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Resumen 

MORALES ROURA JOSE SALVADOR. Efecto de un tratamiento corto de 

somatotropina bovina sobre niveles hormonales, actividad ovarica y 

desarrolio embrionario en hembras Holstein (bajo fa direccién de Luis Zarco 

Quintero y Joel Hernandez Cerén). 

Con el objetivo de determinar el efecto de la aplicacién de 500 mg de rbST 

al inicio del estro sobre algunas funciones reproductivas de hembras Holstein se 

tealizaron tres experimentos. En el primero fueron utilizadas vaquillas y se 

determiné el diametro maximo del foliculo ovulatorio (16.0 + 0.47 mm y 15.1 + 0.54 

mm), el intervalo inicio del estro-ovulacién (27.14 1.1 y 27.8 + 1.2 horas), el 

didmetro del cuerpo Ititeo al dia 7 post-estro (24.0 + 1.2 mm y 24.8 + 1.4 mm) y al 

dia 10 (26.6 + 1.1 mm y 26.1 + 1.3 mm), sin que se encontrara diferencia (P>0.05). 

Las concentraciones de estradiol 178 el dia del estro y de progesterona plasmatica 

hasta el dia 10 post-estro tampoco difirieron (P>0.05) entre grupos. En el segundo 

experimento, utilizando vacas superovuladas de primer servicio, se compar6 el 

numero total de évulos y embriones (6.14 + 1.41 y 4.6 + 1.47), el numero de 

embriones transferibles (2.29 + 1.41 y 3.44 + 1.47) y el porcentaje de embriones 

transferibles (88.9% y 100%) asi como las concentraciones de progesterona sérica 

hasta el dia 7 post-estro, sin que se detectaran diferencias (P>0.05). En el tercer 

experimento se utilizaron vacas repetidoras superovuladas y también se comparé 

el numero total de évulos y embriones (5.5 + 1.49 y 5.13 + 1.96), el numero de 

embriones transferibles (3.38 + 1.08 y 1.75 + 1.37) y las concentraciones de 

progesterona sérica, sin encontrar diferencia en ninguno de los casos (P>0.05). E! 

porcentaje de embriones transferibles, en cambio, si fue diferente (84.38% y 

54.55%, P<0.05). Se concluye que la administraci6n de 500 mg de rbST al inicio 

de! estro mejora la calidad embrionaria de vacas repetidoras superovuladas pero 

no asi de las vacas de primer servicio, y que no afecta ni el numero de embriones 

obtenidos ni ios niveles de progesterona circulante de ambos tipos de hembras. 

Tampoco modifica las concentraciones de estradiol 178 del dia del estro, 

progesterona hasta el dia 10, tiempo de ovulacién, diametro maximo del foliculo 

ovulatorio ni del cuerpo Iuiteo de vaquillas. 

Palabras clave: rbST, SOMATOTROPINA, PROGESTERONA, EMBRION, VACA 

REPETIDORA



Hil 

Abstract 

MORALES ROURA JOSE SALVADOR. Effect of a short-term treatment of 

bovine somatotropin on hormonal leveis, ovarian activity and embryo 

development in Holstein females (under the direction of Luis Zarco Quintero and 

Joel Hernandez Cerén). 

With the objective of determine the effect of 500 mg of rbST at the beginning 
of the estrus were made three experiments. In the first, using Holstein heifers, were 

determined the maximum diameter of the ovulatory follicle (16.0 + 0.47 mm vs 15.1 
+ 0.51 mm), the beginning of the estrus-ovulation interval (27.14 1.1 vs 27.8 + 1.2 
hours), the corpus luteum diameter at day 7 (24.0 + 1.2 mm vs 24.8 + 1.4 mm) and 

10 (26.6 + 1.1 mm vs 26.1 + 1.3 mm) without differences (P>0.05) between groups. 
The estrus day 17-8 estradiol and progesterone until day 10 levels neither shown 
differences (P>0.05). In the second experiment, using superovulated first-service 
Holstein cows, were compared the total number of ovum and embryos (6.14 + 1.41 
vs 4.6 + 1.47), the number of transferable embryos (2.29 + 1.41 vs 3.44 + 1.47), 
the percentage of transferable embryos (88.9% vs 100%) and the progesterone 
levels until day 7, without find differences (P>0.05). In the third experiment, using 
superovulated repeat-breeder Holstein cows, also were compared the total number 

of ovum and embryos (5.5 + 1.49 vs 5.13 + 1.96), the number of transferable 

embryos (3.38 + 1.08 vs 1.75 + 1.37) and the progesterone levels, without 
differences (P>0.05). On the other hand, the percentage of transferable embryos 
was different (84.38% vs 54.55%, P<0.05). It was concluded that the 500 mg rbST 
treatment at the beginning of the estrus improve the embryo quality in 
superovulated repeat-breeder cows but not in first-service cows. Neither affect the 
number of embryos nor the progesterone levels of both kind of cows. Neither affect 

the estrus day 17-8 estradiol and progesterone until day 10 levels, ovulation time, 
maximum diameter of ovulatory follicle and corpus luteum of heifers. 

Key words: rbST, SOMATOTROPIN, PROGESTERONE, EMBRYO, REPEAT- 
BREEDER
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Capitulo 1. 
Introduccién 

La infertifidad continda siendo {a principal causa de desecho de los bovinos 

lecheros (Bascom y Young, 1998). Se ha determinado que dicha infertilidad es 

debida, mas que a una falla en la fertilizacion, a una mortalidad embrionaria 

posterior, la cual esta caracterizada por una deficiente diferenciacién celular y un 

retardo en el desarrollo de los embriones (Linares, 4982; Gustafsson, 1985; 

Peterson et a/., 1999). 

Se han postulado un gran numero de agentes causales de infertilidad 

(Ayalon, 1981; Zavy, 1994) entre los que destaca ei efecto de un ambiente uterino 

inadecuado para el correcto desarrollo del embridn (Albihn et a/., 1989). Asi mismo, 

se han utilizado diversos tratamientos que buscan disminuir la mortalidad 

embrionaria y asi incrementar la fertilidad en los hatos, sin embargo, los resultados 

han sido inconsistentes. 

Por otra parte, desde hace algunos afios se encuentra disponible 

comercialmente la somatotropina bovina recombinante (roST), para incrementar la 

produccién lactea de vacas lecheras, (Bauman, 1992). Con la administracién de 

rbST se incrementan fos niveles, en sangre y en diversos fluidos y tejidos 

corporales, del factor de crecimiento parecido a fa insuiina-l (IGF-I) (Lefebvre y 

Block, 1992; Gong et al., 4993°), el cual representa el mediador de muchas de las 

acciones de la somatotropina (Hill, 1989). 

EI IGF-I es mitogénico per se (McCusker, 1998) y, ademas, potencializa a 

otros factores de crecimiento con mayor actividad mitogénica (Corps y Brown, 

1988; Simmen et al.., 1993) y, al interactuar con gonadotropinas, estimula la 

diferenciacion celular y la esteroidogénesis (Spicer e¢ al., 1993). 

EI liquido folicular contiene una gran concentracién de IGF-I, especialmente 

en el foliculo preovulatorio (Spicer y Enright, 1991; Yuan et a/., 1998), el IGF-I 

participa en fa maduracién del évulo y la ovulacién (Hill, 1989), ademas de



incrementar los receptores para la hormona luteinizante (LH) en las células de la 

granulosa (Adashi et a/., 1985). 

El cuerpo Iiteo de los bovinos presenta una gran cantidad de receptores 

para somatotropina (Lucy et a/., 1993; Yuan y Lucy, 1996) y tratamientos con rbST 

han logrado aumentar las concentraciones de progesterona circulante en algunos 

estudios (Schem et al., 1990; Gallo y Block, 1991). 

Se ha demostrado la presencia de IGF-I tanto en al liquido oviductal 

(Schmidt et al., 1994; Makarevich y Sirotkin, 1997) como uterino (Lucy ef a/., 1995; 

Keller et al, 1998) asi como de receptores para IGF-I (Watson ef a/., 1992) en el 

embrién bovino. A su vez, algunos investigadores han establecido el efecto 

benéfico de la adicién de IGF-I, solo o junto otros factores de crecimiento, sobre el 

desarrollo de embriones bovinos producidos in vitro (Matsui ef a/., 1995; Matsui et 

al., 1997, Rieger ef al, 1998). 

Por otra parte, se han realizado algunos estudios en nuestro laboratorio 

(Morales, 1993: Rodriguez, 1999; Mendoza, 2000) donde se ha evaluado el efecto 

de la administraci6n de rbST sobre la fertilidad y las concentraciones de 

progesterona de vacas Holstein. 

Morales (1993) aplicd 500 mg de rbST el dia del estro y una segunda dosis 

10 dias después y mejoré en 10.57% el indice de concepcién de vacas Holstein 

repetidoras, obteniendo 36.59% en las vacas tratadas y 26.02% en las testigo 

(p<0.05). A su vez, se provocé un aumento marginal en los niveles de 

progesterona sérica. Por su parte, Rodriguez (1999) igualmente administré dos 

dosis de rbST pero esta vez fue con 14 dias de diferencia, ademas de que las 

aplicé ai dia 3 y al 17 post-inseminacidn artificial tanto de vacas de primer servicio 

como repetidoras (24 servicios). Sin embargo, no se encontré efecto en la fertilidad 

obtenida por las vacas de primer servicio (42.1% y 40.2%), por las repetidoras 

(40.4% y 40.9%) ni en los niveles de progesterona de ambos tipos de animales. 

Por ditimo, Mendoza (2000) volvié a aplicar la rbST el dia del estro tanto de vacas 

de primer servicio como de vacas repetidoras pero con la diferencia de que no 

 



repitié la dosis, encontrando diferencia estadistica en las vacas repetidoras (46.2% 

y 34.9%) pero ne en las vacas de primer servicio (39.7% y 34.8%) ni en los niveles 

de progesterona. 

Sin embargo, a pesar de los resultados anteriores, se desconocen ios 

mecanismos por los cuales fueron logrados. En dichos estudios fueron propuestas, 

entre otras teorfas, que la roST es capaz de favorecer la ovulacién, la funcion lutea 

y el desarrollo embrionario en los bovinos. 

El objetivo del presente trabajo fue el determinar el efecto de un tratamiento 

corto de rbST aplicado al inicio del estro sobre algunas funciones reproductivas, 

tales como jas caracteristicas dei foliculo ovulatorio, momento de ovulacién, 

niveles hormonales y desarrollo embrionario en hembras Holstein en diferente 

condicién metabdlica, que permita un mejor conocimiento de su mecanismo de 

accién y su potencial uso reproductivo.



Capitulo 2. 

Revision de literatura 

2.1 Mortalidad embrionaria temprana 

Los problemas reproductivos, en especial la infertilidad, continuan siendo fa 

principal causa de desecho en los hatos lecheros, en donde provoca la eliminacién 

de alrededor del 20% de Jas vacas, contra un 15% correspondiente a problemas de 

ubre y un 14% a baja producién (Bascom y Young, 1998). 

En ganado bovino, diversos estudios reportan altos indices de fertilizacion. 

En vaquillas virgenes Diskin y Sreenan (1980) encontraron hasta 90% de dvulos 

fertilizados, Gustafsson (1985) encontré un 82%, Linares (1982) un 97% y Maurer 

y Chenault (1983) un 80%. En vaquillas infértiles Gustafsson (1985) reporta 70% y 

Linares (1982) 89%. En vacas adultas se menciona hasta un 100% de fertilizacién 

(Maurer y Chenault, 1983). Gustafsson (1985), al sacrificar vaquillas de las cuales 

repetidamente no obtuvo embriones a !os 7 dias, encontré a los 3 dias post- 

servicio embriones con retardo en su desarrollo y sugirid que estos embriones 

retrasados posiblemente sufren desintegracién subsecuente y por ello no hay 

coleccién a los 7 dias, por lo que los indices de fertilizacién podrian ser todavia 

mas altos. 

Si estos porcentajes de fertilizaci6n son comparados con los indices de 

concepcién obtenidos en los hatos (30-60%) queda claro que fa mortalidad 

embrionaria es !a principal falla reproductiva en los bovinos, afectando en mayor 

medida a las hembras infértiles (Ayalon, 1981; Linares, 1982; Gustafsson, 1985; 

Albihn et a/., 1989; Roberts, 1990). 

Por definicién, la mortalidad embrionaria es la pérdida del concepto en 

cualquier momento antes de completar su etapa de diferenciaci6n celular, la cual 

ocurre aproximadamente a los 45 dias (Committee on Reproductive Nomenclature,



4972). 

La mayor parte de dicha mortalidad ocurre dentro de las tres semanas 

posteriores al servicio (mortalidad embrionaria temprana; Roberts, 1990), por lo 

que la secuencia normal de eventos luteoliticos no es afectada y las hembras 

retornan a estro en un periodo similar a un ciclo estral sin gestacién (Albihn et af, 

1989). 

Algunos investigadores han comparado e! desarrollo embrionario de 

vaquillas y vacas tanto normales como repetidoras. Respecto a éstas ultimas debe 

recordarse que la definicién clasica establece que son aquellas con por lo menos 

tires servicios infructuosos previos, sin anormalidades detectables a la palpacién 

rectal y con intervalos entre servicios regulares (Tanabe y Casida, 1949). El 

porcentaje aceptado de vacas repetidoras es de menos de 10% del hato (Gaines, 

1989) aunque frecuentemente son alcanzadas incidencias del 25% o mayores 

(Bartlett, 1986; Torres y Valencia, 1995). 

De este modo, Linares (1982) recuperé embriones de 7 dias de vaquillas 

virgenes y repetidoras, encontrando mas embriones normales en las vaquillas 

virgenes que en las repetidoras (74% contra 27.5%), el resto correspondié a 

embriones con anomalias de desarrollo (13% contra 35%) y degenerados (13% 

contra 37.5%). Cuando analizé el ntimero de células por embrién hallé que los 

biastocistos normaies contienen un mayor nimero de células por embrién que los 

morfoldgicamente anormales, tanto en vaquillas virgenes como en repetidoras. Al 

comparar embriones de similar clasificacién entre grupos no encontré diferencia en 

el numero de células. 

En otro estudio similar, Gustafsson (1985) recuperd embriones de 7 dias de 

de edad en ciclos consecutivos de vaquillas virgenes y repetidoras, reportando 

porcentajes de embriones normales de 56% contra 30% y porcentaje de embriones 

morfolégicamente desviados de 11 % contra 38% en dos ciclos consecutivos. Mas 

embriones alcanzaron la etapa de blastocisto en las vaquillas virgenes que en las 

repetidoras (47% contra 24%), concluyendo que el grado de retardo difiere entre



animales y entre diferentes ciclos del mismo animal. 

