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RESUMEN
Rosas P.J,
EFECTOS DE UN TRATAMIENTO (CORTO DE rbST (LACTOTROPINA) SOBRE
LA FUNCION OVARICA Y EL DESARROLLO EMBRIONARIO TEMPRANO EN
OVEJAS SUPEROVULADAS.
Asesores : Zarco, Q. L.y Valencia, M. J.

El presente estudio sc realizé con la finalidad de determinar si la administracién de una dosis
de Somatotropina bovina aplicada al momento de! celo afecla la calidad del foliculo preovulatorio,
de los cuerpos liteos y el desarrollo embrionario temprano (0-6 dias) en la oveja superovulada.
Experimento I.- Se sincronizé el celo de 60 ovejas, que se encontraban ciclando regularmente, con
esponjas intravaginales conteniendo 40 mg de acetato de fluorogestona (Intervet), posteriormente
fueron superovuladas con 15 mg de FSH-P (Scheramex). Al momento de la deteccién del celo se les
aplico & 30 ovejas 100 mg de somatotropina bovina (Lactotropina, Monsanto), y a las 30 restantes
86010 un placebo. Todas las ovejas fueron servidas por monta natural 12 h después de ser detectadas
en celo. Al sexto dia postservicio, por laparotomia ventral media, se efectué la recoleccion de
embriones y el contec de estructuras ovaricas. En 15 ovejas de cada grupo, se obtuvieron muestras
de sangre diariamente desde el dia 3 hasta el dia 6 postinseminacién, con el objeto de determinar las
concentraciones plasmaticas de progesterona mediante radioinmuno-analisis de fase solida. Respecto
a las estructuras ovéricas, €l nimero de foliculos presentes al momento de la laparotomia fué igual
para ambos grupos (0.4+ 0.22 vs 0.43 $0.24), pero ¢l numero de cuerpos liteos totales (9.5 + 1.24
vs 14.2 +1.36) y cuerpos lateos normales (8.36 £1.29 vs 14.16+1.36) fueron mayores en el grupo
tratado, y el grupo testigo presentd un mayor nimero de cuerpos luteos en regresion (1.13 + 0.49 vs
0.03 +0.03) (P<0.05). En cuanto a los niveles de progesterona, el grupo fratado presenté mayores
concentraciones (3.23+ 0.27 vs 5.86 + 0.28 ng/ml) (P<0.05) durante el periodo de muestreo, esta
diferencia se remarcé por la lutedlisis prematura en 6 de las 15 ovejas testigo. Al comparar
exclusivamente las concentraciones entre las ovejas que no presentaron lutedlisis en ambos grupos,
el grupo tratado permaneci6 con las concentraciones mas altas { 4.28 £ 0.41 vs 5.87 = 0.28 ng/ml)
(P<0.05). ' .

De las 30 ovejas testigo solo se utilizaron 15 para la comparacion de la recoleccion de

embrioncs. En siete ovejas del grupo tratado y cinco del testigo, no fuc posible extraerles los
embriones debido a que el dtero se¢ presentaba adherido a la cavidad. El nimero de estructuras
totales recuperadas (ovocitos y embriones) fue similar en ambos grupos (8.80 + 1.42 vs 6.60 £ 1.09)
(P<0.05), pero el porcentaje de embriones fertilizados fue mayor en el grupo tratado (65.90 vs
77.63%) y en contraparte €l grupo testigo presentd un mayor porcentaje de-ovocitos (30 vs 34
%)(P<s0.05). El porcentaje de embriones transferibles fue similar en ambos grupos (91.37 vs 83.89
%). Al comparar el porcentaje de embriones que llegaron a cada uno de los estadios de desarrollo,
se observé que el grupo tratado presentd un mayor porcentaje de embriones con menos de 64
células ( 2.27 vs 12.5%). Al comparar exclusivamente la categoria de blastocistos, se observéd una
mayor proporcion de blastocistos iniciales en el grupo testigo (39.28 vs 10.90 %), en cambio los
blastocistos del grupo tratado tuvieron una mayor téndencia 8 agruparse en las categorias de un
mayor desarrolio como son los blastocistos en expansion (0.0 vs 23.63%), en eclosién (7.14 vs
10.90%), y eclosionados (25 vs 27.27%XP<0.05).
Experimento Il El tratamiento con rbSt no afecté el nimero total de foliculos antrales (4.18 +0.64 vs
3.18 +0.61), sin embargo el grupo tratado presentd un mayor porcentaje de foliculos de mas de 2
mm de didmetro (56.52 vs 82.85%), mientras que las ovejas del grupo testigo presentaron un mayor
porcentaje de foliculos menores de 2mm de diametro (43.47 vs 17.14%)).

En el presente trabajo no se encontré evidencia que la somatotropina aplicada al momento del
estro afecte al foliculo preovulatorio, mas si aumenta las concentraciones de Progesterona circulante.



