
Ademas, se observa que los embriones recuperados en el dia 15 muestran una
morfologia normal si la transferencia fue sincronica, mientras que los embriones
transferidos asincrénicamente (+ 3 dias) presentan retraso en su desarrollo y cambios
degenerativos, siendo posible que estos embriones sean incapaces de inhibir la

juteolisis, lo que provocaria su muerte (Albihn et al., 1991).

2.1.6 Agentes infecciosos.

En el pasado la mortalidad embrionaria se relacionaba estrechamente con las
infecciones uterinas. En la actualidad, debe distinguirse el papel de las infecciones
uterinas especificas o inespecificas como causa de mortalidad embrionaria. Es comun
que las infecciones del utero ocurran durante el periodo posparto y gradualmente la
infeccion sea eliminada del utero; asi, para el tiempo del primer estro posparto la
infeccion ha sido controlada. Incluso se ha observado que la tasa de infeccidén uterina
en vacas repetidoras es virtualmente la misma que en la poblacion de vacas fértiles.
Estas observaciones apoyan ia idea de que las infecciones uterinas inespecificas del

Utero no son incompatibles con la funcion reproductiva normal. Por lo tanio, las
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infecciones inespecificas no son el principal factor de mortalidad embrionaria. Sin
embargo, en tales circunstancias es posible que microorganismos puedan sobrepasar
los mecanismos de defensa uterina y causar infecciones uterinas especificas, las cuales
son suficientemente severas para causar mortalidad embrionaria. Al respecto, existe
una amplia variedad de agentes infecciosos capaces de provocar muerte embrionaria,
la cual incluye diversas bacterias, virus, protozoarios y hongos (Zavy, 1994).

Entre las principales causas bacterianas de mortalidad embrionaria se
encuentran el Actinomyces pyogenes (Semambo et al., 1991), el Campylobacter fetus y
el Ureaplasma diversum (Ruhnke et al., 1989), los cuales mas que afectar directamente
al embrién, provocan una infeccién en el aparato reproductor y lo hacen menos propicio
para el correcto desarrollo embrionarié. El Haemophilus somnus, en cambio, ha
probado tener un efecto directo sobre el embrion (Kaneene et al., 1986), mientras que
Leptospira interrogans (serovariedad hardjo y pomona), es causante de infertilidad y
puede permanecer en oviducto por mas de tres meses (Ellis y Thiermann, 1986), por lo
que ha sido implicada en la mortalidad embrionaria.

Los principales virus causantes de mortalidad embrionaria son el Herpevirus
bovino-1 (Bowen et al., 1985), el cual tiene un efecto directo sobre el embrién y el virus
de diarrea viral bovina que provoca una endometritis y por consiguiente un ambiente

uterino desfavorable para el embrién (Donis et al., 1988).

El principal protozoario implicado en la mortalidad embrionaria lo constituye el

Trichomonas foetus, el cual estd asociado a una infeccion purulenta del aparato
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reproductivo (Skirrow y Bondurant, 1990), mientras que Candida tropicallis y
Acremonium kiliense son dos hongos a los cuales se ha atribuido un efecto negativo

sobre el embrion (Corbel, 1988).

2.1.7 Causas ambientales.

Dentro de las causas ambientales, la alta temperatura es especialmente dafina
cuando se combina con una humedad elevada, resultando en bajos porcentajes de
concepcién y altas tasas de mortalidad embrionaria. Durante el periodo de servicio, el
estrés calérico afecta el desarrollo del embrion a! elevarse la temperatura uterina, o
indirectamente al alterarse el medio ambiente uterino mediante modificaciones del

estado endocrino materno (Badinga et al., 1985).

El embrion bovino es extremadamente sensible en sus fases tempranas de
desarrollo al estrés térmico. Se ha observado que el ganado bovino lechero sometido a
elevadas temperaturas tiene un menor porcentaje de embriones normales (20.7%) al 7¢
dia postservicio, que cuando se mantiene a 20°C (51.5%) (Zavy, 1994). En general, las
vaquillas sometidas a condiciones hipertérmicas muestran una mayor incidencia de
embriones anormales con blastémeros degenerados y no viables (Putney et al., 1988a).
Para remover el efecto materno se han estudiado embriones in vitro a aitas
temperaturas, observandose que el estrés calorico produce en el embrién una

disminucién en su sintesis proteinica (Putney et al., 1988b).



2.1.8 Alternativas utilizadas para mejorar la fertilidad.

Con la finalidad, de mejorar la fertilidad se ha recurrido a una serie de
tratamientos hormonales. Entre los mas conocidos en la practica veterinaria podemos
encontrar la utilizacién del GnRH (factor liberador de gonadotropinas), el cual se inyecta
en el momento de la inseminacion para elevar el indice de concepcién en vacas
repetidoras (Bondurant et al.,, 1991). En algunos estudios se ha demostrado cierto
incremento en la fertilidad; sin embargo, existe igual namero de trabajos en los cuales
no se observa mejoramiento. Otra hormona que se utiliza frecuentemente es la hCG
(gonadotropina coriénica humana) con la intencién de ayudar a la formacion y
mantenimiento del CL, pero sus resultados hasta la fecha han sido muy cuestionados
{Swanson y Young, 1990).

La suplementacion con progesterona se ha utilizado intensivamente para
A complementar la funcién latea (vacas subfértiles), mediante la administracién de un
dispositivo intravaginal por 7 dias iniciando el dia 5 del ciclo. Sin embargo los
resultados son variables, por un lado existe informacién en la cual se ha obtenido una
mejor fertilidad en vacas en lactacién (Macmillan et al., 1991), en tanto que otros
estudios no se reporta ninglin incremento (Van Cleff et al., 1991).