A su vez, Peterson et a/. (1999) también recuperaron embriones de vacas 

fértiles e infértiles pero lo hicieron a los 12 dias post-inseminacién, encontrando 

dentro de los embriones viables, un mayor porcentaje de elongados en el grupo 

fértil (66% contra 14.29%), asi como un porcentaje similar de embriones 

degenerados para ese dia. 

Por otra parte, se sabe que la principal sustancia embrionaria responsable 

del reconocimiento materno de ta gestacién en la vaca y que desencadena la 

cascada de eventos antiluteoliticos la constituye el interferon tau (Roberts et a/., 

1992; Thatcher ef a/., 1997). 

El tamafio del embrién es vital para su supervivencia ya que la secreci6n de 

interferén tau es dependiente de! mismo. En un estudio, Geisert et ai. (1988°) solo 

detectaron secrecién de dicha sustancia en embriones que median mas de 25 mm 

alos dias 15-17 post-inseminacién, mientras que Thatcher et a/. (1989) mencionan 

un tamafio minimo de 15 mm a los mismos dias, que es cuando el reconocimiento 

de gestacién debe realizarse. 

Con respecto a la causalidad de la mortalidad embrionaria se han postulado 

un gran numero de factores, los cuales a menudo interactan entre ellos en 

detrimento de los embriones. Entre dichos factores se encuentran, principalmente, 

los genéticos, nutricionales, ambientales, infecciosos y hormonales (Ayalon, 1978; 

Ayalon, 1981; Zavy, 1994). 

Un caso especial fo constituye la presencia de un ambiente oviductal y/o 

uterino inadecuado, e! cual puede actuar de una manera bivalente, ya que lo 

mismo puede manifestarse como un efecto de algunas de las causas mencionadas 

con anterioridad o bien puede constituir una causa por sf mismo. A este respecto 

debe recordarse que el desarrollo embrionario es el resultado de delicadas 

interacciones entre el programa genético de cada embrién y el aparato genital 

materno, involucrando en el periodo inicial de proliferacién y diferenciaci6n celular 

algunos factores autocrinos, en su mayoria factores de crecimiento generados por



el embridn para sostener su propio desarrollo; paracrinos, factores de crecimiento y 

proteinas especificas producidas por el oviducto y utero; y ambientales, como 

sustratos energéticos, iones, aminoacidos y vitaminas, los cuales, en su conjunto 

establecen el medio adecuado para la viabilidad del embrién (Gandolfi, 1994). 

En un estudio disefiado para evaluar los efectos del ambiente uterino, Albihn 

et al. (1989) transfirieron embriones de 7 dias divididos por bipartici6én y 

provenientes de vaquillas normales a vaquillas virgenes y repetidoras y los 

recuperaron 8 dias después, obteniendo el doble de embriones elongados en las 

vaquillas virgenes. Ademaés, los embriones elongados transferidos a las vaquillas 

repetidoras mostraron una morfologia anormal, por lo que concluyeron que el 

ambiente uterino en las vaquillas repetidoras es menos adecuado que en las 

’ virgenes para sostener un desarrollo embrionario normal. 

Con respecto a los factores genéticos, es comunmente aceptado que fa 

mortalidad embrionaria que provocan constituye un método de seleccion natural 

efectivo para acabar con la gestacién, en una etapa inicial, de productos 

cromosémicamente anormales (Zavy, 1994). Dichos factores pueden dividirse, por 

un lado, en aquellos que son heredados de padres con anormalidades genéticas y 

por otro lado, en mutaciones o anormalidades cromosémicas que ocurren 

espontaneamente durante la gametogénesis, fertilizacién o embriogénesis (King, 

1990). 

Ejempilos de tos primeros serian fa translocacién Robersoniana 1/29 

(Schmutz et a/., 1991; Kawarsky ef a/., 1996), 7/21 (Geshi ef a/., 1994) y 14/20 

(McFeely ef a/., 1993; Schmutz et a/., 1997) asi como Ja falta de expresién del gen 

encargado de la produccion de la uridin-5’-monofosfato sintetasa, lo que provoca 

que los niveles de ésta se encuentren a menos de la mitad de lo normal (Harden y 

Robinson, 1987; Shanks y Robinson, 1989). A su vez, un ejemplo de los segundos 

lo constituye la poliespermia originada por la fertilizaci6n de un dvulo envejecido 

(Hunter, 1985). Las condiciones anteriores son responsables de una gran 

proporcién de la mortalidad embrionaria. A este respecto, De Almeida (1995)



estima que el 20% de los embriones bovinos estan destinados a morir debido a 

problemas genéticos. 

Con respecto a los factores nutricionales, el caso mas estudiado lo 

constituye el exceso de proteina degradable en rumen en la dieta, ya sea en 

términos absolutos o bien relatives con respecto a los carbohidratos de la misma. 

Se ha demostrado una relacién entre niveles elevados de nitrégeno ureico 

circulante con bajos indices de concepcién (Blanchard et ai., 1990; Ferguson et al., 

1993; Butler et a/., 1996). Se ha postulado que niveles elevados de amoniaco y 

urea en sangre pueden provocar niveles similares en tejidos y fluidos del tracto 

reproductivo, los cuales serian toxicos para el embrién o bien, pueden daar a las 

células ciliadas, resultando en un deficiente transporte del mismo (Carroll ef a/., 

1988). A su vez, se ha determinado que las altas concentraciones de amoniaco y 

urea provocan una disminucién del pH uterino, lo que resultaria en una mayor 

mortalidad embrionaria (Elrod et al., 1993; Elrod y Butler, 1993), ademas de alterar 

las concentraciones de iones (Mg, K, P y Zn) y de proteinas en el tracto 

reproductivo (Jordan et al,, 1983). Por su parte, Jordan y Swanson (1979°, 1979") 

detectaron que las dietas altas en proteina resultan en una disminucién de la 

concentracién de progesterona sérica, quizas debido a que la urea inhibe el enlace 

de la hormona luteinizante a sus receptores a nivel ovarico (Haour y Saxena, 

1974). Lo anterior ejemplifica claramente la interaccién entre diferentes agentes 

causales de mortalidad embrionaria, es decir, como una causa en particular puede 

tener un efecto directo sobre el embrién (toxicidad del amoniaco y urea) asi como 

indirecto, al modificar el ambiente uterino y las concentraciones de progesterona 

vitales para el desarrollo normal del embrion. 

Otro factor nutricional se refiere al nivel de glucosa circulante, cuyos niveles 

deprimidos estan asociados a un pobre indice de concepcién en algunos trabajos 

(McClure, 1968; McClure, 1970; Plym et a/., 1991) quizads mediado por una menor 

concentracién de progesterona circulante (Villa-Godoy et a/., 1988). 

Dentro de las causas ambientales, la hipertermia es el factor que afecta en



mayor medida la viabilidad de los embriones bovinos. Dicha condicidn puede 

actuar directamente sobre el embrion al elevarse la temperatura oviductal/uterina o 

bien, indirectamente al modificar el equilibrio hormonal materno lo cual ocasiona 

cambios a los mismos niveles (Zavy, 1994). Con respecto a lo anterior, Malayer y 

Hansen (1990) demostraron que el patrén de sintesis proteica en oviducto y utero 

cambia en vacas sometidas a hipertermia, y Geisert ef a/. (1988°) reportan que el 

liquido uterino contiene una mayor cantidad de proteinas y calcio en vacas 

sometidas a stres térmico. 

Putney et a/. (1986) encontraron un 25% mas de embriones retrasados en 

su desarrollo en vaquillas sometidas a estrés calérico que en vaquillas testigo y, en 

un segundo trabajo (Putney ef al, 1988°), colectaron embriones de vaquillas 

superovuladas, reportando, al dia 7, solo un 20.7% de embriones normales contra 

51.5% del grupo testigo. En adicién, estudios in vitro han demostrado que la 

hipertermia deprime la sintesis proteica del concepto, inciuyendo una disminucién 

del 72% en la produccién de interferén tau (Putney et al., 1988°). 

Por otra parte, existe una amplia variedad de agentes infecciosos capaces 

de provocar muerte embrionaria, la cual incluye diversas bacterias, virus, 

protozoarios y hongos. 

Entre fas principales causas bacterianas de mortalidad embrionaria se 

encuentran el Actinomices pyogenes (Semambo ef al., 1991), el Campylobacter 

fetus (Adler, 1959) y el Ureaplasma diversum (Ruhnke ef a/., 1989), los cuales, 

mas que afectar directamente al embrién, provocan una infeccién del tracto 

reproductivo, lo que lo hace menos propicio para el correcto desarrollo 

embrionario. El Haemophilus somnus, en cambio, ha probado tener un efecto 

directo sobre el embrién (Kaneene ef ail, 1986), mientras que la Lepfospira 

interrogans (serovariedad hardjo y pomona, principalmente) 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 Herpes
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virus bovino-] (Bowen ef al., 1985), el cual tiene un efecto directo sobre el embrién, 

y el virus de la diarrea viral bovina que provoca una endometritis y por consiguiente 

un ambiente uterino desfavorable para el embrién (Donis et a/., 1988). 

El principal protozoario implicado en !a mortalidad embrionaria lo constituye 

la Tritrichomonas foetus, la cual esta asociada a una infeccién purulenta del tracto 

reproductivo (Skirrow y Bondurant, 1990). 

Candida tropicallis y Acremonian kiliense son dos hongos a los cuales se les 

ha atribuido un efecto negativo sobre el embridn (Corbel, 1988), sin embargo, la 

cantidad de informacién al respecto es muy limitada. 

Con respecto a los agentes infecciosos como causantes de mortalidad 

embrionaria, debe recordarse que los elevados niveles de progesterona, propios 

de la gestacién, constituyen un factor predisponente para la accién de los 

microorganismos, debido a que dichos niveles tienen un efecto inmunodepresor, el 

cual incluye un retraso en !a infiltracién leucocitaria al Utero (Hawk ef al., 1964) y la 

inhibicién tanto de la proliferacién de linfocitos (Fisher ef a/., 1985) como de la 

capacidad de opsonizacién de las secreciones uterinas (Watson, 1985). En 

adicién, se ha demostrado que diversas sustancias embrionarias, como la PGE 

(Low y Hansen, 1988), son capaces de deprimir la proliferacién linfocitaria (Croy et 

al., 1988), mecanismos que, en su conjunto, han sido propuestos como permisivos 

del establecimiento de la gestacién (Zavy, 1994). 

Por otra parte, dentro de las causas hormonales se ha sefialado como la 

principal a la deficiente funcién del cuerpo Iiiteo, lo que se traduce en niveles 

subnormales de progesterona, que pueden resultar en mortalidad embrionaria 

(Garverick et al., 1986). Debe recordarse que la progesterona es necesaria para 

mantener un ambiente uterino adecuado para el desarrollo del embrién (Roberts y 

Bazer, 1988; Milvae ef a/., 1996) e incluso hasta ha sido encontrada una 

correlacién positiva entre los niveles de progesterona plasmatica materna y la 

produccién embrionaria de interferén tau (Kerbler ef a/., 1997). 

A pesar de dicha dependencia embrionaria de niveles adecuados de
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progesterona materna, existe una gran controversia en lo referente a la importancia 

de estos en la mortalidad embrionaria, ya que mientras algunos autores han 

encontrado niveles deprimidos en hembras infértiles y/o con embriones anormales 

en Utero (Henricks et al., 1971; Gustafsson, 1986; Kimura ef a/., 1987; Lamming et 

al, 1989; Shelton et a/., 1990), otros reportan en ellas concentraciones similares a 

las de las hembras normales (Shemesh et a/., 1968; Linares et a/., 1982; Sreenan y 

Diskin, 1983; Taylor y Rajamahendran, 1991; Hernandez et ai., 1992; Morales et 

al, 2000). Como la relacién entre los niveles deprimidos de progesterona y la 

infertilidad y/o mortalidad embrionaria es clara en algunos trabajos y no en otros, 

podria pensarse que la importancia de los niveles deprimidos de dicha hormona 

como causa de mortalidad embrionaria es variable entre animales con diferente 

condicién metabdlica y/o entre hatos en particular, por lo que Unicamente 

podriamos detectarla en animales y hatos en donde es una causa primaria de la 

misma, pero no en otros en donde habria otras causas con mayor importancia. 

A pesar de no haberse clarificado dei todo el papel de la progesterona como 

causante de mortalidad embrionaria, desde hace décadas han side utilizados 

diversos tratamientos tendientes a incrementar los niveles de esta hormona para 

disminuir la mortalidad y asi aumentar !a fertilidad obtenida. 

Entre dichos tratamientos se encuentran ja aplicacién de progestagenos por 

diversos periodos post-servicio (Fukuy ef a/., 1985; Robinson ef a/., 1989; Walton 

et al., 1980; MacMillan ef al, 1991; Van Cleef ef al, 1991) asi como el uso de 

hormonas con accion luteotrépica, como el factor liberador de gonadotropinas 

(GnRH) y la gonadotropina coriénica humana (hCG) ya sea al momento del 

servicio (Lee ef a/., 1983; Phatak ef a/., 1986; El-Azab ef a/., 1987; Berger, 1988, 

Roussel et a/,, 1988; Young y Swason, 1988; Stevenson et a/., 1990; Swason y 

Young, 1990; Uriostegui, 1990; Bondurant ef al., 1991; Rao, 1991; Wagh et al, 

4991: Archibald et af, 1993; Humblot y Saumande, 1993; Morales et a/., 1998) o 

bien durante el diestro (Macmillan et a/., 1986; Thatcher ef al, 1989; Jub et al., 

1990; Walton ef a/., 1990; Rajamahendran y Sianangama, 1992; Sianangama y
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Rajamahendran, 1992; Kerbler et a/., 1997). Sin embargo, también en estos casos 

se nota una falta de uniformidad en los resultados, existiendo reportes en donde, 

tanto las concentraciones de progesterona como la concepcién alcanzada por los 

grupos tratados, supera ampliamente a los testigos y, por otra parte, un numero 

similar de trabajos en donde no hubo efecto alguno, por lo que la conveniencia de 

dichos tratamientos ha sido cuestionada (Thatcher et a/., 1993; Diaz, 1995). Lo 

anterior reflejaria el efecto del tipo de animal y/o del hato en particular ya 

mencionado. 

2.2 Somatotropina bovina e IGF-I] en eventos reproductivos 

La somatotropina bovina es producida en la pituitaria anterior y tiene cuatro 

variantes en su sintesis, es decir, puede tener 190 o 191 aminoacidos y leucina o 

valina en la posicién 126 (Wood et a/., 1989). 

demas de su vital funci6n en el proceso del crecimiento que da origen a su 

nombre, desde hace ya mas de 60 afios es conocido el efecto galactopoiético de la 

somatotropina (Asimov y Krouze, 1937) por lo que, cuando las técnicas de 

ingenieria genética lo permitieron, fue desarrollada la somatotropina bovina 

producida por recombinacién genética (rbST), la cual se ha convertido en uno de 

los productos biotecnolégicos de mayor impacto a nivel mundial (Bauman, 1992). 