EFECTOS DE UN TRATAMIENTO CORTO DE rbST (LACTOTROPINA) SOBRE
LA FUNCION OVARICA Y EL DESARROLLO EMBRIONARIO TEMPRANO EN
OVEJAS SUPEROVULADAS.

L INTRODUCCION

1.2 mayoria de los conocimientos obtenidos de los efectos -dc la somatotropina sobre la
reproduccién en los bovinos, se han derivado de estudios de tratamientos a largo plazo (de 2 hasta
40 semanas) (Dalton y Marcinkowski 1994; Zhao ¢t al ,1994; Esteban _et al , 1994, Lucy _et af
,1994) y teniendo como enfoque primario el aumento de la produccién lactea, considerando sélo
como efectos asociados o secundarios, los que tiene sobre la reproduccién.

Morales (1993) realizd un estudio especifico para evaluar el efecto de un tratamiento corto
de somatotropina bovina recombinante (tbST ,Lactotropina) sobre la fertilidad de vacas Holstein
repetidoras, enfocdndose principalmente al efecto sobre el indice de concepcion. El trabajo consistio
cn apli;:ar tan s6lo 2 inyecciones de rbST, de 500 mg cada una.{ la primera ¢l dia de la inseminacion
y la segunda 10 dfas después), obteniéndose como resultado un incremento significativo (p<0.05)
en ¢l indice de concepcion (26.02 en el grupo testigo vs 36 % en el grupo tratado) y un aumento en
los niveles circulantes de progesterona, al dia 18- post-IA (3.46 + .63 vs 6.44 + 68, P< 0.05).
Esta asociacion entre el incremento en los indices de concepcién y los altos niveles de progesterona
circulantes, provocados por el uso de somatotropina, apoya el concepto de que la insuficiencia
lutea, manifestada como una inadecuada producc.ién de progesterona para el mantenimiento del
desarrollo embrionanio temprano, es una de las causas importante de subfertilidad en la vaca
(Hansel y Blair 1996).

Es posible que el incremento en los niveles circulantes de progesterona no sea el unico
mecanismo mediante ¢l cual ¢l tratamiento con rbst aumente la sobrevivencia embrionana, ya que
mientras  algunos estudios indican que las inyecciones de progesterona o de gonadotropinas
aplicadas para incrementar la produccion de progesterona durante la gestacion temprana mejoran la
fertilidad (Nephew gt al , 1994;Colborn et al , 1994; Kerbler ¢t al , 1994; Kleeman et al, 1994 Pope
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et al . 1995) otros indican que dichos tratamientos son inefectivos (Barros gt al . 1992; Shelton ¢t al

,1990).

El presentc trabajo ticne la finalidad de esclarecer algunas de las posibles vias a través de las

cuales la somatotropina, directa o indirectamente, mejora la fertilidad en tratamientos cortos.Para

elio se utiliz6 como modelo la oveja superovulada.

- HIPOTESIS La somatotropina aplicada en tratamientos cortos influye sobre la calidad y
desarrollo del foliculo preovulatorio, del cuerpo liteo y estimula el desarrollo embrionario
temprano en la oveja.

OBJETIVO GENERAL  Evaluar algunas de las posibles vias a través de las cuales la
somatotropina, en tratamientos oonbs, pudiese mejorar la fertilidad.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

L- Evaluar el efecto de 1a somatotropina sobre el desasrollo y calidad del foliculo preovulatorio
en la oveja.

Il Determinar si la somatotropina en tratamientos cortos mejora el desarrollo y capacidad de
produccion de progesterona de los cuerpos liteos durante los primeros 6 dias del ciclo estral.

.- Determinar el efecto de la somatotropina bovina sobre el desarrollo embrionario temprano

(0-6 dias) en 1a oveja.



i. REVISION DE LITERATURA.
2. SOMATOTRQPINA Y FACTORES DE CRECIMIENTO.

Le somatotropina bovina es una proteina lincal simple, compuesta de 191 aminoécidos y
producida por la hipéfisis anterior (Grodsky 1979), con un peso molecular de 22 kDa y su
estructura cuaternaria esta formada por 4 hélices, y desde ¢l punto de vista funcional tiene 2
dominios, somatogénico y el lactogénico (Van der Walt 1994). No obstante que existe especificidad
de especie, s¢ ha visto experimentalmentc que las hormonas de crecimiento de algunas especies
tienen actividad biologica en especies diferentes a la propia, como en el caso de la hormona bovina
que estimula el crecimiento en ratas y ovejas (Bemnal 1990).