Por otro lado, la somatotropina se ha utilizado frecuentemente en las
explotaciones lecheras lograndose aumentar la produccién lactea en un 10-15%
(Etherton y Bauman 1998). Sin embargo, en los ultimos afios se ha demostrado que
esta hormona participa en algunos procesos reproductivos que pueden ayudar a

mejorar la fertilidad en las vacas lecheras (Cole y Lucy, 1997). Morales (1993) aplico la
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bST a vacas repetidoras en el inicio del estro y 10 dias post-servicio observando un

mejor indice de concepcién en los animales tratados (26% vs 36%).

2.2 EFECTOS DE LA SOMATOTROPINA SOBRE LA REPRODUCCION BOVINA.

La somatotropina es una hormona proteinica producida por los somatotropos en
la gléandula pituitaria anterior (Burton et al. 1994). Muchos de los efectos metabdlicos y
somatogénicos de la somatotropina se llevan a cabo de manera directa, pero otros los
realiza de manera indirecta a través de los IGF's, los cuales son producidos
principalmente en el higado por la estimulacion de la somatotropina (Wallis, 1988).

Los factores de crecimiento son proteinas de peso molecular menor a 30000
daltons, los cuales pueden servir como hormonas circulantes y/o como factores
paracrinos o autocrinos que actian focalmente en diferentes tejidos (Monget y
Monniaux, 1995).

Se ha sugerido que diversos factores de crecimiento tienen un potencial
regulador de la funcion ovarica en los mamiferos (Spicer y Echternkamp, 1995). Hay
evidencias de que al menos cuatro familias de factores de crecimiento tienen esta
posible funciéon (Spicer et al., 1994; Spicer y Echternkamp, 1995): Los factores de
crecimiento parecidos a la insulina (IGF-IAGF-II), el factor de crecimiento epidermal y de
transformacion con actividad alfa (EGF/TGF-a), los factores de crecimiento de los
fibroblastos, acidos y basicos (aF GF/bFGF) y la superfamilia de factores de crecimiento

de transformacién con actividad alfa y beta (TGF «-B) (Hill, 1989).
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Los IGF-I e IGF-Il son polipéptidos con peso molecular de alrededor de 7500
daltons, el IGF-I tiene 70 aminoacidos y 67 el IGF-Il, teniendo similitud funcional y
estructural con la insulina. El iGF-l es un importante mediador del crecimiento que se
produce en respuesta a la hormona somatrotropina, mientras que el IGF-Hl es menos
dependiente de somatotropina (Hill, 1989). Sus funciones generales incluyen
estimulacion rapida del transporte de aminoacidos, consumo de glucosa, utilizacion y
sintesis de acido ribonucleico, proteinas y en algunos casos sintesis de acido
desoxiribonucleico y replicacion celular (Hill, 1989).

El IGF-I tiene la habilidad de estimular la proliferacion celular en diversos tejidos,
ademas potencializa marcadamente la actividad de otros factores de crecimiento con
mayor capacidad mitogénica, como el EGF, aFGF y bFGF (Simmen et al., 1993). Por
otra parte, al interactuar con gonadotropinas el IGF-| estimula la diferenciacion celular y
la esteroidogénesis (Hammond et al.,, 1991; Gutiérrez et al., 1997), asi como en el
proceso de seleccion y maduracién del foliculo dominante que depende de una

interaccion de FSH, LH y factores de crecimiento (Webb et al.,1999; Yuan et al., 1998).

2.2.1 La Somatotropina y la foliculogénesis.

La foliculogénesis en la vaca es controlada por un mecanismo complejo local y
sistémico, con el cual asegura que solo el 0.1% de los foliculos sobreviva de la atresia
y llegue a ser ovulatorio. Entre los principales reguladores del crecimiento folicular

podemos encontrar a las gonadotropinas (LH y FSH), factores de crecimiento (IGF-I),
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somatotropina e insulina entre otros (Webb et al., 1994; Yuan et al., 1998; De La Sota et
al., 1996).
El desarrollo folicular es un proceso largo que toma cerca de 180 dias desde que un

foliculo es primordial (100 um) hasta que llega al estado de foliculo ovulatorio (15 mm)

(Cahill y Mauleon, 1981). Cuarenta dias antes de que un foliculo alcance el tamario
ovulatorio se da la formacion del antro, para lo cual el foliculo ya tiene un diametro de
0.2 a 0.4 mm. (Monniaux et al., 1997). E! desarrollo folicular antral incluye dos fases.
En la primer fase, los foliculos crecen lentamente y la tasa de crecimiento folicular esta
relacionada a la proliferacion de células de la granulosa. Esta fase no es dependiente
de gonadotropinas, pero se menciona que otras hormonas como somatotropina, IGF-l e
insulina pueden estar involucradas en esta etapa. Durante ia segunda fase el
crecimiento folicular es rapido debido al agrandamiento del antro. El desarrollo folicular
terminal es caracterizado por un importante aumento en la capacidad esteroidogenica,
por lo tanto, esta fase es estrictamente dependiente de gonadotropinas (LH y FSH)
(Monniaux et al., 1997; Webb et al.,1999).

Durante el ciclo estral de la vaca se presentan entre dos y tres ondas foliculares;
cada oleada folicular comienza cuando un grupo de foliculos antrales (> 4 mm de
diametro) son estimulados a continuar su desarrollo, proceso conocido como
reclutamiento (Webb et al.,1999). Posteriormente se realiza la seleccion, durante la
cual unos foliculos continian creciendo (foliculos dominantes), mientras que el resto de
la poblacion se les llama subordinados y sufren atresia (Lucy et al., 1992); el foliculo

seleccionado se convierte en dominante mediante la inhibicion directa o indirecta de la
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diferenciacion y crecimiento de sus compaiieros. Si el foliculo dominante no llega a
ovular después de cierto tiempo de ejercer dominancia, sufre atresia y se inicia una
nueva oleada del desarrollo folicular (Adams, 1999). El foliculo que es dominante, en el
momento que ocurre la regresidn natural del CL, llegara a convertirse en el foliculo
ovulatorio (Campbell et al., 1995).