Con la aplicacién de la roST se incrementa la produccién lactea en un 10- 

20% (Peel y Bauman, 1987) sin que se comprometa la salud y los parametros 

reproductives de los hatos (Eppard ef a/., 1987; Cole ef a/., 1991; Waterman et al., 

1993; Chalupa ef a/., 1996). 

A este respecto, se ha estimado que lograr un aumento en la eficiencia 

productiva similar a la obtenida con el uso de la rbST tomaria de 10 a 20 afios 

utilizando intensivamente una combinacién de técnicas de mejoramiento genético 

como fa inseminacién artificial y la transferencia de embriones (Bauman, 1992).
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El mecanismo de accién de la roST como hormona estimulante de la 

produccién [actea continua sin difucidarse totalmente pero su efecto principal es el 

provocar un mayor direccionamiento de los nutrientes hacia la sintesis de leche, 

por lo que coordina una serie de eventos en diversos tejidos (Peel y Bauman, 

1987; Nytes ef a/,, 1990; Bauman, 1992). Dichas acciones pueden ser provocados 

por la misma rbST 0 bien por el factor de crecimiento parecido a ia insulina-| (IGF- 

1), ef cual representa el mediador de muchas de las acciones de la somatotropina 

(Hill, 1989), y cuyos niveles séricos se incrementan drasticamente con la aplicacién 

de rbST (Lefebvre y Block, 1992; Lucy ef a/., 1995), incremento que llega a su 

maximo después de las 48 horas post-aplicacién de la roST (Gong ef al., 1993"), 

El IGF-I asi como el IGF-Il son polipéptidos con peso molecular de alrededor 

de 7500 daltons (Hill, 1989), consisten en cadenas de 70 y 67 aminodcidos, 

respectivamente y tienen similitud estructural con la insulina (McCusker, 1998). 

Como ejemplo, puede decirse que el IGF-I tiene un 45% de secuencia homologa 

con ella (Blundell y Humbell, 1989). El IGF-I, por su parte, es mas independiente 

de la somatotropina y esta presente en ei suero en grandes concentraciones 

durante la vida fetal y neonatal (Moses ef al., 1980). 

La secuencia de aminoacidos del! IGF-I es idéntica en el humano, cerdo y 

bovino (Tavakkol et a/., 1988). Asi mismo, se sabe que es mitogénico per se 

(Baumrucker y Stemberger, 1989; McCusker, 1998) y, ademas, potencializa a otros 

factores de crecimiento con mayor actividad mitogénica como el factor de 

crecimiento epidermal (EGF), el factor de crecimiento derivado de plaquetas 

(Corps y Brown, 1988) y los factores de crecimiento del fibroblasto, acido y basico 

(Simmen ef al, 1993). En contraste, al interactuar con gonadotropinas, ei IGF-I 

estimula la diferenciacién celular y fa esteroidogénesis (Spicer ef a/., 1993; Spicer y 

Echternkamp, 1995; Lieberman et ai/., 1996; Spicer y Stewart, 1996; De Moura et 

al., 1997). 

Como es sabido, fa naturaleza ciclica de! sistema reproductivo femenino se 

basa en la habilidad de los foliculos ovaricos de cambiar rapidamente de estructura
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y funcién. Mientras que !as gonadotropinas son las principales iniciadoras dei 

desarrollo folicular, los factores de crecimiento tienen un papel permisivo o 

mediador en esa respuesta (Hill, 1989; Rieger ef a/., 1990). 

De esta manera, el liquido folicular contiene una gran concentracién de IGF- 

|, especialmente el foliculo preovulatorio (Spicer y Enright, 1991; Yuan et a/., 1998) 

y participa en la maduracién del dvulo y la ovulacién (Hill, 1989; Funston et a/., 

1996). Asi mismo, Eden ef a/. (1988) determinaron que existe una alta correlacién 

entre la concentracién de IGF-I! en el liquido del foliculo dominante y la encontrada 

en el suero. 

Un aspecto interesante es la existencia de al menos 7 proteinas de enlace 

de jos IGF’s (IGFBP’s), las cuales modulan su actividad biolégica (Shimasaki y 

Ling, 1991; Oh et al., 1996). Aunque se desconoce su funcién exacta, es aceptado 

que tienen un efecto inhibitorio o dilatorio sobre la actividad de los IGF’s, ademas 

de servir como proteinas transportadoras, aumentando su vida media en la 

circulacién y en los diferentes tejidos(Jones y Clemmons, 1995; Winger et a/., 

1997; McCusker, 1998). 

Un claro ejemplo de la importancia de dichas proteinas lo constituye la 

maduracién final del foliculo dominante en donde las concentraciones 

intrafoliculares de IGFBP-2, iGFBP-4 e iGFBP-5 disminuyen drasticamente, tanto 

por un decremento en su sintesis como por un aumento de su degradacién por 

proteinasas especificas, lo que resulta en una mayor biodisponibilidad de IGF-I, el 

cual amplifica las acciones de las gonadotropinas sobre las células foliculares. En 

cambio, en los foliculos que sufriran atresia se incrementa la sintesis y disminuye 

la degradacién de las proteinas de enlace (Monniaux ef a/., 1997; Yuan et al., 

1998). 

El IGF-I, sinérgicamente con la hormona foliculo estimulante (FSH) 

incrementa la division y diferenciacién de las células de la granulosa (Davoren y 

Hsueh, 1986; Carson ef a/., 1989), ademas de estimular la produccién de 

andrégenos tecales (Hernandez et a/., 1988), incrementar el numero de receptores
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para la hormona luteinizante (LH) en las células de la granulosa (Adashi et ai., 

1985), asi como estimular Ja actividad de ia aromatasa y la sintesis de estrégenos 

y progesterona (Adashi et a/., 1985; Carson ef al, 1989; Sauerwein et a/., 1992; 

Spicer et al., 1993; Spicer y Echternkamp, 1995; Lieberman et a/., 1996). 

La FSH aparentemente aumenta la respuesta a IGF-l a través del 

incremento de la actividad de sus receptores (Adashi e¢ ai., 1988°: Carson et al., 

1989) por medio de un mecanismo dependiente de AMP ciclico (Adashi ef al., 

1988"), elevandose también esta capacidad ligadora por LH y estrégenos (Adashi 

et al., 1988°). 

El cuerpo Ititeo de los bovinos presenta una gran cantidad de receptores 

para somatotropina (Lucy ef a/., 1993; Yuan y Lucy, 1996), principalmente en las 

células lUiteas grandes, a diferencia de las células foliculares donde se localiza solo 

una pequefia parte de los encontrados en células Ititeas (Lucy et a/., 1993). Asi 

mismo, tratamientos con robST han lfogrado aumentar las concentraciones de 

progesterona circulante en algunos estudios in vivo utilizando vacas lecheras poco 

después del parto lo que podria ser resultado de un efecto directo de la rbST sobre 

las células iiteas (Schem ef a/., 1990; Gallo y Block, 1991). 

Por otra parte y como ya fue mencionado, el embrién bovino depende 

totalmente de las secreciones oviductales y uterinas para su correcio desarroilto, 

las cuales deben encontrarse en un delicado equilibrio entre sus multiples y 

variados componentes (Bavister, 1988; Roberts y Bazer, 1988). A este respecto se 

ha demostrado la presencia de IGF-I tanto en el liquido oviductal (Schmidt ef a/., 

1994: Makarevich y Sirotkin, 1997) como uterino (Lucy ef a/., 1995; Keller ef al., 

4998) asi como de receptores para {GF-I, IGF-II, insulina y EGF en el embrion 

bovino (Schultz ef a/., 1992, Watson ef a/., 1992). 

Schultz ef a/. (1992) detectaron receptores para IGF-I en el embrion desde 

la etapa de una célula y algunos investigadores han establecido el efecto benéfico 

de la adicién de IGF-I, solo o junto con otros factores de crecimiento, sobre el 

desarrollo de embriones bovinos producidos in vitro (Matsui et a/., 1995; Palma ef
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al, 1995: Gandolfi et al., 1996; Matsui ef al, 1997). A este respecto, Matsui et a/. 

(1995) reportan que el efecto benéfico del IGF-! solo se manifiest6 hasta la etapa 

de mérula siendo inexistente durante la transicién de morula a blastocisto. 

Por otra parte, se han realizado algunos estudios en nuestro laboratorio 

(Morales, 1993; Rodriguez, 1999; Mendoza, 2000) donde se ha evaluado el efecto 

de la administracién de rbST sobre la fertilidad y las concentraciones de 

progesterona de vacas Holstein. 

Morales (1993) aplicd 500 mg de rbST el dia de! estro y una segunda dosis 

10 dias después y mejoré en 10.57% el indice de concepcién de vacas Holstein 

repetidoras, obteniendo 36.59% en las vacas tratadas y 26.02% en las testigo 

(p<0.05). A su vez, se provocé un aumento marginal en los niveles de 

progesterona sérica. 

Por su parte, Rodriguez (1999) igualmente administré dos dosis de 500 mg 

de rbST pero esta vez fue con 14 dias de diferencia, ademas de que las aplicéd al 

dia 3 y al 17 post-inseminacién artificial tanto de vacas de primer servicio coma 

repetidoras (24 servicios). Sin embargo, al no encontrar efecto en la fertilidad 

obtenida por las vacas de primer servicio (42.1% y 40.2%), por las repetidoras 

(40.4% y 40.9%) ni en los niveles de progesterona de ambos tipos de animales fue 

determinada la importancia del momento de la primera aplicacion. 

Por ultimo, Mendoza (2000) volvié a aplicar la rbST el dia del estro tanto de 

vacas de primer servicio como de vacas repetidoras pero con la diferencia de que 

no repitié fa dosis, encontrando diferencia estadistica en las vacas repetidoras 

(46.2% y 34.9%) pero no en las vacas de primer servicio (39.7% y 34.8%) ni en los 

niveles de progesterona. Dicho trabajo demostré que el efecto observado 

anteriormente (Morales, 1993) podia ser obtenido con una sola aplicacién de rbST. 

En adicién, se han realizado algunos estudios en donde se ha administrado 

rbST pocos dias antes o junto con un tratamiento superovulatorio y ha sido 

encontrado un efecto positivo sobre el ntmero de embriones obtenidos y/o la 

calidad de estos. Asi, Rieger ef a/. (1990) aplicaron 20 mg de rbST junto con cada
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inyeccién de FSH en vaquillas y lograron aumentar el numero de embriones totales 

(9 + 3.6 contra 6.4 + 7.8). En cambio, el numero de embriones transferibles (5.6 + 

3.4 contra 4.7 + 5.5) y la concentracién de progesterona al dia 6 (14.8 + 4.6 contra 

11.9 + 3.4 ng/ml) no fueron diferentes. 

Herrler et al. (1990) aplicaron 640 mg de rbST en un vehiculo de liberacion 

lenta 5 dias antes de aplicar gonadotropina coridnica equina (eCG) a vacas 

Holstein con 80.7 dias post-parto y, a pesar de una clara tendencia en cuanto al 

total de embriones (4.5 contra 2.2) y embriones transferibles (3.8 contra 1.9), no 

alcanzé diferencia estadistica. 

En un segundo trabajo Rieger ef al. (1991) aplicaran 20 mg de rbST con 

cada aplicacién de FSH en vaquillas y no encontraron diferencias en el nimero 

total de embriones (8.3 contra 7.2) ni en embriones transferibles (5.2 contra 5.3), 

sin embargo, si la hallaron tanto en el porcentaje de embriones transferibles 

(58.8% contra 76.5%) a favor del grupo testigo y en los niveles de progesterona 

plasmatica al dia 6 a favor de los animales tratados. 

Gong et al. (1993°) aplicaron 320 mg de rbST (liberacién prolongada) 5 dias 

antes de eCG y aumentaron el ntimero de embriones totales (7.1 contra 4.1) pero 

disminuyé el porcentaje de embriones transferibles en vaquillas (67.9% contra 

90.6%), ademas, ios niveles piasmaticos de progesterona, ST, IGF-1 e insulina 

fueron aumentados. 

Por su parte, Gray et af. (1993) administraron 25 mg de rbST diariamente 

por un largo periodo (37 dias) antes de provocar la superovulacién con FSH en 

vacas lactantes y no lactantes sin lograr efectos benéficos en el numero total de 

embriones (8.4 contra 7.1) ni en el nimero de embriones transferibles (1.9 contra 

3.6). . 

Kuehner et al. (1993) inyectaron 500 mg de rbST (liberacién prolongada) a 

vaquillas de 18 a 43 meses superovuladas con FSH y encontraron diferencia en el 

porcentaje de embriones transferibles en los animales tratados 7 dias antes de 

iniciar con FSH y las vaquillas testigo (74.6% contra 58.6%). La progesterona fue
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similar entre grupos y fa ST e IGF-I mayor en los animales tratados. 

Herrler ef al. (1994) utilizaron vacas lecheras de 2-8 afios con 83.8 dias 

post-parto y les aplicaron 640 mg de rbST (liberacion lenta), encontrando un mayor 

numero y un mayor porcentaje de embriones transferibles en los animales tratados 

5 dias antes de eCG (4.2 + 1 y 95.7% contra 2.5 + .7 y 77.7%). 

Por ultimo, Gong et al. (1995; 1996) aplicaron 320 mg de rbST (liberacion 

profongada) 5 dias antes de FSH a vaquillas de carne, lo cual repitieron con los 

mismos animales en tres ocasiones con intervalos de 3 meses y reportan un mayor 

numero de ovulos y embriones (11.8425 y6+2.1; §841.7y3.241.3; 72419 

y 3.7 + 1.1), ntimero de embriones transferibles (1084 1.9y5+423°>5.7+1.6y 

1.5+ 0.3; 6.3 + 1.8 y 2.6 + 0.7), un mayor porcentaje de embriones transferibles 

(91.5% y 83.3%; 98.3% y 46.9%; 87.5% y 70.3%) y un aumento en los niveles 

séricos de ST, IGF-I e insulina.
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Capitulo 3. 

Efecto de la administraci6én de rbST al inicio del estro sobre el diametro del 

foliculo ovulatorio, concentraciones de estradiol, momento de la ovulacién y 

funcién del cuerpo Ititeo de vaquillas Holstein. 