La somatotropina, en forma general, actia sobre la.sintesis de proteinas, incrementando la
retencién de nitrégeno y de fésforo en el organismo, aumentando el transporte de los ammoacidos
hacia el interior de la célula, y estimulando lz.a sintesis dec los acidos nucleicos. A;icmés, la hormona
del crecimiento estimula la hidrélisis de los triglicéridos del tejido adiposo, o sea que aumenta la
movilizacién de las reservas de grasa del tejido adiposo (Martin 1976, McCutcheon & Bauman
1986). Estimula también la gluconeogénesis en el higado, aumentando el aporte de glucosa a la
circulacién, y por lo tanto a las células, y finalmente ayuda a la retencién de sodio, botasio,
magnesio y ¢loro (Tumner y Bagnara 1976).

Muchos de los efectos metabélicos de la somatotropina se llevan a cabo de manera directa, pero
otros los rcali-za dc¢ mancra indirecta a través de las somatomedinas, las cuales son producidas
principalmente en ¢l higado, por estimulacion de la somatotropina (Martin 19-76; Cohick et al ,1987;
Davis et al, 1987).

Las somatomedinas o factores de crecimiento, son proteinas de peso molecular men-or a 30,000
daltons, las cuales actGan principalmente como hormonas paricrinas o autdcrinas en diferentes

tejidos (Davis et al, 1994; Monget y Monniaux 1995) .



Sc ha sugerido que diversos factores de crecimiento tienen un potencial papel regulador de la
funcion ovérica en los mamifcros(Davis gt al,1994). Hay cvidencia de que al menos 4 familias dc
factores de crecimiento tienen esta posible funcion (Spicer ¢t al , 1994; Spicer y Echternkamp,
1995):  Los factores de crecimicnto parecidos 8 la insulina (IGF-1, IGF-I), el factor de crecimiento
epidermal y factor de crecimiento y transformacién con actividad alfa ( EGF/TGF-a), los factores
del crecimiento de los fibroblastos, écidos y basicos (aFGF,bFGF), y la superfamilia de factores
de crecimiento y transformacién con actividad alfa y beta (TGT-a,-b) (Hill 1989).

Los factores de crecimiento parecidos a la insulina 1 y 11 (JGF-1, IGF-1I), son polipéptidos
con peso molecular de alrededor de 7,500 daltons, el IGF-1 tiene 70 aminodcidos y 67 el
IGF-11, teniendo similitud estructural y funcional con la insulina (Hill,1989). El IGF-I es un

importante mediador de! crecimiento que se produce en respuesta a la hormons del crecimi_ento,
mientras que e! IGF-1l es menos dependiente.

Debido a que tanto en los tejidos uterinos como en sus secreciones se han encontrado estos
factores de crecimiento, asi como por su capacidad para médiar el crecimiento y diferenciacidn
celular, estos factores pueden actuar sobre el itero materno y/o el desarrollo embrionario, para
iniciar 0 ampliar la comunicacion entre el embrién y la madre durante el proceso de reconocimiento
de Ja gestacion (Simmnen et al , 1993). |

Al respecto se ha utilizado como modelo de estudio a las cerdas, vacas y ovejas, para entender
Ia contribucién materna al desarrollo del embridn, se ha obtenido informacién que sefiala un papel
- imponante de los IGF's en el proceso de peri-implantacién del embridn (Simmens et al ,1993). Asi,
se ha encontrado que los niveles de IGF-I en cerdas, aumentan en el dia 12 de la gestacién,
momento en que se inician grandes U'ansfonnan.:iones morfol6gicas en ¢l embrién suino a nivel
uterino (Letcher ¢t al . 1989), micntrﬁS que en ¢l bovino aumentan entre el dia 15 a 18 de gestacion,
cuando el embrién bovino crece notoriamente y se expande (Geisert et al , 1991). En las

ovejas, el contenido de IGF-11 a mivel de! fluido luminal uterine es mas alto en el dia 14 de



gestacion, que corresponde al dia de maxima sintesis y secrecion de la proteina trofoblastica ovina-l
(0TP), quc es 1a hormona responsable del reconocimiento de la gestacion (Ko gt al , 1991).

Por otro lado, en embriones ovinos se ha determinado que entre los dias 13 y 14 de su
desarrolio se hace evidente la expresion de los genes para los factores de crecimiento (1GF-1,1GF-
I, TGF-a, y TGF-b). Estudios in vitro han demostrado que hay una correlacién entre la capacidad del
embrién porcino para responder al IGF-l, y el estado de desarrollo de dicho embrién (Hofig
al,1991). De igual manera, en ¢} embrién de oveja se sugiere que los IGF's juegan un papel
importante en el mantenimiento de la secrecion de oTP-1 (Ko et al , 1991).

Con base a lo anterior se plantea la posibilidad de que los niveles refativos de 1GF-I ¢ IGF-II en
el utero, més que sus concentraciones absolutas, regulen la sintesis y/o secrecion de Igs sefiales que
cmite ¢l embrién para ¢l reconocimiento de la gestacion (Simmen et al, 19?3).