Monget y Monniaux (1995) reportaron que existen evidencias de que los factores
de crecimiento modulan la foliculogénesis; éstas pequefas proteinas estan
directamente involucradas en la proliferacion y diferenciacion celular, mediante un
complejo sistema que incluye todos los factores estructurales y funcionalmente
relacionados, sus receptores y sus proteinas de enlace. Los IGF's son estimuladores
del crecimiento folicular, de la proliferacion y diferenciacién celular, al mismo tiempo
amplifican la accién de las gonadotropinas sobre las células foliculares (Gutiérrez et al.,
1997). En las células de la granulosa aumenta la sensibilidad a FSH, respuesta que
probablemente resulta del sistema intrafolicular de amplificacion, que involucra al
estradiol e IGF-I; entonces ambos potencializan la accién de FSH sobre las células de
la granulosa (Monniaux et al., 1997). Ademas, el foliculo que ha alcanzado un cierto
grado de desarrollo requiere principalmente de LH para seguir creciendo (Gong et
al.,1995). Esta estimulacion del foliculo dominante por parte de la LH es facilitada por el
aumento de las sintesis de receptores para LH que se produce en respuesta al IGF-Il en
las células de la granulosa del foliculo dominante (Funston et al., 1996). Aunado a esto

el IGF-1 aumenta la capacidad esteroidogénica en las células de la granulosa, mediante



la aromatasa, enzima encargada de convertir a los andrégenos en estrogenos
(Campbell et al., 1996; Gutiérrez et al., 1997).

En el ovario hay pocos cambios a nivel intrafolicular de IGF's durante el
crecimiento folicular terminal y atresia. En contraste, las concentraciones de proteinas
de enlace de IGF's disminuyen marcadamente durante el crecimiento folicular terminal
(Armstrong et al., 2000) pero se incrementan en foliculos atrésicos (Armstrong et al.,
1998; Webb et al., 1999). Por lo que estas proteinas de union presentes en forma
soluble en el fluido folicular, podrian jugar un papel importante secuestrando los IGF's y
disminuyendo su biodisponibilidad (Monget y Monniaux, 1995; Webb et al., 1999).

Por otra parte Cole et al. {1991) observaron un aumento en el niumero de partos
gemelares por la administracion prolongada de rbST. La frecuencia de este efecto incit6
a la realizacién de estudios para dilucidar el papel que desempefia la rbST en el
desarrollo folicular. Gong et al. (1991) demostraron que la rbST aumenta el nimero de
foliculos antrales del rango de 2 a 5 mm de diametro reclutados en las ondas
foliculares. Posteriormente, reportaron que la bST no afecté la frecuencia del
desarrollo de las ondas foliculares en el ovario, ni alterd los efectos inhibitorios del
foliculo dominante sobre el grupo de foliculos subordinados (Gong et al., 1993a).

Si bien el tratamiento con rbST ha logrado incrementar el nimero de foliculos
pequefos antrales (Gong et al., 1991), fue de interés determinar si estos foliculos tienen
la capacidad de crecer en respuesta a un tratamiento superovulatorio acomparado con
rbST. Los primeros experimentos fueron contradictorios. Herrler et al. (1990), reporto

que el tratamiento con ST y después con PMSG aumento el namero de embriones

18



producidos mientras que Rieger et al. (1993), describié un efecto limitado de la rbST y la
FSH en el desarrollo folicular y ningun incremento en los embriones transferibles. Como
la diferencia parecia ser el tiempo de aplicacién de la rbST con respecto al tratamiento
de las gonadotropinas, en posteriores investigaciones la rbST fue administrada cinco
dias antes que el tratamiento con PMSG en vaquillas (Gong et al., 1993b), aumentando
el nimero de foliculos > 5 mm, el nimero de ovulaciones y el nimero total de
embriones. En estudios subsecuentes del mismo laboratorio, la FSH fue empleada en
lugar de la PMSG para inducir la superovulacion y en dos de los tres experimentos, el
porcentaje de embriones fue aumentado en los animales tratados con rbST y FSH
comparados con FSH sola (Gong et al., 1996; Kuehner et al., 1993).

Estudios subsecuentes revelaron una interaccion entre factores nutricionales,
lactacion y tratamiento con rbST en el patrén de las poblaciones foliculares. En
vaquillas, la rbST incrementa el numero de foliculos antrales pequefios (< 5 mm) sin
alterar el nimero de foliculos mayores en el ovario (Gong et al., 1991; 1993a); mientras
que en vacas en lactacion, el incremento fue en el nimero de foliculos medianos entre
6 y 9 mm de diametro (De la Sota et al.,, 1993). Un segundo estudio mostré que las
diferencias en el contenido energético de 1a dieta no altera por el mismo la poblacion
folicular en vacas lecheras, pero que la combinacién de dietas altas en energia cambia
el efecto de la rbST en los foliculos de clase 6-9 mm a los foliculos pequefios 3-5 mm
(Lucy et al.,, 1993). Por lo tanto, esto datos sugieren que durante la lactacion y en

presencia de dietas con energia reducida la rbST favorece el proceso de

foliculogénesis.