Resumen 

Con el objetivo de determinar el efecto de la administraci6én de 

somatotropina bovina recombinante (rbST), ai inicio del estro, sobre eventos 

ovaricos periovulatorios de vaquillas Holstein, se sincronizaron 19 vaquillas con 

dos dosis de PGF2u y luego se dividieron aleatoriamente en dos grupos: Grupo 

rbST (n=11) a las que se les inyecté subcutaneamente 500 mg de rbST al inicio del 

estro sincronizado y Grupo testigo (n=8) a las que se les aplicé 1.4 ml de solucion 

salina. Se determinaron y compararon las concentraciones plasmaticas de estradiol 

178 a las 0, 8, 16 y 24 horas post-inicio del estro, el diametro maximo del foliculo 

ovulatorio, el intervalo ‘inicio del estro-ovulacién y el diametro del cuerpo luteo al 

dia 7 y 10 post-estro, fo anterior con un equipo de ultrasonido de tiempo real. Se 

compararon las concentraciones diarias de progesterona plasmatica del dia del 

estro (dia 0) hasta el dia 10. El diametro maximo del foliculo ovulatorio fue de 16.0 

+ 0.47 mm y 15.4 + 0.51 mm, el intervalo inicio del estro-ovulacion fue de 27.14 1.1 

y 27.8 + 1.2 horas, el diametro del cuerpo liteo al dia 7 fue de 24.0 + 1.2 mm y 

24.84 1.4 mmy al dia 10 de 26.6 + 1.1 mm y 26.1 + 1.3 mm, para el grupo tratado 

con rbST y el testigo, respectivamente, sin que se detectaran diferencias (P>0.05) 

en ninguno de los casos. Las concentraciones de estradiol 178 y progesterona 

tampoco difirieron (P>0.05) entre grupos. Se concluye que la administracién de 500 

mg de rbST al inicio del estro de vaquillas Holstein no afecta el desarrollo final del 

foliculo ovulatorio, la ovulacién ni e! desarrollo del cuerpo Itteo. : 

Palabras clave: rbST, SOMATOTROPINA, OVULACION, CUERPO LUTEO.



20 

Introduccién 

La somatotropina bovina producida por recombinacién genética (rbST) ha 

mostrado su accién galactopoiética en un amplio rango de condiciones 

experimentales (Bauman, 1992; Cunningham, 1994). Con la administracion de 

rbST se incrementan drasticamente los niveles del factor de crecimiento parecido a 

la insulina-| (IGF-1) en sangre y en diversos fluidos y tejidos corporales, (Lefebvre y 

Block, 1992; Gong et al., 1993". Lucy ef al, 1995). Este factor representa el 

mediador de muchas de Jas acciones de !a somatotropina (Giudice, 1992; Hill, 

1989). 

El IGF-I] es mitogénico per se (McCusker, 1998) y, ademas, potencializa a 

otros factores de crecimiento con mayor actividad mitogénica (Corps y Brown, 

1988, Simmen et a/., 1993). En el foliculo ovarico, el IGF-I, al interactuar con 

gonadotropinas, estimula la diferenciacién celular y la esteroidogénesis (Spicer et 

al., 1993; Spicer y Echternkamp, 1995; De Moura eft al., 1997). 

El liquido folicular contiene una gran concentracién de IGF-I, especiaimente 

en el foliculo preovulatorio (Spicer y Enright, 1991; Yuan ef a/., 1998), el IGF-I 

participa en la maduracién del d6vulo y la ovulacién (Hill, 1989), ademas de 

incrementar los receptores para la hormona luteinizante (LH) en las células de la 

granulosa (Adashi et a/., 1985). 

El cuerpo Ititeo de los bovinos presenta una gran cantidad de receptores 

para somatotropina (Lucy et a/., 1993; Yuan y Lucy, 1996) y con algunos 

tratamientos con rbST se ha logrado aumentar las concentraciones de 

progesterona circulante en algunos estudios (Schem ef al. 1990, Gallo y Block, 

1991). 

En un estudio previo de nuestro laboratorio (Morales, 1993), la 

administracién de 500 mg de rbST el dia del estro y una segunda dosis 10 dias 

después provocé un aumento marginal en los niveles de progesterona sérica de 

vacas Holstein repetidoras. En dicho estudio se propuso que, dadas las funciones
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de la somatotropina y el IGF-I, la roST podria influir en las caracteristicas del 

foliculo ovulatorio, en la ovulacién misma o bien en el desarrollo y funcién del 

cuerpo Ititeo. 

El objetivo del presente trabajo fue el de determinar el efecto de la rbST 

aplicado al inicio del estro sobre algunas funciones reproductivas de vaquillas 

Holstein, animales en donde la lactacién no constituye un factor involucrado con la 

respuesta. 

Material y métodos 

E! presente trabajo se desarrollé en el Centro de Ensefianza Practica e 

Investigacién en Produccién y Salud Animal, en Topilejo, D.F. Dicho centro es 

dependiente de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM y se 

localiza en las coordenadas 19°3° de latitud Norte y 99°8’ de longitud Oeste, a una 

altura de 2760 msnm. EI clima de la regién es c(w)(w)b(ij) semifrio semihumedo 

con lluvias en verano, alcanzando una precipitacién pluvial anual de 800-1200 mm 

(Garcia, 1973). 

Se utilizaron 19 vaquillas Holstein las cuales se sincronizaron con dos 

inyecciones de 25 mg de dinoprost (Lutalyse, Upjohn México) con 11 dias de 

intervalo. 

Los animales fueron sometidos a una deteccién continua de estros después 

de la segunda inyeccién de dinoprost y el inicio del estro fue determinado. En ese 

momento las vaquillas fueron divididas aleatoriamente en dos grupos: Grupo rbST 

(n=11) a las que se les aplicéd una dosis subcutanea de 500 mg de rbST 

(Lactotropina, Elanco México) en la fosa isquiorectal derecha y Grupo testigo (n=8) 

las cuales recibieron 1.4 ml de solucién salina fisiolagica (Laboratorios PISA, 

México) por la misma via. 

Se obtuvieron muestras sanguineas de cada animal inmediatamente antes 

de la aplicacién de los tratamientos, asi como 8, 16 y 24 horas después. Las
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muestras se obtuvieron en tubos heparinizados mediante puncién de la vena o 

arteria coccigea. El plasma se separé inmediatamente por centrifugacién y se 

mantuvo congelado a -20°C hasta fa determinacién de estradiol 178 por medio de 

radioinmunoensayo en fase sdlida (Fortune y Quirk, 1988). La sensibilidad del 

método fue de 0.156 pg/ml, con un coeficiente de variacin intra e interensayo para 

la dosis baja de 5.36% y 6.26%, respectivamente, mientras que para la dosis alta 

correspondid a 0.84% y 2.74%. 

A partir de las 24 horas después del inicio del estro, los animales fueron 

revisados ultrasonograficamente (Aloka 210 con transductor de 5 MHz) cada tres 

horas y hasta que la ovulacién se produjo con la finalidad de establecer tanto el 

diametro maximo del foliculo ovulatorio como el intervalo inicio de! estro-ovulacién. 

La hora de ovulacién se calculé como la mitad del tiempo entre la ultima revisién 

antes de la ovulacién y la primera en donde ya habia ocurrido. Adicionalmente 

fueron hechas mediciones ultrasonograficas al dia 7 y 10 post-estro para 

determinar el didmetro del cuerpo luteo. 

Entre el dia del estro (dia 0) y el dia 10 fueron tomadas muestras 

sanguineas para la determinacién de progesterona plasmatica por la técnica de 

radioinmunoensayo en fase sdlida (Pulido et al, 1991) a partir del dia del estro (dia 

0) y hasta el dia 10. La sensibilidad del método fue de 0.15 ng/ml, con un 

coeficiente de variacién intra e interensayo para la dosis baja de 3.4% y 9.81%, 

respectivamente, mientras que para la dosis alta correspondié a 5.64% y 7.37%. 

Se compararon, por medio de una prueba de t de Student (Gill, 1978) el 

diametro maximo del foliculo ovulatorio, el intervalo inicio del estro-ovulacion y el 

diametro del! cuerpo Ititeo al dia 7 y 10. 

Las concentraciones de estradiol 178 y progesterona fueron comparadas 

con un analisis de varianza para mediciones repetidas, utilizando para ello ei 

procedimiento MIXED del paquete estadistico SAS (Littell ef a/., 1998) y, ademas, 

mediante una comparacién de areas bajo la curva con una prueba de t de Student 

(Gill, 1978).



23 

Resultados 

EI intervalo inicio del estro-ovulacién fue de 27.14 14.1h para el grupo rbST 
y 27.8 + 1.2 h para el testigo, sin que hubiera diferencia entre ellos (P>0.05). 

El diametro maximo del foliculo ovulatorio fue de 16.0 + 0.47 mm y 15.14 
0.51 mm, el diametro del cuerpo Ititeo al dia 7 de 24.0 + 1.2 mm y248+1.4mmy 

al dia 10 de 26.6 + 1.1 mm y 26.1 + 1.3 mm, para el grupo rbST y testigo, 
respectivamente, sin encontrarse diferencia en ninguno de los casos (P>0.05). 

En lo que respecta a las concentraciones plasmaticas de estradiol 1 7B y 
progesterona, éstas fueron similares (P>0.05) entre grupos (Cuadro y Figura 1). 

El area bajo la curva de estradiol 178 correspondi6 a 27.47 + 4.58 pg/ml en 
el grupo rbST y a 27.93 + 4.94 pg/ml en el testigo, mientras que en el caso de la 
Progesterona ésta fue de 28.83 + 2.09 y 31.41 + 2.7, tespectivamente, sin 
diferencia entre grupos (P>0.05).
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CUADRO 3.1. 
CONCENTRACIONES DE ESTRADIOL 178 PLASMATICO (pg/ml) EN 

VAQUILLAS HOLSTEIN TRATADAS CON 500 mg DE rbST AL INICIO DEL 

ESTRO Y EN VAQUILLAS TESTIGO (MEDIAZERROR ESTANDAR). 

  

G R P oO 

HORAS POST-INICIO roST TESTIGO 
DEL ESTRO 

0 3.71 +£2.08 9.67 £2.25 

8 12.18 + 2.08 9.06 + 2.25 

16 6.29 +2.08 9.50 + 2.25 

24 . 5.29 + 2.08 3.71 42.25 

No se observo diferencia estadistica entre grupos (P>0.05). 
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FIGURA 3.1. 
PROGESTERONA PLASMATICA (ng/ml) DE VAQUILLAS HOLSTEIN 

TRATADAS CON 500 mg DE rbST AL INICIO DEL ESTRO Y VAQUILLAS 
TESTIGO. 

  

—O—rbST 

—8-—Testigo       

7 + 

6 

5 

4 

3 

2 

1 

0 

1 

DIAS POST-ESTRO 

No se observé diferencia estadistica entre grupos (P>0.05). 
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Discusion. 

El tratamiento no modificé el intervalo inicio del estro-ovulacién y no existen 

reportes de tal parametro en hembras tratadas con rbST. Aunque si se sabe que el 

IGF-I participa en la maduracién del évulo y la ovulacién (Hill, 1989), ademas de 

incrementar los receptores para LH en las células de la granulosa (Adashi et al., 

1985), en el presente trabajo la aplicacién de la rbST al inicio de! estro en vaquillas 

no modificé el diametro maximo del foliculo ovulatorio, el intervalo a la ovulacion ni 

la secrecién de estradiol 178. Sin embargo, es posible que el tratamiento haya sido 

aplicado demasiado cerca de la ovulaci6n como para poder afectarla, sobre todo si 

se piensa que un eventual efecto seria mediado por IGF-I, ya que el foliculo tiene 

escasos receptores para ST (Lucy ef a/., 1993). Se debe tomar en cuenta que los 

niveles elevados de IGF-! se alcanzan hasta las 48 horas después de aplicar la 

rbST (Gong et a/., 1993). También existe la posibilidad de que el momento de la 

ovulacién no sea un acontecimiento que pueda variar dramaticamente en vaquillas 

(Hernandez-Cerén ef al, 1993) atin en animales tratados. 

Sin embargo, en algunos estudios en los que la rbST se aplic6é con mayor 

anticipacién con relacién a la ovulacién tampoco se ha encontrado un efecto de la 

ibST sobre el desarrolio y funcién folicular. 

Kirby et al. (1997°) reportan que el diametro maximo del foliculo ovulatorio 

no difirid entre grupos, con 16.4 + 0.6 mm en vacas tratadas y 16.1 + 0.6 mm en 

las testigo. En otro estudio similar (Kirby et al., 19975), el mismo grupo de 

investigadores encontr6 18.7 + 1.2 mm y 18.5 + 1.1 mm, respectivamente. 

Por su parte, las concentraciones preovulatorias de estradiol tampoco 

fueron afectadas por el tratamiento. Kirby ef al. (1997) informa similares 

resultados al igual que Schem et a/. (1990). Lo anterior a pesar de que Spicer et ai. 

(1993) encontraron que el IGF-I estimula la produccién de estradiol por los foliculos 

grandes in vitro y que Campbell ef al. (1993) lograron incrementar los niveles de 

estradiol in vivo al infusionar un andélogo dei IGF-I. El tiempo requerido para
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establecer una respuesta mediada por IGF-I también es aplicable en este caso, ya 

que, como fue sefialado, los niveles de IGF-I se incrementan en forma significativa 

48 horas post-aplicacién de roST (Gong ef al., 1993°). 

En el presente trabajo tampoco se encontré un efecto de la rbST sobgre el 

desarrollo y funcién del cuerpo ltteo de vaquillas Holstein, ya que el diametro del 

cuerpo Ititeo fue similar entre grupos tanto al dia 7 como al 10. Lucy ef af. (19944) 

tampoco encontraron diferencia en el area Ititea en los dias 4-21 post-estro de 

vaquillas pero si en otro estudio (Lucy ef al., 19945) donde observaron una mayor 

rea en los dias 0 a 10 y 15 a 21, también en vaquillas, asi como un mayor peso 

del cuerpo Iiiteo al dia 17 de vacas (Lucy ef al., 1995). 

Las concentraciones de progesterona tampoco difirieron entre grupos en el 

presente trabajo. Esto coincide con otros estudios tanto en vaquillas (Gong et al, 

1991; Gong et ail, 1993°, Lucy ef al., 4994°) como en vacas (Dalton y 

Marcinkowski, 1994; Lucy et a/, 1995; Kirby ef ai, 1997°). Sin embargo, en 

algunos trabajos (Schemm et al., 1990; Gallo y Block, 1991) se ha observado un 

incremento en los niveles de progesterona a fo largo de jos dos ciclos estraies 

siguientes al tratamiento de vacas no gestantes; sin embargo, dicho aumento 

podria ser resultado de una interaccién con los dias post-parto ya que en el trabajo 

de Schem et a/. (1990) el tratamiento fue iniciado a los 35 0 a los 70 dias y solo 

encontré diferencia diferencia en el primero de los casos. En el caso de Gallo y 

Block (1991) la rbST se empezé a administrar a partir del dia 29 post-parto, esto 

sugiere que el efecto de la roST sobre la funcién del cuerpo Itteo se presentaria 

principalmente en vacas que se encontrarian alrededor de los 30 dias post-parto. 