Ademéis de sus posibles efectos sobre el desarrollo embrionano, los factores de crecimiento
también podrian favorecer la _repmduoci(;n mediante sus efectos en los Organos del aparato genital
materno, ya que tanto el dtero como los oviductos, ovarios, foliculos ovaricos y
cluerpos lﬁteos,l presentan receptores para los factores de crecimiento (Armstrong y Xia 1993).
En las células oviductales de borrega se ha observado que durante todas las fases del ciclo estral
existe la presencia de receptores para IGF-Il. A nivel de ovarios, tanto de fetos como de ovejas
adultas, se han encontrado altos niveles de RNAm para IGF-], sobre todo a nivel de células de la
granulosa y tecales de los foliculo§ antrales presentes, y también a nivel del cuerpo liteo de
ovejas adultas (Lecuwenberg et al , 1993). ’

- Estudios en ratas han demostrado que Jos IGF-I, EGF, TGF-a y TGF-b participan en un sistema
intraovérice cuya funcién es controlar la supervivencia de las células foliculares a través del
bloqueo del proceso de apéptosis, evitando asi la atresia (Titly y Furuta 1993). De igual mangcra,
" los IGF-1 estimulan en forma dependiente la proliferacion de las células de la granulosa de

foliculos pequefios, medianos y grandes de bovinos. Al actuar en presencia de FSH o LH, os 1GF-}



sinergizan sy accion, para estimular la proliferacion de las células de la granulosa de los
foliculos pequcfios; csta accion no ha sido obscrvada en los foliculos medianos o grandes (Webb ¢f
al, 1993),

En cuerpos lateos de congjas, tanto jn vivo como jn_viiro, s¢ ha encontrado una correlaciéon
entre la méxima expresion génica del IGF-1, y los niveles de méxima produccién de progesterona, lo
que implica que los IGF-I tienen un papel importante en la produccién de progesterona. Esta
produccion se ha observado que es aun mayor cuando se estimula conjuntamente con 1GF-1 y
estradiol. De lo anterior, Chen ¢t al (1993) sugieren que las mismas células luteas que producen
progesterona en la coneja, producen IGF-1, el cual tienen una accién autécrina mediante la cual
estimula la propia produccién de progesterona.

Considerando parte de la evidencia anterior, Simmen et al 1993, sugineron que la
industria de la transferencia de embriones se veria graﬁdemcntc favorecida con las potenciales
aplicaciones de los factores de crecimiento producidos por tecnologia recombinante, teniéndose
como posibles resultados una mejora en la viabilidad embrionaria, un mayor “rescate” de los
embriones con un desarrollo menor al de su edad (aumentando asi las posibilidades de que éste
emita su seiial antititeolitica y logre el reconocimiento materno de la gestacion), mejorando la
"sincronizacién” del ambicnt;e uterino para la receptividad , incrementando  la sobrevivencia
embrionania, € incrementando las tasas de gestacion y la eficiencia reproductiva. Sin mbméo por
¢l momento no existen presentaciones comerciales de IGF's que pudiesen ser utilizadas a gran
escala para elevar considerablemente los niveles cir_éu]antes, y de esta manera obtener los pos.ibles
efectos antes mencionados.

Una de las formas en que se pueden incrementar indiréctaménte los niveles circulaﬁtes de IGF-1
cs a través dc la aplicacidon de rbST (somatotropina bovina recombinante), ya -quc los niveles de
1GF-1 se incrementan notoriamente dentro de las 48 h posteriores a la aplicacién de la rbST (Gong

et al , 1993). Diversos estudios han demostrado que la aplicacion exdgena de hormona de



crecimiento bovina tiene un efecto sobre varias funciones reproductivas. Eckery gt al 1993, al
aplicar somatotropina recombinantc dc bovino a 6 borrcgas hipofiscctomizadas por un periodo
de 12 dias y a una dosis de 80 pg/kg., seguido por PMSG al octavo dia, logré el desarrolio
folicular y Ia ovulacién en $ de las 6 borregas tratadas, con lo cual se confitné que la
somatotropina juega un papel importante en ¢l mantenimiento de la sensibilidad de los
foliculos a las gonadotropinas, mientras que la administracién de la gonadotropina séla no fue
capaz de mantener e} desarrollo folicular en las ovejas hipofisectomizadas.

Esto también se ha demostrado en vaquillas a las cuales se les aplico sbST en el dia 7 del ciclo
scguido S dias después por. 2000 u.i. d¢ PMSG para inducir superovulacion, lograndosc aurnentar
al doble el nimero de foliculos antrales pequefios (2-5 mm) (Gong ¢t al , 1993). Estos aumentos
también se han vjsto en vacas lactantes, pero en los foliculos de tamaiio medio (6-9 y 10-15 mm)
(Dela Sota ¢t al , 1993).