Por otro lado, la producciéon de somatotropina e IGF-l esta intimamente
relacionada con el estatus nutricional del animal y la fase de lactacion (Senatore et al.,
1996; Spicer et al., 1990; Sharma et al., 1984). Un aumento en
la concentracién hormonal de somatotropina conlleva a un incremento en el IGF- y
este mismo funciona como su principal retroalimentador negativo (Gallo y Block, 1990).
Sin embargo en situaciones de balance energético negativo, esta relacion se desacopla
y disminuye la produccién de IGF-i aun cuando hay un aumento en las concentraciones
de somatotropina. Si el IGF-| es requerido para una funcién normal del ovario, sus
disminuciones podrian llevar a funciones mas limitadas de foliculos maduros y del CL
(Lucy et al., 1999; Mc-Guire et al., 1992; Vicini et al., 1991). Ese balance energético
negativo puede aumentar el periodo de anestro posparto y disminuir la fertilidad a los
primeros servicios, dependiendo de la severidad de éste (Spain et al.,, 1997; Cole y
Lucy, 1997; Beam y Buttler, 1999). Por lo tanto, el IGF-| puede ser una sefial metabdlica
para regular la reproduccion (Judd, 1998; Webb y Armstrong, 1998). En un estudio
realizado en vacas altas productoras, se encontré que aquellas que tuvieron un balance
energético positivo durante las primeras 12 semanas de la lactacion presentaron
concentraciones mayores de IGF-l circulante que las que estuvieron en balance
energético negativo (Senatore et al., 1996). Las vacas en balance positivo también
presentan concentraciones mas altas de progesterona durante la fase latea, existiendo
correlaciones positivas entre balance energético y concentraciones de progesterona
(Villa-Godoy et al., 1988), asi como entre balance energético y concentraciones de IGF-

| (Spicer et al., 1990)
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2.2.2 La Somatotropina y el cuerpo liteo.

El CL es una glandula temporal que se desarrolla a partir de un foliculo
ovulatorio. Después de la ovulacion, la cavidad folicular es poblada por células de la
granulosa y de la teca interna formando el CL, que tiene como funcién principal la
secrecion de progesterona, hormona fundamental en el establecimiento y
mantenimiento de la gestacion (Niswender et al., 1994).

El CL esta formado por dos grandes tipos de poblaciones celulares: las células
esteroidogénicas y las no esteroidogénicas. Las células esteroidogénicas se dividen en
células grandes y pequefias; ademas de sus diferencias en tamafio, los dos tipos de
células luteas presentan diferentes capacidades esteroidogénica y de respuesta a
hormonas troficas. Las células pequefias responden a la LH aumentando su produccion
de progesterona, lo cual no sucede con las células grandes. Por su parte, las células
grandes son las principales productoras de progesterona en el CL, sintetizan oxitocina y
son susceptibles a la accion luteolitica de la PGFaa (Pate, 1994), ademas presentan
una gran cantidad de receptores para somatotropina (Lucy et al., 1993; Lucy et al.,
1999).

La somatotropina y los factores de crecimiento son necesarios para el
crecimiento y desarrollo del CL en rumiantes (Lucy et al., 1999; Reynolds y Redmer,
1999), porque los CL's de bajo peso en ovejas hipofisectomizadas pueden alcanzar casi
el tamafio normal con la aplicacion de somatotropina y LH exogena (Juengel et al.,
1997). También se ha observado que animales con deficiencia de receptores a

somatotropina en el higado (concentraciones sanguineas altas de somatotropina pero

21



bajas de IGF-t) presentan CL's mas pequefios y fases liteas cortas (Chase et al.,
1998).

Se ha observado que la somatotropina estimula la secrecion de progesterona del
CL (Lucy et al., 1994a; Liebermann et al., 1996). Los animales que recibieron rbST
durante los primeros 10 dias del ciclo, mostraron una producciéon de progesterona
significativamente mayor (Gallo y Block, 1991; Schemm et al., 1990), desarrollaron mas
rapidamente el CL, presentaron CL's mas pesados y tuvieron una luteolisis mas
retardada que los animales no tratados (Lucy et al., 1994b;1995). La estimulacion de la
somatotropina sobre la funcion litea puede ser directa ya que sus células grandes
poseen una gran cantidad de receptores para ella (Spicer y Stewart, 1996) y la cantidad
de ARNm para los receptores de somatotropina es mayor en el CL que en ningun otro
tejido reproductivo (Kirby et al., 1996; Lucy et al., 1998). Este efecto puede también ser
mediado por el IGF-I, el cual incrementa sus concentraciones en la circulacion despues
de la administracion de rbST (Sharma et al., 1994; Wallis, 1988) y utero (Lucy et al.,
1995; Wathes et al., 1998a). Este factor de crecimiento ha demostrado aumentar la
produccion de progesterona al adicionarlo a células de la granulosa bovina in vitro
(Campbell et al., 1996; Gutiérrez et al., 1997} y a células liteas (Stewart et al., 1995).

Estudios in vitro han demostrado que la insulina e IGF-l pueden estimular la
produccion de progesterona por células del CL (McArdle y Holtorf, 1989). Mientras que
in vivo se encontré que las concentraciones de progesterona e IGF-l estan
correlacionadas positivamente en el posparto del ganado lechero (Spicer et al., 1990,

1993) y las vacas que estan en balance energético negativo presentan menores
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concentraciones de IGF-l y progesterona en comparaciéon con los animales que se
encuentran en balance energético positivo (Spicer et al., 1990). Ademas, el tratamiento
con rbST aumenta las concentraciones de IGF-l en suero elevando también las
concentraciones de progesterona (Gong et al., 1993b). Por lo tanto, se ha demostrado
que tanto la somatotropina y el sistema de IGF's juegan un papel importante en la
secrecién de progesterona por el CL, tanto in vitro como in vivo (Spicer y Echtermkamp,
1995).

La inconsistencia de la respuesta en el CL a somatotropina sugiere que otros
factores fisiologicos pueden influir en el efecto estimulatorio de somatotropina exogena.
De los factores que pueden alterar su efecto son el aumento en la produccion de leche
y la pérdida de condicién corporal, lo que afecta la funcion litea en animales tratados
{(Gallo y Block,1990). En un estudio con vacas en lactacion, ocurrié un periodo de
anestro después del tratamiento con rbST (Waterman et al., 1993}, lo que indica que la
somatotropina induce tales cambios en la produccién lactea que pueden comprometer
el balance energético, la funcion lutea y confundir el efecto en la reproduccion (Gallo y

Block,1990; 1991).