Es conocido que la ST e IGF-I tienen actividad esteroidogénica (Spicer et 

al., 1993; Gong et al., 1994; Lieberman y Schams, 1994; Spicer y Echternkamp, 

1995; De Moura et a/., 1997), que poco después del parto los niveles de IGF-I se 

encuentran deprimidos en respuesta al balance energético negativo (Spicer et ai., 

4990) y que la aplicacién de roST en ese periodo incrementa dichos niveles (De 

Boer y Kennelly, 1990) lo que podria reflejarse en el citado aumento en la
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concentracién de progesterona. Sin embargo, tal capacidad esteroidogénica 

tendria mecanismos de autoregulacién ya que al avanzar el periodo post-parto se 

recupera el balance energético, con la consiguiente elevacién de los niveles de 

IGF-I, por o que a pesar de que el tratamiento con rbST atin provoque un aumento 

en los niveles de IGF-I, este aumento ya no sea necesario para aumentar la 

funcién IGtea. En el caso del trabajo de Morales (1993) en donde se observé un 

aumento marginal de la progesterona quizas pueda ser explicado con el hecho de 

que fueron utilizadas vacas repetidoras, animales donde la incidencia de 

disfunciones Ititeas es mayor (Kimura et a/., 1987) por lo que posiblemente los 

niveles aumentados de rbST y de IGF-I pudieran haber subsanado, por lo menos 

parcialmente, dichas fallas. 

Se concluye que la aplicacién de 500 mg de rbST al inicio del estro de 

vaquillas Holstein no afecta el desarrollo ni la funcién del foliculo ovulatorio y del 

cuerpo IGteo subsecuente, debiendo investigarse con mas detalle las razones de 

las diferencias con respecto a estudios realizados con animales en distintos 

estados fisioldgicos.



29 

Capitulo 4. 

Efecto de la administracién de rbST al inicio del estro sobre el desarrollo 

embrionario y las concentraciones de progesterona sérica de vacas Holstein 

superovuladas al primer servicio. 

Resumen 

Con el objetivo de evaluar el efecto de la administraci6n de somatotropina 

bovina producida por recombinacién (rbST), al inicio del estro, sobre el desarrollo 

embrionario y las concentraciones de progesterona sérica de vacas Holstein de 

primer servicio, se utilizaron 12 vacas superovuladas con FSH-LH (dosis total 1000 

Ul de FSH y 1000 Ul de LH) las que, al inicio del estro fueron divididas en dos 

grupos: Grupo rbST (n=7) que recibieron 500 mg de rbST y Grupo testigo (n=5) 

que recibieron 1.4 ml de solucién salina. La totalidad de las hembras fueron 

inseminadas artificiaimente a las 18 y 30 horas, y la coleccién no quirurgica se 

realizo 7 dias después. Se comparé el numero total de ovulos y embriones, el 

ntimero y porcentaje de embriones transferibles, asi como las concentraciones de 

progesterona sérica del dia 0 (IA) al 7. El numero total de ovulos y embriones fue 

de 6.14 + 1.41 para el grupo rbST y de 4.6 + 1.47 para el grupo testigo, el numero 

de embriones transferibles correspondié a 2.29 + 1.41 y 3.44 + 1.47 y el porcentaje 

de embriones transferibles al 88.9% (16/18) y 100% (17/17), respectivamente, sin 

que se detectara diferencia en ninguno de los casos (P>0.05). Las concentraciones 

de progesterona sérica tampoco difirieron (P>0.05). Se concluye que un 

tratamiento con 500 mg de rbST aplicado al inicio de! estro en vacas Holstein de 

primer servicio no afecta el numero total de embriones y dvulos, el numero y 

porcentaje de embriones transferibles ni las concentraciones de progesterona 

sérica de vacas Holstein superovuladas a primer servicio. 

Palabras clave: rbST, EMBRION, SUPEROVULACION
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Introduccién 

La somatotropina bovina producida por recombinacién genética (rbST) ha 

mostrado su accion galactopoiética en un amplio rango de condiciones 

experimentales (Bauman, 1992; Cunningham, 1994). Con la administracién de 

rbST se incrementan drasticamente los niveles tanto en sangre como en diversos 

fluidos y tejidos corporales, del factor de crecimiento parecido a la insulina-! (IGF-I) 

(Lefebvre y Block, 1992; Gong ef al., 1993"; Lucy et al., 1995), el cual representa 

el mediador de muchas de las acciones de la somatotropina (Hill, 1989; Giudice, 

4982). 

El IGF-I es el mediador de muchas de las acciones de la somatotropina, ya 

que es mitogénico per se (McCusker, 1998) y, ademas, potencializa a otros 

factores de crecimiento con mayor actividad mitogénica (Corps y Brown, 1988; 

Simmen et al., 1993). Al interactuar con gonadotropinas estimula la diferenciaci6n 

celular y la esteroidogénesis (Spicer ef a/., 1993; Spicer y Echternkamp, 1995; De 

Moura et ai., 1997). 

El liquido folicular contiene una gran concentracion de IGF-I, especialmente 

el foliculo preovulatorio (Spicer y Enright, 1991; Yuan et a/., 1998), el IGF-I 

participa en la maduracién del ovocito y la ovulacién (Hill, 1989), ademas de 

incrementar los receptores para la hormona luteinizante (LH) en las células de la 

granulosa (Adashi et al., 1985). 

EI cuerpo Ititeo de los bovinos presenta una gran cantidad de receptores 

para somatotropina (Lucy et a/., 1993; Yuan y Lucy, 1996) y algunos tratamientos 

con rbST han logrado aumentar las concentraciones de progesterona circulante 

(Schem et a/., 1990; Gallo y Block, 1991). 

Se ha demostrado la presencia de IGF-I tanto en el liquido oviductal 

(Schmidt et a/., 1994; Makarevich y Sirotkin, 1997) como uterino (Lucy ef a/., 1995; 

Keller et ai., 1998) asi como la de receptores para IGF-! en ef embrién bovino 

(Watson et al., 1992). Ademas, algunos investigadores han establecido el efecto
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benéfico de ta adicién de IGF-I, solo o junto con otros factores de crecimiento, 

sobre e} desarrollo de embriones bovinos producidos in vitro (Matsui et a/., 1995; 

Paima et al, 1995; Gandolfi ef a/., 1996; Matsui et a/., 1997). 

Por otra parte, en algunos estudios en donde se ha administrado rbST 

pocos dias antes de un tratamiento superovulatorio de vacas y vaquillas fértiles ha 

sido encontrado un efecto positivo sobre el ntimero de embriones obtenidos y/o la 

calidad de estos (Rieger et a/., 1990; Gong et al., 1993". Kuehner et a/., 1993: 

Herrler et al, 1994; Gong et al., 1995; Gong et al., 1996). Sin embargo, al haberse 

aplicado la roST antes del tratamiento superovulatorio es dificil determinar si los 

efectos se deben a un mayor ntimero de ovulaciones, a un mejor desarrollo del 

ovocito o a efectos sobre el crecimiento y viabilidad de los embriones propiamente 

dichos. 

En estudios previos de nuestro laboratorio la administracién de 500 mg de 

roST e] dia del estro y una segunda dosis 10 dias después (Morales, 1993), o bien, 

solamente la primera dosis (Mendoza, 2000), ha probado aumentar el indice de 

concepcién de vacas Holstein repetidoras. En dichos estudios fue postulado, ente 

otras teorfas, que el citado tratamiento con rbST tiene un efecto benéfico, via IGF-I 

en liquide oviductal y/o uterino, sobre la diferenciacién celular y crecimiento de los 

embriones. Ademas, los resultados de otro estudio (Morales, 2000, capitulo previo) 

demuestra que la aplicacién de rbST al inicio del estro no tiene efectos sobre el 

desarrollo folicular final, su produccién de estradiol ni el momento de la ovulaci6n, 

lo que sugiere que el efecto positivo sobre la fertilidad observada probablemente 

se deba a un efecto sobre el desarrollo del propio embrién. 

El objetivo del presente trabajo fue el determinar el efecto de la rbST, 

aplicada al inicio del estro, sobre el desarrollo embrionario y las concentraciones de 

progesterona sérica de vacas Holstein a primer servicio, animales en los cuales la 

infertilidad previa no constituye un factor involucrado en la respuesta.
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Material y métodos 

El presente estudio se realizé en el Complejo Agropecuario Industrial de 

Tizayuca, en Hidalgo, México, cuya localizacion geografica es 19° 50’ de latitud 

Norte y 98° 58’ de longitud Oeste, su altura es de 2109 msnm y predomina el clima 

Cb(wo)(e)g. La temperatura promedio anual es de 15.6°C y la precipitacién pluvial 

media anual es de 611.2 mm (Garcia, 1987). 

Se utilizaron 12 vacas Holstein multiparas con un promedio de 3.75 + 1.8 

partos, 79.42 + 22.11 dias post-parto y una produccion lactea de 36.07 + 6.62 

litros/dia. 

Al dia 10 post-estro la totalidad de las vacas fueron revisadas 

ultrasonograficamente (Aloka SSO-500 con transductor de 7.5 MHz) para confirmar 

la presencia de un cuerpo Iuiteo mayor a 2 cm de diametro y medir el foliculo 

dominante. Ese mismo dia se inicid un tratamiento superovulatorio con 10 

inyecciones intramusculares de hormona foliculo estimuiante (FSH) y hormona 

luteinizante (LH) (Pluset, Serono Italia) cada 12 horas, a dosis decrecientes por 5 

dias (dosis total 1000 UI de FSH y 1000 UI de LH) y aplicaciones de 25 mg de 

dinoprost (Lutalyse, Pharmacia y Upjohn México) junto con la séptima y octava 

inyecciones. Al inicio del estro los animales fueron aleatoriamente divididos en dos 

grupos: 

Grupo rbST (n=7). Las vacas de este grupo recibieron 500 mg de rbST en un 

vehiculo de liberacién lenta (Lactotropina, Elanco México) por via subcutanea en la 

fosa isquiorectal derecha. 

Grupo testigo (n=5). Las cuales recibieron 1.4 ml de solucién salina fisioldgica 

(Laboratorios PISA, México) por la misma via. 

Las vacas fueron inseminadas artificialmente a las 18 y 30 horas después 

del inicio del estro con semen descongelado proveniente de un solo semental de 

fertilidad probada y todas las inseminaciones fueron realizadas por el mismo
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técnico. 

Se colectaron muestras de sangre a partir de la vena o arteria coccigea 

diariamente, desde el dia de la IA (dia 0) hasta el dia de fa coleccién embrionaria 

(dia 7). Las muestras fueron centrifugadas a 1500 g por 10 minutos y los sueros 

separados y congelados a -20°C hasta su analisis para la cuantificaci6n de 

progesterona por medio de radioinmunoensayo en fase sélida (Pulido et a/., 1991). 

La sensibilidad del método fue de 0.15 ng/ml, con un coeficiente de variacion intra 

e interensayo para la dosis baja de 3.4% y 9.81%, respectivamente, mientras que 

para !a dosis alta correspondi6 a 5.64% y 7.37%. 

La coleccién se realiz6 con el método no quirurgico y las estructuras 

obtenidas fueron evaluadas de acuerdo al criterio universal (Robertson y Nelson, 

1998). 

Se comparé el numero de évulos mas embriones y el numero de embriones 

transferibles (morulas y blastocistos de calidad uno y dos) de cada grupo por medio 

de un analisis de varianza (Gill, 1978), donde se contemplaron los efectos del 

tratamiento, dias post-parto, produccion iactea y la presencia 0 no de un foliculo 

mayor a 10 mm al momento de iniciar la superovulacién, asi como de las 

interacciones entre el tratamiento y las demas variables. El porcentaje de 

embriones transferibles fue comparado con una prueba de Chi cuadrada (Gill, 

1978). Adicionalmente, el porcentaje de embriones transferibles fue comparado 

con una prueba de t de Student (Gill, 1978), para la cual fue realizada una 

transformacion arco seno de la raiz cuadrada de la variable. 

A su vez, se comparé la concentracién de progesterona sérica del dia 0 al 7 

con un anélisis de varianza para mediciones repetidas, utilizando para ello el 

procedimiento MIXED del paquete estadistico SAS (Littell ef a/., 1998).
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Resultados 

La cantidad total de évulos mas embriones fue de 6.14 + 1.4 para el grupo 

tbST y 4.6 + 1.47 para el testigo (Cuadro 1). Los embriones transferibles 

promediaron 2.29 + 1.41 y 3.4 + 1.47, respectivamente (Cuadro 1), sin que se 

encontrara efecto de ninguna de las variables e interacciones contempladas en 

ambos casos (P>0.05). El porcentaje de embriones transferibles resulté similar 

entre grupos en los dos analisis utilizados, al ser de 88.9% (16/18) en ef grupo 

tratado y 100% (17/17) en el testigo (P>0.05). En el grupo tratado con rbST se 

obtuvieron 15 embriones calidad uno, un embrién calidad dos y dos calidad tres. 

En el grupo testigo se encontraron 15 embriones calidad uno y dos calidad dos. 

En cuanto a las concentraciones de progesterona sérica se encontré un 

esperado efecto de! dia (P<0.01) pero no asi del tratamiento ni de la interaccién 

tratamiento*dia (P>0.05). Los valores diarios se muestran en el Cuadro 2.
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CUADRO 4.1. 

RESPUESTA SUPEROVULATORIA DE VACAS HOLSTEIN TRATADAS CON 

500 mg DE rbST AL INICIO DEL ESTRO Y VACAS TESTIGO (MEDIALERROR 

ESTANDAR) 

  

Grupos Numero de 

ovulos + 

embriones 

Ndmero de 

embriones 

transferibles 

Porcentaje de 

embriones 

transferibles 

  

rbST 6.1441.44 2.2941.41 88.9 (16/18) 

  

Testigo       4.6041.47 3.4041.47     400 (17/17) 

  

No se observe diferencia estadistica en ninguna de las v ariables entre grupos (P>0.05). 
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CUADRO 4.2. 

NIVELES DE PROGESTERONA SERICA (ng/ml) DE VACAS HOLSTEIN 

SUPEROVULADAS TRATADAS CON 500 mg DE rbST AL INICIO DEL ESTRO 

Y VACAS TESTIGO (MEDIAtERROR ESTANDAR). 