Con respecto a la funcién del cuerpo liteo (CL), Lucy et al. 19934, trabajando con vaquillas
a las que les aplicaron 25 mg de -tbST en las diferentes fases del ciclo estral encontraron que tanto
el tamafio del CL como la produccién de progesterona aumentaron significativamente (P~_<.06),_
. tanto en aquellos casos en los que la 1bST fue aplicada dﬁrame la fase lutea temprana (< 10 dias)
(377 vs 326 mm’, 2.68 vs 2.21ng/ml), como en lIa fase litea tardia (dias 16-21) (P<0.3 354 vs
297 mm®, 4.3 vs 2.8 ng/ml), lo que indica que la aplicacién de rbst aumenta el t;zmaﬂo y funcién
del cuerpo hiteo. Se ha asumido que todos los cambios anteriores son efectos indirectos mediados
por los IGF-1 y/o Insulina, ya que los foliéulos ovéricos poseen una cantidad inﬁm# de receptores

para la somatotropina (Lucy ¢t al , 1993b).
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Lu somatotropma u mivel fisiologico general ticne un gran cfccto sobre ¢l metabolismo tanto
de los carbohidratos asi como de los lipidos; los cambios en estas rutas metabdlicas dependen tanto
dc la especic como del manejo general y nutricional (Van der Walt, 1994),

Dichos efectos incluyen un  aumento de la  gluconeogénesis hepética, con la consecuente
reduccion de la sintesis de grasa por parie del tejido adiposo {lipogénesis) y la remocion de los
depdsitos corporales de grasa (lipélisis) (Martin, 1976; Tumner, 1976). Estos fenomenos resultan en
un del incremento  a nivel circulatqn’o de las concentraciones de glucosa como de acidos grasos
no esterificados.

Uno de los mecanismos responsables de estos efectos puede ser el efecto amag()niéo al de
insﬁlina sobre el tejido adiposo, ya que normalmente la insulina promueve la lipogénesis cuando -
hay un aumento de¢ la- ingestion de glucosa. Bajo los efectos de la somatotropina en los adipositos se
activa una protcasa no lisosomal que hidroliza a la insulina, impidiéndole ejercer su efecto (Van der
Walt. 1994),

Los aumentos en los niveles circulantes de glucosa, posiblemente provocados por la
somatotropina, son detectados a nivel hipotalamico por los oentr-os glucodetectores, como una
referencia de la dispombilidad energética, la cual podria tener un efecto sobre la frecuencia de
Iiberacic'n; del GnRH. y por tanto en la secrecion de la LH ‘(Bucholtz et al, 1994).

Otro de los efectos sobre ¢l metabolismo de los lipidos, es que la ST puede modificar las
comenlraciones_' circulantes de las lipoproteinas de a]‘la (HDL), vy baja densidad (LDL)
dependiendo tanto de la especie como del tipo de dieta suministrado (Van der Walt, 1994).La
importancia de estas tpoproteinas radica en que, en rumiantes, son la principal fuente plasmatica
del colesterol,  precursor necesario para la s;intcsis de esteroides por las células liteas, por lo que
un aumento en sus concentraciones circulantes podria favorecer la mayor produccién de

progesterona.
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La folicutogénesis cn la oveja esta controlada por unae scric de relaciones entre los esteroides
intrafoliculares, los factores de crecimiento, factores extraovéricos y el sistena de
retroalimentacién de! eje  hipotalamo-hipéfisis-ovario (Campbell ¢t al , 1995).

La foliculogénesis es un proceso largo que toma cerca de 180 dias desde que un foliculo es
primordial {100 um) hasta que llega al estadio de foliculo ovulatorio (> 5§ mm) (Cahill y Mauleon
1981).

Cuarenta dias antes de que un foliculo alcance el tamafio ovulatorio se da la formacion del
antro, para lo cual ¢l foliculo ya tiene un diémetro de 0.2 a 0.4 mm. Al igual que en la vaca, durante
¢l desarrollo de la poblacion de foliculos antrales se presenta una marcada jerarquizacion, la cual
s deqota por las diferentes cantidades de los foliculos en desarrollo, presentindose entre uno y tres
foliculos de 2-3 mm, de uno a cuatro de foliculos mayores 3.5 mm y de uno a cuatro foliculos
ovulatorios, de acuerdo a la tasa ovulatoria propia de la raza.