2.2.3 La Somatotropina y el desarrollo embrionario.

El desarrollo embrionaric es el resultado de una delicada interaccion entre el
programa cromosomico de cada cigote y el aparato genital materno. E! desarrollo del
embrién comprende un periodo inicial de proliferacion y diferenciacién celular en donde

participan factores autocrinos, en su mayoria factores de crecimiento generados por el
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embridn para sostener su propio desarrollo (Gandolfi, 1994). También participan
factores de crecimiento y proteinas especificas producidas por el oviducto y el atero, asi
como sustancias nutritivas tales como sustratos energéticos, iones, aminoacidos y

vitaminas (Gandolfi, 1994).

Matsui et al. (1997) y Winger et al. (1997) afirman que los embriones madurados y
fertilizados in vitro progresan exitosamente al estado de blastocito suplementando el
medio de cultivo con "factores embriotroficos" (TGF-, FGF-p e IGF-1), mientras que
lzadyar et al. (1997a,b) mediante la adicion de somatotropina al medio de cultivo
acelerd la maduracion del camulus, asi como su expansion y promovié el desarrollo
temprano del embridn, por lo tanto la somatotropina puede también mejorar la
fertilizacion y division celular del cigoto.

Se sabe que el IGF-l y el IGF-Il participan en la diferenciacién y el crecimiento
de! embrion. Posiblemente son mediadores de la sintesis de proteinas, de la
estimulacion rapida del transporte de aminoacidos, consumo de glucosa, ademas de
estimular la sintesis de interferén t durante el reconocimiento materno de [a gestacion
(Simmen et al., 1993; Wathes et al., 1998b). A su vez, algunos investigadores han
demostrado la presencia de IGF-I tanto en el liquido oviductal (Makarevich y Sirotkin,
1997) como en fluidos uterinos (Wathes et al., 1998a), asi como la existencia de
receptores para IGF-| en el embrién bovino (Simmen et al., 1993; Watson et al., 1992).

Por lo que se propone que el IGF-I participa en el desarrollo embrionario.
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De acuerdo a los efectos ejercidos por la rbST en la funcién reproductiva,
Morales (1993) realizd un experimento donde administrd rbST el dia del estro y el dia
10 postinseminacion a vacas repetidoras, encontrando un mejoramiento significativo de
la fertilidad y una tendencia al aumento de la progesterona en las vacas tratadas. Los
posibles mecanismos por los cuales se logré aumentar el indice de prefiez en ese
trabajo, podrian ser explicados por varias vertientes, entre ellas esta un probable efecto
de la rbST en la maduracion del ovocito (Lorenzo et al., 1995; Ruttler y Manns, 1991).
Otra posibilidad es el mejoramiento de las condiciones ambientales del oviducto y/o
uterinas, via IGF-I, para estimular el desarrollo temprano del embrion (Makarevich y
Sirotkin, 1997; Wathes et al., 1998b; Zavy, 1994), o bien un efecto directo de la rbST
en el desarrollo del embrién (Izadyar et al., 1997a;b; Lucy et al., 1995; Matsui et al.,
1997; Winger et al., 1997; Zavy, 1994). Otra posible explicacion para el aumento de la
fertilidad observado, es el incremento en la produccion de progesterona por el CL, ya
sea mediado por el IGF-I (Spicer y Echtermkamp, 1995) o por un efecto directo de la

rbST sobre el CL (Gallo y Block, 1991).

Para continuar con la misma linea de investigacion de la rtbST en la fertilidad de
las vacas lecheras, el presente estudio busca conocer el efecto de un tratamiento tnico
de bST al momento de la inseminacion sobre el indice de concepcion en vacas de
primer servicio y vacas repetidoras. Asi mismo se comparara el efecto del tratamiento

con rbST en los niveles de progesterona durante los primeros 10 dias post-tratamiento.
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OBJETIVOS :

1.- Evaluar el efecto de una sola dosis de rbST (500 mg) en el momento de la
inseminacién artificial en la fertilidad (indice de concepcién) de vacas en el primer

servicio y en vacas repetidoras.

2.- Comparar las concentraciones de progesterona en vacas tratadas con rbST y en

vacas testigo, durante los primeros 10 dias post-servicio.
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CAPITULO 3
MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se realizé entre abril y octubre de 1999, en el Complejo
Agroindustrial de Tizayuca (CAIT) Hidalgo, ubicado a 19° 50' de altitud norte, 98° 50' de
longitud oceste y 2109 metros sobre el nivel del mar con un clima Cb (wo) (e)g; su
temperatura promedio es de 15 a 26°C y la precipitacion pluvial es de 611.2 mm
anuales (Garcia, 1987).

Se utilizaron 678 vacas Holstein multiparas de 17 establos, con manejo y
alimentacion similar. De estas vacas, 362 a primera inseminacion posparto servicio
(81.8 + 3.5 dias posparto, 0.97+0.06 estros, 3.7+0.54 condicién corporal y 2.7 0.7
partos) y 316 vacas repetidoras (vacas con cuatro a ocho servicios) (245 + 3.7 dias
posparto, 5.05 + 0.05 servicios, 5.58 10.06 estros, 3.49+0.58 condicion corporal y 3.0 +
0.07 partos). Todas las vacas fueron examinadas por palpacion rectal y seleccionadas
por no presentar anormalidades detectables en el aparato reproductor.