  

GRUPO 

DIAS POST-IA rbST Testigo 

0.36 44.2 0.26+4.9 

  

  

  

0.4+4.2 0.2 +49 

  

1.6444.2 0.9 +49 

  

6.26 44.2 §.04 + 4.9 

  

11.9244.2 15.794 4.9 

19.2442 18.8244.9 
  

  

24.5944.2 25,96 + 4.9 

          7 | 33.64 + 4.2 34.38 + 4.9 

  

No se Observé diferencia estadistica entre grupos (P>0.05).  
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Discusi6n 

A pesar de su potencial importancia, existen pocos reportes acerca del uso 

de la rbST junto con tratamientos superovulatorios. En dichos trabajos la robST se 

aplicé antes de la administraci6n de las gonadotropinas (Herrler ef a/., 1990; Gong 

et al., 1993°. Gray et a/., 1993; Kuehner ef a/., 1993; Herrler et al., 1994; Gong et 

al., 1995; Gong et al, 1996), simultaneamente con ellas (Rieger ef al., 1990; 

Rieger et af, 1991) 0 bien, al momento de la inseminacién (Kuehner et a/., 1993; 

Herrler ef al., 1994). 

En términos generales, en los trabajos anteriores es evidente un efecto 

positivo sobre ef numero de embriones obtenidos y, en algunos casos, sobre la 

calidad de dichos embriones a! aplicar la rbST con anticipaci6n a! tratamiento con 

FSH o eCG. Se sabe que un pretratamiento con robST aumenta la cantidad de 

foliculos antrales pequefios presentes en los ovarios al iniciar la aplicacion de 

gonadotropinas (Gong ef a/., 1991; Gong et al, 1996) y que la respuesta 

superovulatoria esta correlacionada positivamente con el niimero de folicuios de 

ese tipo al tiempo de iniciar el regimen superovulatorio (Romero et al., 1991). A su 

vez, se ha demostrado que un tratamiento con rbST aplicado en vacas y vaquillas 

in vivo estimula la maduracién de sus ovocitos in vitro (Paviok ef a/., 1996) y que el 

IGF-I favorece ei desarrolio embrionario ¢n trabajos in vitro (Palma et al., 1995; 

Matsui et a/., 1995; Gandolfi ef al, 1996; Matsui et al., 1997). 

En ef presente estudio la rbST fue aplicada al detectarse las vacas en estro, 

por lo que mas que esperarse un efecto en ef nimero de estructuras obtenidas se 

pens6 que podria mejorar e! desarrollo de los embriones. 

La hipotesis anterior se sustenté en dos hechos principalmente, primero en 

los resultados de los trabajos de Morales (1993) y Mendoza (2000), los cuales 

aplicaron el tratamiento de rbST también en el dia 0 y lograron aumentar el indice 

de concepcién de vacas repetidoras y segundo, en el hecho de que la mortalidad 

embrionaria temprana, caracterizada por una deficiente diferenciaci6n celular y
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retraso en el desarrollo constituye el principal problema que incide sobre los bajos 

indices de concepcién obtenidos en tos bovinos, tanto de animales fértiles como 

infértiles. (Zavy, 1994). 

El porcentaje de embriones transferibles obtenido en el presente trabajo, 

utilizando vacas normales, fue similar entre grupos, sin embargo, de las 12 vacas 

utilizadas solo en una fueron obtenidos dos embriones no transferibles, las 

restantes produjeron exclusivamente embriones de buena calidad. Este hecho 

podria explicar la carencia de efecto del tratamiento, ya que atin cuando la 

aplicacién de rbST fuera capaz de ayudar en la diferenciacién y/o crecimiento de 

los embriones con problemas de ese tipo, los embriones normates, came Ic fueron 

casi {a totalidad en este estudio, no son susceptibles de ser mejorados. Lo anterior 

seria apoyado por lo reportado por Lucy ef a/. (1995), quienes recuperaron 

embriones provenientes de vacas con alta fertilidad tratadas diariamente con 25 

mg de rbST a partir del inicio dei estro (como en el presente estudio) y vacas 

testigo, no encontrando diferencias en el tamafio dei embrion al dia 17. Lo anterior 

sugeriria que el efecto positivo del tratamiento, si realmente existiese, no podria 

sobrepasar el limite establecido por la normalidad de los embriones, {0 cual 

probablemente seria regulado por las proteinas de enlace del IGF-I (IGFBP’s), ya 

que se sabe que tanto la roST (Cohick et al., 1992) como el IGF-i (Prelle ef a/., 

4998) son capaces de incrementar la sintesis de algunas de dichas proteinas, io 

cual funciona como un mecanismo de autoregulacion de su bioactividad. 

Por Jo anterior, existe Ja posibilidad de que la respuesta a un tratamiento de 

este tipo, aplicado al inicio del estro, dependa de Ja proporcién de embriones que 

sufren retardo de! desarrollo, degeneracién y posterior muerte en un grupo de 

animales en particular. En el presente estudio dicha tendencia no fue manifiesta y 

por lo tanto no hubo efecto del tratamiento, sin embargo, si el tratamiento fuera 

aplicado en un grupo en donde se presentara una mayor incidencia de 

anormalidades embrionarias quizas podria evidenciarse alguna mejoria en e! 

desarrollo de jos mismos.
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En cuanto a los niveles de progesterona, el presente estudio no mostré 

efecto del tratamiento, lo cual coincide con lo reportado por Rieger ef al. (1990) y 

por Kuehner et al. (1993) quienes tampoco lo encontraron y difiere del trabajo de 

Rieger ef a/. (1991) en ef cual se encontré un efecto positivo, sin embargo, los 

niveles de progesterona de los animales superovulados estan relacionados con el 

numero de cuerpos liteos desarrollados, ya sea a partir de ovulaciones o bien de 

foliculos luteinizados, por fo que no es posible separar esta variable de un eventual 

estimulo de la esteroidogénesis. 

Se concluye que un tratamiento con 500 mg de rbST aplicado al inicio del 

estro no afecta el nimero de embriones y évulos, el ntimero y porcentaje de 

embriones transferibles ni las concentraciones de progesterona sérica de vacas 

Holstein superovuladas al primer servicio.
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Capitulo 5. 

Efecto de la administracién de rbST al inicio del estro sobre el desarrollo 

embrionario y las concentraciones de progesterona sérica de vacas Holstein 

repetidoras superovuladas. 

Resumen 

Con el objetivo de determinar el efecto de la rbST sobre el desarrollo 

embrionario y progesterona sérica de vacas Holstein repetidoras se utilizaron 16 

vacas con 24 servicios infructuosos previos. Los animales se sometieron a un 

tratamiento superovulatorio con FSH-LH (1000 U! c/u) y al inicio del estro fueron 

divididas en dos grupos: Grupo rbST (n=8) a las que se les aplicaron 500 mg de 

rbST y el Grupo testigo (n=8) que fue inyectado con soluci6n salina. La totalidad de 

las vacas fueron inseminadas 18 y 30 horas después y la coleccién no quirurgica 

se realizé al dia 7 (1A dia 0). Se comparé el numero total de embriones mas ovulos, 

el numero y porcentaje de embriones transferibles y ‘as concentraciones de 

progesterona sérica del dia 0 al 7. El total de embriones y 6vulos fue de 5.5 + 1.49 

en el grupo rbST y 5.13 + 1.96 en el testigo. El ntimero de embriones transferibies 

correspondié a 3.38 + 1.08 y 1.75 + 1.37, respectivamente, sin encontrar diferencia 

en ninguno de los casos (P>0.05). En el porcentaje de embriones transferibles, en 

cambio, si fue hallada diferencia (P<0.05) al ser de 84.38% (27/32) y 54.55% 

(12/22), respectivamente. Las concentraciones de progesterona sérica no difirieron 

entre grupos (P>0.05). Se concluye que un tratamiento con 500 mg de rbST 

aplicado al inicio del estro aumenta el porcentaje de embriones transferibles pero 

no afecta ef numero total de embriones y dvulos, el numero de embriones 

transferibles ni las concentraciones de progesterona sérica de vacas Holstein 

repetidoras superovuladas. 

Palabras clave: robST, SUPEROVULACION, VACA REPETIDORA
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Introduccién 

La vaca repetidora es aquella con por lo menos tres servicios infructuosos 

previos y sin anormalidades detectables a la palpacién rectal (Tanabe y Casida, 

1949). El parametro aceptado es de menos del 10% del hato (Gaines, 1989) 

aunque con frecuencia el 25% de las hembras caen en esta categoria (Bartlett, 

1986; Torres y Valencia, 1995). 

Se ha demostrado que ios embriones provenientes de este tipo de vacas 

presentan una mayor incidencia de anormalidades que las vacas fértiles (Linares, 

1982: Gustafsson, 1985; Zavy, 1994). Dichas anormalidades se refieren 

basicamente a una deficiente diferenciacién y un retardo en su desarrollo, 

provocadas en muchos de los casos por un ambiente oviductal y/o uterino 

inadecuado (Wiebold, 1988; Albihn ef a/., 1989). 

Por otra parte, la somatotropina bovina producida por recombinaci6n 

genética (rbST) ha mostrado su accién galactopoiética en un amplio rango de 

condiciones experimentales (Bauman, 1992; Cunningham, 1994). Con la 

administracién de rbST se incrementan los niveles, en sangre y en diversos fluidos 

y tejidos corporales, del factor de crecimiento parecido a la insulina-I (IGF-!) 

(Lefebvre y Block, 1992; Gong et al., 1993”: Lucy et a/., 1995), el cual representa 

el mediador de muchas de las acciones de la somatotropina (Hill, 1989; Giudice, 

1992). 

El IGF-I es mitogénico per se (McCusker, 1998) y, ademas, potencializa a 

otros factores de crecimiento con mayor actividad mitogénica (Corps y Brown, 

1988; Simmen et a/., 1993). Al interactuar con gonadotropinas estimula la 

diferenciacién celular y la esteroidogénesis en las células foliculares (Spicer et al., 

1993: Spicer y Echternkamp, 1995; De Moura et al., 1997). 

El liquido de! foliculo preovulatorio contiene una gran concentraci6n de IGF-I 

(Spicer y Enright, 1991; Yuan ef a/., 1998). El IGF-I participa en la maduracién del 

évulo y en la ovulacién (Hill, 1989), ademas de incrementar los receptores para la
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hormona luteinizante (LH) en las células de la granulosa (Adashi ef a/., 1985). 

El cuerpo lufeo de los bovinos presenta una gran cantidad de receptores 

para somatotropina (Lucy ef a/., 1993; Yuan y Lucy, 1996) y con algunos 

tratamientos con rbST se ha logrado aumentar las concentraciones de 

progesterona circulante (Schem et al., 1990; Gallo y Block, 1991). 

Se ha demostrado la presencia de IGF-I tanto en el liquido oviductal 

(Schmidt et af., 1994; Makarevich y Sirotkin, 1997) como uterino (Lucy ef al., 1995; 

Keller et al, 1998), asi como de receptores para IGF-I (Watson et a/., 1992) en el 

embrién bovino. A su vez, algunos investigadores han establecido el efecto 

benéfico de la adicién de IGF-I, solo o junto otros factores de crecimiento, sobre el 

desarrollo de embriones bovinos producidos in vitro (Matsui et a/,, 1995; Palma et 

al., 1995; Gandolfi ef a/., 1996; Matsui ef a/., 1997; Rieger et a/., 1998). 

Por otra parte, se han realizado diversos estudios en los que se ha 

administrado rbST pocos dias antes de un tratamiento superovulatorio y, en 

general, se ha encontrado un efecto positivo sobre el ntimero de embriones 

obtenidos y/o la calidad de estos (Rieger ef a/., 1990; Gong ef al., 1993°; Kuehner 

et al, 1993; Herrler ef al., 1994; Gong et a/., 1995; Gong et a/., 1996). 

Por otra parte, se han realizado algunos estudios en nuestro laboratorio 

(Morales, 1993; Rodriguez, 1999; Mendoza, 2000) donde se ha evaluado ei efecto 

de la administracién de rbST sobre la fertilidad y las concentraciones de 

progesterona de vacas Holstein. 

Morales (1993) aplicd 500 mg de rbST el dia del estro y una segunda dosis 

10 dias después y mejoré en 10.57% el indice de concepcién de vacas Holstein 

repetidoras, obteniendo 36.59% en las vacas tratadas y 26.02% en las testigo 

(p<0.05). A su vez, sé provocé un aumento marginal en los niveles de 

progesterona sérica. 

Por su parte, Rodriguez (1999) igualmente administré dos dosis de 500 mg 

de rbST pero esta vez fue con 14 dias de diferencia, ademas de que las aplicé al 

dia 3 y al 17 post-Inseminacién Artificial (IA) tanto de vacas de primer servicio
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como repetidoras (24 servicios). Sin embargo, no se encontré efecto en la fertilidad 

obtenida por las vacas de primer servicio (42.1% y 40.2%), por las repetidoras 

(40.4% y 40.9%) ni en los niveles de progesterona de ambos tipos de animales. 

Por ultimo, Mendoza (2000) voivié a aplicar la roST el dia del estro tanto de 

vacas de primer servicio como de vacas repetidoras pero con la diferencia de que 

no repitié la dosis, encontrando diferencia estadistica en las vacas repetidoras 

(46.2% y 34.9%) pero no en las vacas de primer servicio (39.7% y 34.8%) ni en los 

niveles de progesterona. 

En dichos estudios se propuso, entre otras teorias, que ei tratamiento tiene 

un efecto benéfico sobre la diferenciacién celular y crecimiento de los embriones, 

quizas mediado a través de un incremento en los niveles oviductales y/o uterinos 

de IGF-I. 

En un experimento posterior (capitulo 4) la aplicacién de rbST el dia del 

estro a vacas superovuladas al primer servicio no tuvo efecto sobre la calidad 

embrionaria al dia 7, por lo que existe la posibilidad de que la rbST aplicada de 

esta manera solo favorezca el desarrollo embrionario de hembras infértiles, donde 

ia incidencia de anormalidadaes es mayor (Linares, 1982, Gustafsson, 1985). A su 

vez, Lucy ef al. (1995), recuperaron embriones provenientes de vacas tratadas 

diariamente con 25 mg de rbST por 16 dias, a partir del inicio del estro y de vacas 

testigo, no encontrando diferencias ni en el tamafio del embrién ni en las 

concentraciones de IGF-I en liquido uterino (45.4 ng/ml contra 30.5 ng/ml) al dia 

17, sin embargo, en dicho estudio fueron utilizadas vacas que resultaron con una 

alta fertilidad (68.75%) y, ademas, la comparacién fue hecha al dia 17 post- 

inseminaci6én, cuando una gran parte de los embriones degenerados ya pudieron 

haber sufrido una desintegracién y no ser identificados (Gustafsson, 1985). 

El objetivo del presente trabajo fue el determinar el efecto de la rbST 

aplicado al inicio del estro sobre la calidad embrionaria y la progesterona sérica de 

vacas Holstein repetidoras superovuladas.
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Material y métodos 

El presente estudio se realizé en el Complejo Agropecuario Industrial de 

Tizayuca, en Hidalgo, México, y cuya localizacién geografica es 19° 50’ de latitud 

Norte y 98° 58’ de longitud Oeste, su altura es de 2109 msnm y predomina el clima 

Cb(wo)(e)g. La temperatura promedio anual es de 15.6°C y la precipitacion pluvial 

media anual es de 611.2 mm (Garcia, 1987). 