En evaluaciones del desamollo folicular por ultrasonografia en ovejas con ovarnos
autotransplantados, se ha demostrado que no existe un patrén claro de dominancia desde el punto
de vista morfolégico, sin embargo, si hay evidencia hormonal de que las concentraciones de
estradiol circulénte, presentan un patrén periédico con duracién de 4 o0 5 dias. Lo anterior indica
que el tamaiio del foliculo por si sblo no es un buen predictor de l; salud del foliculo, y que el
estado secretorio del foliculo, a un tiempo dado, puede ser un predictor més seguro para evaluar la
dindmica del crecimiento folicuia: en la oveja. |

Partiendo de los criterios anteriores, Scaramuzzi _et al (1993), desarroliaron un modelo que
intenta integrar los modelos morfolégicés de l1a folicﬁ]ogéne‘s-is, con estudios de endocrinclogia
molecular de los foliculos. Este modelo define 5 clases de foliculos de acuerdo a su dependencia o

sensibilidad a las gonadotropinas : Foliculos primordiales, foliculos reclutados, foliculos qhe Do
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responden a las gonadotropinas (gonadotropino independientes), foliculos dependientes de
gonadotropinas (gonadotropino dependientes), y foliculos ovulatorios.

Basandose en los cambios fisiolégicos durante el desarrollo folicular, Scaramuzzi ¢t gl 1993,
proponen 2 hipdtesis para explicar los mecanismos posibles por los cuales sc determing la tasa
ovulatoria en la oveja. 1.a primera hipdtesis propone que la ovulacién maltiple resulta cuando la
viabilidad de los foliculos dependientes de gonadotropinas se incrementa.

'La segunda hipdtesis propone que la ovulacién miltiple es causada por el incremento en el
nimero de foliculos que responden a las gonadotropinas, que estin disponibles para el desarrollo
subsiguiente. Es de resaltar que ambas hipdtesis no son mutuamente excluyentes.

2.4.- ELCUERPO LUTEO
El cuerpo luteo estd compuesto por dos grandes tipos de poblacicnes celulares: Las células
“esterotdogénicas y las células no esteroidogénicas. |
2.4.1.- Células liteas no esteroidogénicas.-

En este grupo se incluyen los macréfagos y las. células endoteliales, que provienen del sistema
microvascular y forman c;'.erca det 14% del volumen y 53% del total de células del cuerpo liteo
bovino (O'Shea et al , 1989).

La funcidn principal de los macré;fagos presentes en el cuerpo liteo, es la fagocitosis, sobre
todo la que se requiere durante la regresién del cuerpo liteo.

" Por su parte las células endoteliales del cuerpo hiteo se clasifican en 5 diferentes tipos y se cree
que tienen Ia capécidad de secretar factores que pueden esiar involucrados tanto en el proceso
lateotrdpico como en el luteolitico (Gires et al , 1995).

Los fibroblastos, tienen un didAmetro de 15 um y comprenden el 6% del volumen tot:.ﬂ y el ]6 %
de todas las células del cuerpo luteo bovino (O'Shea et al , 1989). Ademéas de tener u;la funcion
estructural al generar la coldgena y los glucosaminoglicanos, los fibroblastos secretan una serie de

sustancias entre las que se encuentran las citocinas (Pate, 1994). En el caso particular de la oveja, se
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L. MATERIAL Y METODOS
El presente trabajo se desarroll6 en ¢l Departamento de Reproduccion Animal y en ¢l Centro de

Ensefianza Prictica Investigacion y Extension en Rumiantes (CEPIER), ambos pertenecientes a la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM. EI CEPIER esth ubicado en el km. 29 de
la carretera Federal México-Cuernavaca, delegacion Tlalpan D.F.,a 2670 msnm, 19, 3' latitud
norte, y 99 8 longitud oeste. El clima de la regién es de tipo C (W) (W) b(ij), que
corresponde a semifrio, semihiimedo, con lluvias en verano y una precipitacion pluvial de 800
a 1200 mm (Garcia, 1981). El trabajo se realiz6 durante los meses de
octubre a noviembre que comesponden al periodo de actividad reproductiva en las ovejés del
CEPIER.
EXPERIMENTO 1
El objetivo de este experimento fue el determinar si la somatotropina en tratamientos cortos

mejora ¢l desarrollo y capacidad de produccién de progesterona de los cuerpos luteos durante los
primeros 6 dias del ciclo estral asi como su efecto sobre el desarrollo embrionario temprano (0-6
digs) en l# oveja. Se uﬁiizxron 60 ovejas, las cuales se sincronizaron mediante la aplicacién de
esponjas intravaginales impregnadas con 40 mg de acetato de fluorogestona®, las que
permanecieron por 12 dias antes de ser retiradas. Para la superovulacién se utilizé la hormoné FSH-

P *, en una dosis total de 15 mg. (Evans et al , 1994; Luyando et al , 1995) bajo el siguiente

esquema: 7 mg dos dias antes de retirar la esbonja, 4 mg en la mafianay 3mg en la tarde. Al dia
siguiente 2 mg en la maflana y 2 mg en la tarde, y el dia del retiro de la esponja 2 mg en la maiiana
y 2 mg en la tarde. La deteccion de celo se realizé dos veces al dia utilizando un macho entero
provisto de un mandil. Al momento cn que se detectd el celo, a 30 ovejas se les aplicaron 100 mg
dec somatotropina bovina ers , por via subcutanca. y las 30 restantes no recibicron somatotropina y
sirvieron como testigos.