Las vacas fueron distribuidas aleatoriamente en dos grupos. £l grupo testigo,
formado por 308 animales, de los cuales 167 vacas eran de primer servicio y 141
repetidoras. El grupo tratado estuvo conformado por 370 animales (195 a primer
servicio y 175 repetidoras) que recibieron una sola dosis de 500 mg de rbST
(Lactotropina Monsanto, Europe, distibuida por Elanco, Méx.) de liberacion prolongada

(1.4 ml) por via subcutanea en el momento de la inseminacion artificial.
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Los animales que se seleccionaron en el estudio presentaron una condicion
corporal minima de dos en la escala del 1-5 descrita por Ferguson et al. (1994) y
clinicamente sanas.

La deteccion de estros fue realizada mediante la observacién por una persona
experimentada en cada establo, tres veces al dia (5:00 a.m., 3:00 p.m. y 10:00 p.m.),
durante una hora como tarea exclusiva y observaciones adicionales al realizar otras
labores. La inseminacién artificial se realizd aproximadamente 12 horas después del
inicio del estro por el mismo inseminador en los 17 establos. En ese momento, los
animales fueron medidos del perimetro toracico con una cinta métrica para obtener el
peso aproximado del animal; asi como el registro del nimero de partos, numero de
estros previos al servicio evaluado, nimerc de servicio, dias posparto, condicion
corporal con medios puntos y tipo de puerperio por el que haya cursado la vaca en el
posparto, considerando anormal aquellos padecimientos como retencion de placenta,
metritis y piometra. El diagnostico de gestacion se realizo mediante la técnica de

palpacion rectal a los 45 dias post-inseminacion.

Se tomaron aleatoriamente 40 vacas (10 para cada grupo tratado con rbST y 10
para cada grupo festigo) para obtener muestras de sangre por puncién de la vena o
arteria caudal y determinar las concentraciones de progesterona. Las muestras fueron
colectadas diariamente durante 10 dias a partir del dia de la inseminacion (dia 0); se
utilizaron tubos estériles de 7 ml con EDTA como anticoagulante y con vacio. lLa

sangre fue centrifugada a 3000 r.p.m. por 15 min. durante la primera hora después de
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su obtencion. El plasma fue separado y congelado a -20°C (Pulido et al., 1991). Las
concentraciones de progesterona se determinaron en el Laboratorio de Endocrinologia
de la FMVZ (UNAM) mediante el método del radioinmunoanalisis (RIA). La sensibilidad
del método fue de 0.1 ng/ml, con un coeficiente de variacion intraensayo entre 2.54% y

11.83% e interensayo de 6.64% a 16.65 %.

-Analisis estadistico

Para evaluar el efecto del tratamiento sobre la fertilidad (animales gestantes), los
datos se analizaron mediante un modelo lineal, después de hacer la transformacion
logit de la variable de respuesta, usando como variables fijas al tratamiento (rbST o no
rbST) y como variable aleatoria al hato. lgualmente, el efecto del numero de estros
previos al servicio, dias posparto, condicion corporal, nimero de partos y numero de
servicios y el tipo del animal (primer servicio y repetidoras) fueron evaluados en el
mismo modelo, sin embargo al no resultar significativos fueron excluidos del modelo
final (SAS, 1993, Genstat 5).

Yi= Xi B+Ei

Donde:

Yi= la variable de respuesta (Gestante, Vacia)

Xi= vector de variables explicativas

B= establo, tratamiento, tipo

Ei= error aleatorio.
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Para estudiar si existio diferencia en la condicién corporal, nimero de partos, tipo
de puerperio y nimero de servicio, de acuerdo al resultado de la inseminacion artificial
(vacia o gestante) y al tratamiento (tratada con rbST o no tratada), se utilizé la prueba
de Wilcoxon para variables discretas (no paramétricas) y para las variables continuas
(paramétricas) como dias posparto, numerc de estros y peso aproximado se utilizé la

prueba de Z. (SAS, 1993).

Las concentraciones de progesterona fueron analizadas a través de un analisis
de varianza para mediciones repetidas incluyendo como variable independiente el
tratatamiento, animal anidado dentro del tratamiento, los dias del ciclo estral y la

interaccion entre el tratatmiento y dias (SAS,1993).
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CAPITULO 4

RESULTADOS

Al comparar la fertilidad (porcentaje de concepcion) entre el total de animales

tratados y testigo se encontré que el porcentaje de concepcién fue mayor (P<0.05) en

las vacas que recibieron rhST que las testigo (Cuadro 1). Cuando se comparé por tipo

de vaca, se encontré que las vacas de primer servicio tratadas con rbST tuvieron un

porcentaje de gestacion similar a las testigos (P>0.05). En contraste el porcentaje de

gestacion en las vacas repetidoras tratadas con rbST fue superior (P<0.05) al de las

vacas repetidoras testigos (Cuadro 2).

Cuadro 1

primer servicio y repetidoras

Porcentaje de concepcion por grupo tratado y testigo en vacas a

rbST TESTIGO P
Primer servicio 42.7% 35% <0.05
y repetidoras. n=158/370 n= 107/308
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Cuadro 2
Porcentaje de concepcion en vacas de primer servicio y
repetidoras tratadas con rbST en el momento de la inseminacion
artificial
TIPO rbST TESTIGO P
VACAS DE fer. 39% 35% >0.05
SERVICIO n=77/195 n=58/167
VACAS 46% 35% <0.05
REPETIDORAS n=81/175 n= 49/141

Al analizar las variables de acuerdo al resultado del tratamiento (vacia o
gestante) no se encontré diferencia en la condicién corporal, numero de partos, dias
posparto y peso (Cuadro 3); por lo tanto se puede considerar que fa respuesta al
tratamiento no fue alterada por las variables que se consideraron en el estudio, ya que
al analizar el efecto de todas las variables en un modelo que incluia e! tratamiento y el

tipo de animal {primer servicio y repetidora) no se encontro diferencia alguna.

Cuadro 3
Comparacion de variables incluidas en el estudio de acuerdo

al resultado de la inseminacion artificial (mediaterror est.)