Se utilizaron 16 vacas Holstein repetidoras multiparas promediando 4.25 + 

1.73 partos, 337.5 + 121.34 dias post-parto y 7.38 + 3.14 servicios. 

Al dia 10 post-estro ia totalidad de las vacas fueron revisadas 

ultrasonograficamente (Aloka SSO-500 con transductor de 7.5 MHz) para confirmar 

la presencia de un cuerpo itteo mayor a 2 cm de diametro y medir el foliculo 

dominante. Ese mismo dia se inicié un tratamiento superovulatorio consistente en 

10 inyecciones intramusculares de hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona 

luteinizante (LH) (Pluset, Serono Italia) las que fueron aplicadas cada 12 horas a 

dosis decrecientes por 5 dias (dosis total 1000 UI de FSH y 1000 UI de LH). 

Ademas recibieron aplicaciones de 25 mg de dinoprost (Lutalyse, Pharmacia y 

Upjohn, México) junto con la séptima y octava inyecciones. Al inicio del estro los 

animales fueron aleatoriamente divididos en dos grupos: 

Grupo rbST (n=8). Estas vacas recibieron 500 mg de rbST en un vehiculo de 

liberacién lenta (Lactotropina, Elanco, México) via subcuténea en la fosa 

isquiorectal derecha. 

Grupo testigo (n=8). Cuyas hembras recibieron 1.4 mi de solucion salina fisiologica 

(Laboratorios PISA, México) por la misma via. 

Las vacas fueron inseminadas artificialmente a las 18 y 30 horas después 

del inicio de! estro con semen descongelado proveniente de un solo semental y por 

un solo técnico. 

Se colectaron diariamente muestras de sangre mediante puncién de la vena 

© arteria coccigea comenzando desde el dia de la IA (dia 0) hasta el dia de la
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coleccién embrionaria (dia 7). Las muestras fueron centrifugadas a 1500 g por 10 

minutos y el suero separado y congelado a -20°C hasta su andlisis para la 

cuantificacién de progesterona por medio de radioinmunoensayo en fase sdlida 

(Pulido et al, 1991). La sensibilidad del método fue de 0.15 ng/ml, con un 

coeficiente de variacién intra e interensayo para la dosis baja de 3.4% y 9.81%, 

respectivamente, mientras que para la dosis alta correspondié a 5.64% y 7.37%. 

La coleccién se realizé con el método no quirtrgico y las estructuras 

obtenidas evaluadas segtin criterio universal (Robertson y Nelson, 1998). 

Se comparé el numero total de évulos mas embriones y e! niimero de 

embriones transferibles (mérulas y blastocistos calidad uno y dos) de cada grupo 

por medio de un modelo linear general (Gill, 1978) donde se contemplaron los 

efectos del tratamiento, dias post-parto, produccion lactea y la presencia o no de 

un foliculo mayor a 10 mm al momento de iniciar la superovulaci6n, asi como de 

las interacciones entre el tratamiento y las demas variables. E! porcentaje de 

embriones transferibles fue comparado con una prueba de Chi cuadrada (Gill, 

1978). Adicionalmente, e! porcentaje de embriones transferibles fue comparado 

con una prueba de t de Student (Gill, 1978), para la cual fue realizada una 

transformacion arco seno de !a raiz cuadrada de la variable. 

A su vez, se compard la concentracién de progesterona sérica del dia 0 al 7 

con un analisis de varianza para mediciones repetidas, utilizando para ello el 

procedimiento MIXED de! paquete estadistico SAS (Littell ef a/., 1998). 

Resultados 

La cantidad total de évulos mas embriones fue de 5.5 + 1.49 para el grupo 

rbST y 5.13 + 1.96 para el testigo (Cuadro 1). Los embriones transferibies 

promediaron 3.38 + 1.08 y 1.75 + 1.37, respectivamente (Cuadro 1), sin que se 

encontrara efecto de ninguna de las variables e interacciones contempladas en 

ambos casos (P>0.05).
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El porcentaje de embriones transferibles, en cambio, mostré diferencia 

entre grupos (P<0.05) en ambos anéalisis, al ser de 84.38% (27/32) en el grupo 

tratado y 54.55% (12/22) en el grupo testigo (Cuadro 1). 

La etapa de desarroilo y calidad de los embriones obtenidos son mostradas 

en el cuadro 2. 

En cuanto a fas concentraciones de progesterona sérica existié un 

esperado efecto del dia (P<0.01) pero no del tratamiento ni de la interaccion 

tratamiento“dia (P>0.05). Los valores diarios son mostrados en el Cuadro 3.
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CUADRO 5.1. 

RESPUESTA SUPEROVULATORIA DE VACAS HOLSTEIN REPETIDORAS 

TRATADAS CON 500 mg DE rbST AL INICIO DEL ESTRO Y VACAS TESTIGO 

(MEDIALERROR ESTANDAR) 

  

Grupos Ni&mero de 

évulos + 
embriones 

Numero de 
embriones 

transferibles 

Porcentaje de 
embriones 

transferibles 
  

RbST §.541.49a 3.38 + 1.08 a 84.38 a 

  

Testigo       §.13£1.96a   1.7541.37a   54.55 b 

  

35 Para una misma variable (columna) diferente literal indica diferencia estadistica (P<0.05). 
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CUADRO 5.2. 

ETAPA DE DESARROLLO Y CALIDAD DE EMBRIONES OBTENIDOS DE 

VACAS HOLSTEIN REPETIDORAS TRATADAS CON 500 mg DE rbST AL 

INICIO DEL ESTRO Y VACAS TESTIGO. 

  

G R U P O 
  TESTIGO 

2 CELULAS 4 

4 CELULAS 0 

  

  

  

MORULAS 

CALIDAD 1 

CALIDAD 2 

CALIDAD 3 

BLASTOCISTOS 

CALIDAD 1 

CALIDAD 2 

  

  

  

  

  

          
  

 



49 

CUADRO 5.3. 

NIVELES DE PROGESTERONA SERICA (ng/ml) DE VACAS HOLSTEIN 

REPETIDORAS SUPEROVULADAS TRATADAS CON 500 mg DE rbST AL 

INICIO DEL ESTRO Y VACAS TESTIGO (MEDIALERROR ESTANDAR). 

  

G R U P O 

  

DIAS POST-IA rbST Testigo 

  

0.05 + 2.660. 0.06 + 2.66 

  

0.08 + 2.66 0.05 + 2.66 

  

0.9 + 2.66 0.84 + 2.66 

  

5.82 + 2.66 5.14 + 2.66 

  

12.32 + 2.66 8.33 + 2.66 

  

16.4+2.66 16.114 2.66 

  

23.28 + 2.66 21.98 + 2.66 

  

18.23 + 2.66 13.96 + 2.66             |_No se observo diferencia estadistica entre grupos (P>0.05).
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Discusion 

Se encontré diferencia a favor de! grupo roST en lo que respecta a la 

calidad embrionaria. Existen relativamente pocas publicaciones de trabajos en 

donde se utilice la rbST junto con tratamientos superovulatorios y en todos ellos 

fueron utilizadas vacas 0 vaquillas normales en cuanto a fertilidad. 

En dichos trabajos la rbST fue aplicada antes de la administracién de 

gonadotropinas (Herrler et al., 1990; Gong ef ai., 1993°: Gray et al, 1993; Kuehner 

et al, 1993; Herrler ef af, 1994; Gong et a/., 1995; Gong ef al., 1996), al momento 

de ésta (Rieger et al, 1990; Rieger ef a/, 1991) o bien, al momento de la 

inseminacién (Kuehner ef al, 1993; Herrler et a/., 1994). 

En términos generales, en dichos trabajos se ha encontrado un efecto 

positivo sobre el ntimero de embriones obtenidos y, en algunos casos, sobre la 

calidad de dichos embriones al aplicar la rbST con anticipacién al tratamiento con 

gonadotropinas en hembras normales. 

Como se mencioné, tanto el estudio de Kuehner ef a/. (1993) como el de 

Herrler et a/. (1994) se incluyeron en los disefios experimentales grupos en donde 

la rbST se aplicéd al momento de la inseminaci6n artificial, sin embargo, en ninguno 

de los casos se encontré efecto del tratamiento. Los primeros reportan un numero 

similar de embriones totales (11.1 + 2.2 contra 10 + 1.5), de embriones 

transferibles (7 + 1.7 contra 5.9 + 1.4) y porcentaje de embriones transferibles 

(62.9% contra 58.6%), mientras que los segundos coinciden en lo que respecta al 

total de évulos y embriones (4.4 + 1.4 contra 5.2 + 1.2) y al numero de embriones 

transferibles (2.5 + 1.1 contra 3.1 + .9). 

Al igual que en estos dos uitimos trabajos, en el presente estudio no se 

esperaba obtener un mayor nimero de estructuras debido a que el tratamiento se 

aplicé al inicio del estro y no con mas anticipaci6n como para favorecer el 

desarrollo de un mayor nGimero de foliculos pequefios antes de iniciar la aplicacion 

de gonadotropinas (Gong et al, 1991; Gong ef al, 1996), numero que se
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encuentra correlacionado positivamente con la respuesta superovulatoria (Romero 

et al., 1991). 

En cuanto al porcentaje de embriones transferibles, el presente estudio 

mostré un claro efecto del tratamiento, al corresponder a 84.38% contra solo 

54.55% del grupo testigo. Lo anterior coincide con algunos de los trabajos 

mencionados (Kuehner et a/., 1993; Herrler et al., 1994; Gong ef al., 1995; Gong et 

al., 1996). 

A diferencia de los otros reportes, en el presente fueron utilizadas vacas 

repetidoras. Es conocido que los embriones provenientes de ese tipo de animales 

presentan una mayor incidencia de anormalidades y retraso del desarrollo. Como 

sé mencioné anteriormente, Linares (1982) recuperéd embriones de 7 dias de 

vaquillas virgenes y repetidoras, encontrando mas embriones normaies en las 

vaquillas virgenes que en las repetidoras (74% contra 27.5%), el resto 

correspondié a embriones con anomalias de desarrollo (13% contra 35%) y 

degenerados (13% contra 37.5%). A su vez, Gustafsson (1985) recuperé 

embriones de 7 dias de cicios consecutivos de vaquillas virgenes y repetidoras, 

reportando porcentajes de embriones normales de 56% contra 30% y porcentaje 

de embriones morfolégicamente desviados de 11 % contra 38% en dos ciclos 

consecutivos. Mas embriones alcanzaron la etapa de blastocisto en las vaquillas 

virgenes que en las repetidoras (47% contra 24%). 

Morales (1993) y Mendoza (20000) aplicaron un tratamiento similar al 

presente ei dia de la inseminacién de vacas repetidoras y obtuvieron aumentos en 

la fertilidad del 10.57% y 11.3%, respectivamente. Ambos trabajos, en conjunto con 

el presente, demostrarian el efecto positive del tratamiento con rbST sobre el 

desarrollo de los embriones provenientes de vacas repetidoras y, en consecuencia, 

sobre fa fertilidad. 

Se sabe que el embridn bovino posee receptores para IGF-I (Watson ef al., 

1992), que la adicién de este factor de crecimiento mejora el desarrollo ce 

embriones in vitro (Palma et a/., 1995; Matsui ef a/., 1995; Gandolfi ef a/., 1996;
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Matsui et al, 1997; Rieger ef a/., 1998) y que las células oviductales son capaces 

de secretar IGF-I al afiadirles somatotropina in vitro (Makarevich y Sirotkin, 1997). 

Lo anterior sugeriria que el efecto positivo es mediado por un aumento en la 

concentracién de IGF-I oviductal y quizds uterino. Sin embargo, Lucy ef al. (1995) 

aplicaron rbST el dia del estro y cuantificaron IGF-I en fluido uterino 17 dias 

después, no encontrando diferencia con el grupo testigo, no obstante, en dicho 

trabajo se utilizaron vacas que resultaron con una alta fertilidad lo que llevaria a 

especular que quizas el tratamiento sea capaz de subsanar un bajo nivel oviductal 

y/o uterino de IGF-I de animales infértiles pero no de aumentar los niveles 

normales de animales fértiles. 

Dicha hipdtesis se apoyaria en los resultados del segundo experimento 

(capitulo 4) el cual fue idéntico al presente pero con la utilizacién de vacas de 

primer servicio y en el que el porcentaje de embriones transferibles fue similar 

entre grupos. 

En cuanto a los niveles de progesterona, el presente estudio no mostré 

efecto del tratamiento, lo cual coincide con lo reportado por Rieger et al. (1990) y 

por Kuehner et al. (1993) quienes tampoco !o encontraron y difiere del trabajo de 

Rieger ef al. (1991) en el cual se encontré un efecto positivo, sin embargo, los 

niveles de progesterona de los animales superovulados estan relacionados con et 

numero de cuerpos liteos desarrollados, ya sea a partir de ovulaciones o bien de 

foliculos luteinizados, por lo que no es posible separar esta variable de un eventual 

estimulo de la esteroidogénesis. 

Se concluye que un tratamiento con 500 mg de rbST aplicado al inicio del 

estro aumenta el porcentaje de embriones transferibles pero no afecta el numero 

total de embriones y évulos, el ntimero de embriones transferibles ni las 

concentraciones de progesterona sérica de vacas Holstein repetidoras 

superovuladas.
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Capitulo 6, 

Discusion general 

Como ya fue mencionado, en trabajos previos (Morales, 1993; Mendoza, 

2000) se logrd aumentar en 10.57% y 11.3% el indice de concepcién de vacas 

Holstein repetidoras (2 4 servicios) al administrar 500 mg de rbST el dia del estro. 

Los tres experimentos detallados en el presente trabajo constituyeron una 

continuacién de los anteriores para avanzar en la comprensién del mecanismo de 

accién que condujo a dicho aumento en fa fertilidad y evaluar asi el uso potencial 

del tratamiento corto de roST aplicado el dia del estro, por lo tanto, fa discusi6n se 

centra en la relacién que guardan los nuevos estudios realizados con respecto a 

los previos. 

En el primer experimento se determind que el tratamiento no afecta el 

momento de la ovulacién, el cual ha sido sefialado como causante de infertilidad 

(Bostedt, 1976; Erb ef al., 1976), por lo que un efecto del tratamiento sobre dicha 

variable hubiera podido explicar por lo menos parte de su efecto benéfico. Como 

se discute mas adelante, el tipo de animal utilizado pudo haber influido en ja falta 

de respuesta, al presentar las vaquillas menos anormalidades de ese tipo en 

comparacién con animales adultos en produccién (Hernaéndez-Cerén ef al., 1293). 

A su vez, no se observé un efecto en las caracteristicas del foliculo ovulatorio 

como son su didmetro y las concentraciones plasmaticas de estradiol. 