*.- Chrono-Oust, Intervet México. **.- FSH-P Scheramex, México. ®** Lactotromna, Monsanio,
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Las ovejas fueron servidas por monta natural 12 h después de ser detectadas en celo.

La coleccién de embriones sc efectud por laparotomia media ventral en ¢l dia 6 postservicio,
para lo cual sc exterionizd el itero y se observaron los ovarios con ¢l fin de contabilizar el namero
de estructuras ovéaricas presentes. Las estructuras liteas observadas se clasificaron de acuerdo a sus
caracteristicas morfolégicas en cuerpos liteos normales (de forma bien definida, de color rojo y
aparentemente bien irrigados), y en cuerpos liteos en regresion ( de tamafio pequefio, con coloracién
blanco azulado y sin irrigacién aparente) (Cerbén 1995). Posteriormente ambos cucrnos uterinos
fueron lavados para colectar los embriones los cuales fueron evaluados morfologicamente, en
un microscopio estereoscopico, a 40X,

De acuerdo a su calidad los embriones se clasificaron en las siguientes categorias { Dorn_et al
1987 y Wintenberger et al 1990):

Embrién _calidad 1 (Excelente 0 muy bueno).- Embriébn compacto y esférico, con blastémeros
poligonales de tamafio, textura y color homogéneos, sin granulos en el citoplasma, con pocas
vesiculas pequetias, el espacio perivitelino vacio, estadio de acuerdo & la edad.
Embrién cali@. II (Bueno).- Ligera asimetria, pocos blastomeros extruidos y ur ligero retardo en
su &em&oﬂo.
Embrién calidad IIl (Regular o pobre).- Ligero grado de degeneracion, blastdmeros e;fériooé
dispares poco compactos y de tamafio vanable, retardo de 1 a 2 dias en su desarrollo, masa
celular aparentemente viable, grandes vesiculas entre las células, color muy claro u oscuro,
irregularidades en la superficie de la masa celular, material de desecho en el espacio penivitelino.
Embrién calidad TV (Degenerado o no transferible).- Zona pelucida rota, blastocele no visible,
grandes zonas de degeneracién, poca ca.ntidad de células, blastomeros sueltos de diferentes
tamafios.

Por otra parte, los embriones s clasificaron de acuerdo a su desarrollo en nueve tipos, a cada

uno de los cuales sc les asign6 una escala numérica, correspondiendo el 1 al de menor desarrollo
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posible (ovocito) y el 9 al méximo desarrollo (blastocisto eclosionado) ( Dorn_et 8l 1997 y

Wintenberger ¢1 al 1990).

Se consideraron como transferibles a los embriones de clasificacién 4 a 9 y de calidad buena,

muy buena o excelente.

LAV, N RIBLE FERIBLE
Ovacito ' 1 X
2 a 32 células 2 X
32 8 64 células 3 X
Mbrula Compacta 4 X
Blastocisto inicial 5 X
Blastocisto maduro ' 6 X
Blastocisto expandido 7 X
Blastocis.to en eclosion 8 X
Bléstocisto eclosionado 9 X

En 15 ovejas de cada grupo se obtuvieron muestras de sangre di.ariameﬁte desde €l dia 3 hasta el dia
6 postinseminacién con el objeto de determinar las concentraciones plasmaticas de progesterona
mediante RIA de fase solida (Srikandakamur et al 1986). El cocficiente de variacién intraensayo
para ¢l control bajo (0.487 % 0.043 ng/ml) fue de 8.84% y para ¢l control alto ( 11.18 + 0.304

ng/ml) de 2.72%. El coeficiente de vanacion interensayo fue de 6:11 y 8.30 % respectivamente..
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Anélisis Estadisti
Para ¢f promedio dc foliculos, cucrpos latcos, cucrpos liatcos normalcs, total de estructuras

recuperadas, embriones transferibles, de cada grupo se utiliz6 la prucba de "t" de student, y "Ji”
Cuadrada pars medir diferencias entre los estadios de desarrollo  embrionario, eficiencia de
recuperacién embrionaria, porcentaje de fertilizacion,

Para analizar las concentraciones de progesterona se empled un Andlisis de vananza para
mediciones repetidas, tomando como variables independientes el tratamiento y dia postservicio, y

el efecto de animal anidado dentro de tratamiento.

EXPERIMENTO I}
El objetivo de este experimento fue evaluar el efecto de la somatotropina, aplicada al momento

del celo, sobre ¢! desarrollo y calidad del foliculo preovulatorio en la oveja.