Grupo n Condiciéon | Namero de Dias Peso Kg
corporal partos posparto

Vacias 413 | 3.84+0.48 | 2.86+0.06* | 178+4.01° | 572+2.6°

Gestantes 265 | 3.29+0.62* |} 2.17+0.07° | 169+5.17° | 567+3.4°

a b. Para una determinada columna, diferente literal indica diferencia significativa entre
grupos experimentales.
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Las concentraciones de progesterona fueron similares en las vacas tratadas y

testigos tanto de primer servicio como en repetidoras (Figura 1).
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Figura 1. Concentraciones de progesterona plasmatica durante los primeros 10 dias del
ciclo estral en vacas de primer servicio (1er.) o repetidoras (Rep.) que recibieron (rbST)

o sin tratamiento (Test.).
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CAPITULO 5
DISCUSION

Los resultados obtenidos de este trabajo muestran un efecto positivo de la
administracion de una sola dosis de rbST en el momento de la inseminacion artificial en
el porcentaje de concepcién en vacas repetidoras. Estos resultados coinciden con lo
encontrado por Morales (1993) quien obtuvo un mayor indice de concepcién en vacas
repetidoras al administrar la rbST al inicio del estro y una segunda dosis en el dia 10
post-inseminacién. En nuestro trabajo las vacas tratadas solo recibieron una inyeccion
de rbST en el momento de la inseminacién y de igual forma se logré un incremento en
el porcentaje de concepcién. Esto permite especular que probablemente el mayor
efecto de la rbST sobre la fertilidad ocurre durante los primeros dias post-servicio,
momento en el cual el embrién es mas susceptible a cualquier deficiencia en su medio
ambiente y donde ocurren la mayor parte de retrasos del desarrollo que conducen
posteriormente a la muerte embrionaria (Almeida, 1995). De esta forma, un segundo
tratamiento en el dia 10 ya no tendria efecto, ya que los embriones en este momento
se encontrarian con retrasos irreversibles (Roberts, 1990).

Rodriguez (1999) realizé un estudio aplicando la rbST en el dia 3 y 17 post-
inseminacion y no encontré diferencias en la fertilidad tanto en vacas repetidoras como
en vacas de primer servicio. Estos resultados apoyan la hipétesis de que el efecto
positivo de la rbST sobre la fertilidad es durante el periodo temprano del desarrollo

embrionario. Por lo tanto, podria sugerirse que el efecto de la rbST aplicado en el dia 3
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post-inseminacién seria demasiado tarde para influenciar de manera positiva en el
desarrollo del embrién y/o en el ambiente oviductal y uterino.

Recientemente Morales (2000) realizd un tratamiento de superovulacion y aplico
rbST al inicio del estro en vacas repetidoras encontrando una diferencia significativa
(P<0.05) en el porcentaje de embriones transferibles (84.3% y 54.5% en las vacas
tratadas con rbST vy testigo, respectivamente), sin alterar el nimero total de embriones
producidos, ni las concentraciones de progesterona plasmatica en los grupos. Estos
resultados indican que existe un mecanismo por e cual la tbST favorece el desarrollo
de los embriones el cual puede ser directo (Izadyar et al.,, 1996,1997a) o mediante su
principal mediador el IGF-1 (Rieger et al.,1998; Winger et al., 1997 Wathes et al,
1998a).

La ausencia de efecto de rbST en la fertilidad observada en las vacas de primer
servicio en este estudio, coincide con lo documentado por Morales (2000), donde las
vacas de primer servicio no mostraron un aumento en el nimero de embriones, ni en la
proporcién de embriones transferibles después de ser superovuladas y tratadas con
tbST en el inicio del estro. Lo anterior contrasta con los resultados obtenidos en las
vacas repetidoras tratadas con rbST, en las cuales si fue significativo el aumento en la
proporcion de embriones transferibles.

En humanos, la somatotropina se ha utilizado extensivamente en los tratamientos
de infertilidad junto con gonadotropinas donde se requiere de una ovulacion inducida
(Homburg et al., 1995), fertilizacion in vitro y transferencia embrionaria (Owen et al.,

1991). Esta hormona ha demostrado aumentar la sensibilidad a las gonadotropinas por

35



los ovarios, reduciendo hasta una tercera parte la dosis de hormona menopausica
humana (Hillensjo y Bergh, 1993). En la fertilizacion in vitro, la adicion de somatotropina
a los medios de cultivo ha permitido obtener una mayor proporcién de embriones
fertilizados y transferibles, asi como un mayor nimero de gestaciones (Younis et al.,
1992; Izadyar et al., 1996;1997a,b), lo cual indica un efecto de la somatotropina en el

desarrollo embrionario.

El mecanismo de accién de la rbST en el aumento de la fertilidad en vacas
repetidoras se desconoce; sin embargo, puede estar asociado con los efectos propios
de la somatotropina. Se sabe que después de un tratamiento de rbST se incrementan
los niveles de IGF-I (Bauman, 1992), los cuales podrian ser los principales mediadores
de los cambios a nivel del aparato reproductor (Wathes et al., 1998a,b). Asi se tienen
evidencias que el IGF-I participa en el desarrollo folicular (Spicer y Echterkamp, 19995;
De La Sota et al.,, 1996) en la funcion del cuerpo liteo (Spicer et al., 1983) y en el

desarrollo embrionario (Matsui et al., 1997; Wathes et al., 1998a,b).