Posiblemente el tratamiento al momento del inicio del estro esté demasiado cerca 

de la ovulacién, por lo que no llega a afectar el desarrollo final de! foliculo, su 

diametro maximo ni el momento de la ovulacién. Esto es especialmente probabie si 

se piensa que el efecto tendria que ser mediado por IGF-I, ya que el foliculo tiene 

escasos receptores para ST (Lucy ef al, 1993). Es neceario recordar que los 

niveles elevados de IGF-I se alcanzan hasta las 48 horas después de aplicar la 

rbST (Gong ef al., 1993"). Sin embargo, también existe la posibilidad de que el 

momento de {a ovulacién no sea un acontecimiento que pueda variar
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dramaticamente en vaquillas, ya que Hernandez-Cerén ef al. (1993) demostraron 

que en este tipo de animales el intervalo entre el estro y la ovulacion es 

extremadamente constante, y que no se ve afectado en vaquillas repetidoras, a 

diferencia de lo que ocurre en vacas adultas en produccién (Bostedt, 1976; Erb e¢ 

al., 1976). 

En el segundo experimento, utilizando como modelo a vacas multiparas 

superovuladas de aproximadamente 80 dias post-parto no se encontré un efecto 

del tratamiento sobre la cantidad y calidad de los embriones obtenidos. 

Algunos investigadores han encontrado un efecto benéfico de la roST sobre 

la cantidad de los embriones recolectados cuando es aplicada dias antes del estro 

(Rieger et al, 1990; Gong et al., 1993°- Herrler ef al, 1994; Gong ef al., 1995; 

Gong et a/., 1996) ya que en estos casos lo que se obtiene principalmente es un 

mayor numero de ovulaciones, lo que se refleja en mayor numero de embriones, 

sin embargo, este efecto benéfico sobre el desarrollo folicular no llega a 

presentarse cuando la hormona se administra al inicio del estro (el presente 

estudio) o bien al momento de la inseminacién de hembras normales (Kuehner et 

al., 1993; Herrler et al, 1994). A este respecto, varios estudios (Gong ef a/., 1991; 

Gong et a/., 1996; Bols ef al., 1998; Buratini et af, 1999) se ha informado que un 

tratamiento con rbST tiene un efecto estimulador sobre ei numero de foliculos 

pequefios y medianos en los animales tratados y que el numero de estos al inicio 

de un programa superovulatorio es fundamental en la respuesta alcanzada 

(Romero ef a/., 1991). A su vez, estudios in vitro han mostrado el efecto positivo 

del IGF-1 sobre la maduracién de los ovocitos bovinos (Lorenzo et al., 1994, 

Sakaguchi et a/., 1997; Rieger et al., 1998; Sirotkin ef a/., 1998). 

En cuanto a la calidad de los embriones recuperados en algunos estudios se 

ha encontrado un efecto estimulante cuando la rbST es aplicada con anterioridad 

(Kuehner et al, 1993; Herrler et al., 1994; Gong et al, 1995; Gong ef a/., 1996) 

pero no al momento de la inseminacién (Kuehner ef a/., 1993; Herrler ef a/., 1994). 

En estos casos, la mejoria en la calidad embrionaria puede deberse, como en el
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caso anterior, a un efecto sobre la maduracién del ovocito, ya que se ha reportado 

una relacién directa entre ios procesos de maduracién del ovocito y la calidad del 

embrién en que éste se convierte (Thatcher ef a/., 1994; Bigelow et a/., 1997). Por 

su parte, el tratamiento puede favorecer la calidad de los embriones al modificar el 

ambiente oviductal-uterino, lo cual se discute posteriormente. El tiempo previo a la 

inseminacién podria ser necesario para que los niveles de !GF-I se incrementen y 

fuese éste quien actue a nivel oviductal-uterino, recordandose que los niveles 

elevados de IGF-I sérico se aicanzan aproximadamente a las 48 horas posteriores 

a la aplicacién de rbST en vehiculo de liberacién lenta (Gong et a/., 1993°). 

En el tercer experimento (capitulo 5) se regres6 al modelo animal original, 

es decir, el tratamiento se aplicd a vacas repetidoras superovuladas, lo cual no ha 

sido reportado antes, y los resultados fueron por demas interesantes. Mientras que 

en la cantidad de embriones recuperados no se alcanz6 diferencia estadistica, en 

la calidad de los embriones si la hubo (84.38% contra 54.55% de embriones 

transferibles), lo que tiene algunas implicaciones. 

Primeramente resalta el hecho de que utilizando vacas infértiles se haya 

podido mejorar la calidad embrionaria, lo que no ocurrid en el caso de vacas 

normales de primer servicio (capitulo 4). Lo anterior pone de manifiesto una 

diferente respuesta de acuerdo al tipo de animal utilizado. 

Como ya se menciond, el embriédn bovino posee receptores para IGF-I 

(Schultz et a/., 1992; Watson et al, 1992), y que la adicién de este factor de 

crecimiento mejora el desarrollo embrionario in vitro (Matsui et a/., 1995; Palma et 

al, 1995; Gandolfi et al, 1996; Matsui ef a/, 1997), fundamentalmente hasta la 

etapa de mérula (Matsui ef a/., 1995). También se sabe que las células oviductales 

son capaces de secretar IGF-I con la adicién de somatotropina in vitro (Makarevich 

y Sirotkin, 1997). En base a lo anterior es factible especular que el efecto benéfico 

observado es debido a la accion del IGF-I a nivel oviductal y quizas uterino, lo que 

podria corregir, en cierta medida, las deficiencias en el desarrollo embrionario que 

se han reportado en hembras infértiles (Linares, 1982; Gustafsson, 1985; Peterson
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et al, 1999), en cambio, en las vacas normales posiblemente las deficiencias de 

factores de crecimiento no es lo comin, por lo que la administraci6n de rbST no 

tendria ningiin efecto sobre la calidad de los embriones. A la fecha no hay 

reportes de mediciones de IGF-I y sus proteinas de enlace a nivel oviductal y 

uterino de vacas infértiles con o sin tratamiento con rbST. En tres estudios 

recientes se determind la presencia de IGF-I en el aparato reproductor de bovinos. 

Keller et al. (1998) compararon los niveles de IGF-I de liquido uterino de vacas 

normaies sin tratamiento los dias 13 al 15 post-estro y no encontraron efecto de! 

dia ni de la gestacion. Por su parte, tanto Lucy et a/. (1995) como Kirby ef ai. 

(1996) frataron vacas con rbST desde el dia del estro. Los primeros no 

encontraron diferencias en IGF-I uterino ni en la longitud del embrién al dia 17 

post-estro y los segundos, a pesar de no detectar un efecto del tratamiento sobre 

la expresion de mRNA para IGF-I en oviducto y utero, encontraron que las vacas 

gestantes tuvieron una mayor cantidad de dicho mRNA, sin embargo, en dichos 

estudios las vacas utilizadas resultaron con una aita fertilidad. 

Dichos trabajos, en su conjunto, llevarian a proponer ia hipdtesis de que ei 

tratamiento con rbST aplicado al inicio del estro de animales infértiles podria 

subsanar un nivel deprimido de IGF-I oviductal y quizas uterino de algunos 

animales, el cual explicaria en mayor grado su infertilidad, pero no aumentar los © 

niveles normales en animales fértiles, ni de provocar un crecimiento mayor al 

normal en los embriones. Por lo mismo, en los animales fértiles en los que se han 

visto resultados favorables al administrar la roST dias antes de la inseminacian, el 

tratamiento influiria, fundamentalmente, en la maduracién de los ovocitos. 

Una variante a dicha teoria seria que e! nivel deprimido de IGF-I 

oviductal/uterino de las hembras infértiles no fuera un problema de sintesis 

materna sino que se debiera a que, por problemas heredados o adquiridos, 

determinados genes del embrién temprano, responsables de provocar ei aumento 

de dichos niveles, no fueran expresados adecuadamente. 

Un candidato para esta funcién lo podria constituir, como en el caso del
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cerdo, el estradiol. Se sabe que dicha sustancia es producida en grandes 

cantidades por los embriones porcinos como parte del mecanismo de 

reconocimiento de gestacidn, lo cual provoca un gran aumento en los niveles de 

IGF-I en el liquido uterino, lo que coincide con el crecimiento logaritmico de los 

embriones observado en dicha especie (Simmen ef al., 1992; Tavakkol et al., 

1988). 

Por su parte, es conocido que el embrién bovino produce cierta cantidad de 

dicho esteroide sin que se sepa cual es su funcién exacta (Bazer et al., 1986) y 

que la administracién del mismo induce una drastica elevacién del IGF-I (Murphy y 

Friesen, 1988; Norstedt et a/., 1989; Simpson ef a/., 1997), una disminucién de dos 

de sus inhibitorias proteinas de enlace (Yallampalli et al, 1993), asi como un 

aumento en la cantidad de un tipo de receptor para IGF-I en ratas (Chen y Roy, 

1996). 

Ai no ser el estradiol parte del mecanismo de reconocimiento de gestacién 

en los embriones bovinos, se propone que éste podria actuar como un modulador 

de su propio desarroiio a nivei oviductal y uterino, por fo que no tendria que 

producir una gran cantidad del mismo en dias cercanos al reconocimiento sino que 

secretarfa pequefias cantidades, fundamentalmente en sus etapas iniciales, para 

estimular la secrecion oviductal y quizas uterina de IGF-l y asi ayudar en su 

crecimiento y diferenciacién de una manera paracrina. Bajo esta hipdtesis el efecto 

benéfico de fa rbST en vacas infértiles seria el resultado de subsanar la carencia 

de IGF-I oviductal/uterino debida a una deficiencia en la sintesis ya sea del 

estradiol embrionario o bien del IGF-i materno en respuesta al estradiol. 

También existe la posibilidad de que dicho efecto no sea debido a una 

eventual normalizacién de niveles deprimidos de IGF-I sino simplemente a que la 

elevacion de dichos niveles, provocada por el tratamiento con rbST, represente un 

estimulo para un embrién que intenta desarrollarse en un ambiente uterino 

inadecuado provocado por alguno de los agentes causales de mortalidad 

embrionaria mencionados en un principio.



58 

En otro trabajo previo, Rodriguez (1999) aplicé la rbST al dia 3 y al 17 post- 

inseminacion y no pudo aumentar el indice de concepcién de vacas Holstein tanto 

de primer servicio como repetidoras, lo que confirmaria la importancia del momento 

en que se inicia el tratamiento, quizas debido a que el IGF-I estimula la maduraci6n 

de los embriones principalmente hasta la etapa de morula (Matsui et a/., 1995), la 

cual se alcanza hasta el dia 5-6 (Robertson y Nelson, 1998), por lo que si el 

tratamiento es aplicado al dia 3, los niveles elevados de IGF-I se alcanzarian 

precisamente por ei dia 5 (Gong ef al., 1993°), lo cual parece ser demasiado tarde 

como para provocar un efecto. 

Por otra parte, las disfunciones Ititeas han sido sefaladas como causa de 

infertilidad en los bovinos (Kimura ef a/., 1987; Shelton et a/., 1990). En nuestro 

primer trabajo (Morales, 1993) se observé un aumento marginal en los niveles de 

progesterona, sin embargo, en los tres experimentos de! presente trabajo, en el de 

Mendoza (2000) y en aquel en donde la rbST se aplicd al dia 3 post-estro 

(Rodriguez, 1999) no fue posible reproducir este aumento y tampoco aumento e! 

tamafio del cuerpo Iiteo al dia 7 y 10 post-estro, lo que nos lleva a pensar que el 

efecto de la rbST sobre la fertilidad y calidad embrionaria es independiente a un 

eventual aumento en ias concentraciones de dicha hormona, fo que coincide con 

trabajos como ios de Buiman y Lamming (1978), Sreenan y Diskin (1983), 

Hernandez et af. (1992) y Morales et a/. (2000), en donde la fertilidad tampoco 

estuvo relacionada con los niveles de progesterona, o el de Linares et a/. (1982) en 

donde tampoco se encontré la relacién calidad embrionaria-niveles de 

progesterona en los primeros 7 dias post-estro. 

En términos practicos hemos demostrado que ei tratamiento aplicado en el 

estro mejora la calidad embrionaria (capitulo 5) y el indice de concepcién (Morales, 

1993; Mendoza, 2000) de vacas Holstein repetidoras. El hecho de que los 

resultados de ambos trabajos sean similares a pesar de que en el primero se 

repitié la dosis al dia 10 post-estro establece que el efecto es logrado con la 

primera aplicacién, quizas debido a que las anormalidades y pérdidas embrionarias
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ocurren principalmente en los primeros siete dias post-inseminacidn en este tipo de 

vacas y por el ya mencionado efecto benéfico del IGF-I notado solo hasta la etapa 

de morula. 

Otro punto interesante radica en el hecho de que, por condiciones practicas, 

desde e! primer trabajo (Morales, 1993) el tratamiento con rbST se aplicd una vez 

que la hembra fue detectada en estro, sin embargo, existe la posibilidad de que 

pueda obtenerse un efecto atin mayor si el mismo es aplicado con anterioridad. 

Los reportes de una mejor calidad embrionaria en hembras fértiles superovuladas y 

tratadas con rbST dias antes de !a inseminacién apoyarian esta hipdtesis. Como 

ya se mencionéd Kuehner ef af. (1993) lograron aumentar el porcentaje de 

embriones transferibles a 74.6% contra 58.6% del grupo testigo, Herrler ef ai. 

(1994) de 95.7% contra 77.7% y Gong ef al. (1995; 1996) de 92.4% contra 66.8% 

aproximadamente. Por su parte, en el caso de los animales infértiles existe la 

posibilidad de que pueda obtenerse un doble beneficio, al actuar el IGF-I tanto en 

la maduraci6n de los ovocitos como en el mejoramiento del medio oviductal-uterino 

para el mejor desarrollo del embri6n. 

Trabajos subsecuentes deberan enfocarse a determinar los efectos del 

tratamiento con roST sobre los niveles de IGF-I y sus proteinas de enlace en 

oviducto y utero a diferentes periodos post-aplicacién en vacas infértiles, asi como 

establecer la dinamica de la sintesis de estradiol por parte del embri6n y su 

relacién con dichos niveles. 

Se concluye que la administracién de 500 mg de rbST al inicio del estro 

mejora la calidad embrionaria de vacas repetidoras superovuladas pero no asi de 

las vacas de primer servicio y que no afecta ni el numero de embriones obtenidos 

ni los niveles de progesterona circulante de ambos tipos de hembras. Tampoco 

modifica fas concentraciones de estradiol 178 del dia del estro, progesterona hasta 

el dia 10, tiempo de ovulacién, diametro del foliculo ovulatorio ni del cuerpo luteo 

de vaquillas.
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