Si bien, la causa de una baja fertilidad en el ganado lechero podria ser la
mortalidad embrionaria temprana y que esta se debe a un retraso en el desarrollo
embrionario durante los primeros dias de su division celular, es probable que el
tratamiento con rbST ejerza una estimulacién mediante el IGF-I en el desarrollo dei
embrion, o a través de la produccion de sustancias oviductales y uterinas (Wathes et al.,

1998h: Bazer et al., 1986; Brigstock et al.,1989). Existe evidencia que la adicion de IGF-
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| estimula el desarrollo de embriones bovinos fertilizados in vitro al estado de moérula en
presencia de aminoacidos (Matsui et al., 1997). También se ha demostrado que la
somatotropina en los medios de cultivo acelera la maduracién nuclear del ovocito,
promueve el desarrollo del embrién bovino al estado de blastocito al dia 9 y aumenta la
proporcion de ovocitos fertilizados (lzadyar et al.,1996; 1997a).

En el trabajo de Rodriguez (1999) en el que se aplicd la rbST en el dia 3y 17
post-servicio, no se encontré efecto sobre la fertilidad, posiblemente debido al tiempo
de aplicacion ya que los niveles de IGF-I aumentan significativamente de 24 a 48 horas
después de la inyeccién de rbST (Gong et al., 1993b) y esto puede ser demasiado tarde
para ejercer alguna influencia sobre el embrién de cinco dias, el que probablemente ya
cursa por un proceso de retraso en su desarrollo o bien de degeneracion. Al respecto,
Almeida (1995) menciona que aproximadamente el 30% de los embriones son
afectados por cambios ambientales desde la fertilizacion hasta el dia 5 postestro, que
degeneran al tiempo de su transformacion a blastocisto.

Otro posible mecanismo de accién de la rbST en el mejoramiento de la fertilidad
es el efecto que tiene en el desarrollo de! foliculo ovulatorio {Bevers et al., 1997, Spicer
y Enright, 1991). Se sabe que la rbST estimula el crecimiento de los foliculos pequefios
(Gong et al., 1991) y mejora la respuesta superovulatoria (Kuehner et al., 1993; Gong et
al, 1996). Sin embargo, en este trabajo la rbST fue aplicada al momento de la
inseminacion artificial lo que hace improbable de tener un efecto sobre el foliculo

ovulatorio. Ademas, Morales (2000) traté vaquillas con rbST al inicio del estro y no
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encontrd un efecto sobre las concentraciones de estradiol, el tiempo de la ovulacion, el
diametro maximo del foliculo, ni en el tamano del CL.

En diversos estudios se ha observado que la rbST y el IGF| estimulan ia funcion
del CL; por ejemplo, Lucy et al. (1993) mencionan que las células grandes del CL tienen
receptores para la somatotropina, los cuales responden al estimulo de esta hormona.
En estudios in vitro se ha encontrado que la adicién de IGF-I incrementa la produccion
de progesterona (Gong et al., 1994; Spicer et al., 1993). Por otra parte en diversos
trabajos se ha reportado que las vacas tratadas con rbST tienen concentraciones mas
elevadas de progesterona en las primeras fases lutea del tratamiento (Gallo y Block,
1991; Lucy et al., 1994; Schemm et al., 1990). Sin embargo, en este estudio no hubo
diferencia en las concentraciones de progesterona en los primeros 10 dias después del
estro entre ninguno de los grupos, lo que coincide con lo observado por Morales
(1993) quien no encontré diferencias en las concentraciones de progesterona en las
vacas repetidoras tratadas y testigos, ni entre vaquillas tratadas y testigos (Morales,
2000).

El papel de las disfunciones del CL también se ha discutido como una causa de
infertilidad. Asi se ha encontrado que las vacas repetidoras tienen afectada la funcion
litea produciendo menores concentraciones de progesterona (Kimura et al, 1987,
Shelton et al., 1990). En este estudio no fue evidente una diferencia en las
concentraciones de progesterona entre vacas de primer servicio y repetidoras, ni entre
las vacas tratadas con rbST y testigos. Estos resultados coinciden con lo reportado por

Morales et al. (en prensa) quienes no encontraron diferencia en las concentraciones de
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progesterona entre las vacas a primer servicio, vacas repetidoras y vaquillas a primer

servicio, en los primeros 15 dias post-inseminacion.

El efecto de la rbST en la fertilidad fue significativo en las vacas repetidoras pero
no en vacas a primer servicio. La causa de esta diferencia se desconoce, aunque
pudiera relacionarse con el mecanismo de accion de la somatotropina. Se conoce que
las vacas que se encuentran en balance energético negativo presentan menores
concentraciones de IGF-l (Spicer et al., 1990) y responden con concentraciones
disminuidas del mismo al tratamiento con rbST en comparacion con las vacas que se
encuentran en balance energético positivo (Vicini et al., 1991). Aunque en este estudio
no se midieron el balance energético ni las concentraciones de IGF-l; otros
investigadores han observado que la respuesta de IGF-I1 es mayor para las vacas en la
lactancia tardia que en la lactancia temprana (Cohick, 1998). Asi, es posibie que las
vacas de primer servicio que se encuentran en balance energético negativo y mas cerca
del pico de lactacion no hayan respondido igual a la tbST que el grupo de vacas
repetidoras, fas cuales tenian por lo menos 130 dias en leche alejadas del pico de
lactacion. Ademas, las vacas al inicio del tratamiento con rbST muestran una serie de
ajustes metabélicos que le permiten satisfacer la demanda de nutrientes a la glandula
mamaria sin comprometer su integridad fisiologica (Lanna y Bauman, 1999; Lanna et
al., 1995) y tal efecto podia ser mas agudo en las vacas a primer servicio que incluso
pueden padecer un balance energético mas negativo en los primeros dias o0 semanas

del tratamiento con rbST (Gallo y Biock, 1980).
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De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio, se concluye que una
dosis de 500 mg de rbST administrada en el momento de la inseminacion artificial
incrementa la tasa de concepcidén en vacas repetidoras, sin que sus efectos sean
mediados por la condicién corporal, el tiempo posparto, el nimero de servicios. Las
concentraciones de progesterona en los primeros 10 dias del ciclo estral no difirieron

entre los grupos.
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