Se utilizaron 20 ovejas cruza Hampshire por Suffolk, con un peso aproximado de 40 kg. que se
encontraban  ciclando regularmente (con dos ciclos estrales detectados previamente) y se
sincronizaron con esponjas intravaginales que permanecieron por 12 dias. A partir de las 24 h.-de
haber retirado las esponjas se detectaron los calores cada 2 h. y al momento de la confirmacioén del
celo se aplicaron 100 mg de sonialotropina bovina a 10 de las ovejas y a las otras 10 se les aplicod
unicamente un placebo.

Veinticuatro horas después de la deteccién del celo y- de la aplicacién de 1a somatotropina, se
expusicron los ovarios por laparotomia ventral media y se contabilizaron las estructuras ovéaricas
presentes, ademas de tomar las mediciones de! didmetro exterior de los foliculos con un vemier
calibrado. Los foliculos se clasificaron, de acverdo a su diametro, como gonadotropina-
independientes (< 2mm) y gonadotropina-dependientes (> 2mm) (Eckery_ et al. 1993)

Considerando que los foliculos de ovinos a partir de los 3.5mm de didmetro cmpiézan a secrelar

grandes cantidades de estradiol (Campbell et al., 1995) los foliculos también se clasificaron como
Pequefios (1.0-3.4mm) y Grandes (> 3.5mm). y se puncionaron para extraer el liquido folicular con
una jeringa para insulina. El liquido colectado fue suspendido en heparina en dilucién 1:1 y
congelado posteriormente hasta realizar la determinacion de las concentraciones de estradiol por
radioinmunoanalisis en fase sdlida (Snkandakamur et al 1986).
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RESULTADOS

JXPERIMENTO |

Para la comparacion de las estructuras ovéricas presentes al- momento de la laparotomia se
tomaron en cucﬁla las 30 ovejas testigo y las 30 del grupo de tratado. En Jo que respecta al nfimero
de foliculos presentes al momento de la laparotomia , no s¢ encontraron diferencias significativas
entre los grupos (0.4 +0.22 vs 0.43£0.24 en las ovejas testigos y tratadas respectivamente, P20.05).

En cuanto al nimero de cuerpos liteos (Cls) presentes al momento de la iaparm
(Cuadro I), se encontraron diferencias significativas, a favor dci grupo tratado (9.5 + 1.24 vs 14.2
% 1.36 P £ 0.01). Con respecto al nimero de Cis. normales también se encontraron diferencias
significativas a favor del grupo tratado (8.36 £1.29 vs 14.16 £ 1.36 P< 0.003), mientras que el

aamero de Cls. en regresién fue mayor en ¢l grupo testigo ( 1.13 £ 0.49 vs 0.03 £ 0.03 P<0.03).

Cundro I Comparaciones entre ¢l mimero total de cuerpos hiteos, cuerpos normales y cuerpos hiteos en
regresion, observados el momento de la laparotomia en el dia 6 pastratamiento en ovejas testigo y tratadas con
rbst.

Grupo n Cls. Totales Cls. Normales .- Cis. Regresion
Media+ E.E Media+ E E - Media <t EE
Testigo 30 95+124 a 836+129 a 1.13 +0.49a

Tratadas 30 142 +136 b 1416+ 136 b 0.03 +003 b

ab, Diferente literal, en la misma columna, indica diferencia significativa entre tratamientos (P<0.05).
En e} grupo testigo se encontrd que 4 ovejas no presentaban cuerpos liiteos al momento de la
laparoscopia y 2 animales del grupo tratado tampoco tenian cuerpos liteos. Al eliminar a estos
animales y volver a analizar los resultados ya no se encontraron diferencias en el niimero total de
Cls, pero sf en cuanto al ndmero de cls. normales a favor del grupo tratadoy en cls. en regrésic’m a

favor del grupo testigo (Cuadro 1I).
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En el cuadro IV se observa que las concentraciones de progesterona fueron significativamente mas
clcvadas en ¢! grupo tratado quc en ¢l testigo (P<0.05). Esta diferencia se debib a que en ¢l grupo
tratado, las concentraciones de la hormona sc elevaron significativamente cl dia 3 y 4, y
continuaron elevandose hasta el dia 6, cuando llegaron a ser més de! doble que las presentes en cl
dia 3. En cambio en el grupo testigo las concentraciones de progesicrona pernmanecieron

basicamente estables durante los cuatro dias del muestreo.

Cuadro ]V Concentraciones promedio de progesterona (ng/ml), durante los cuatro dias de muestreo en

ovejas superovuladas y tratadas o no con rbst al momento del celo.

DIA - TESTIGO TRATADAS
Media + EE Media + EE

3 283+061 a 351+053a

4 290+ 050 a 535+050b

5 414+ 050 a 6.79+050)b

6 304+055 a 7800690

Promedio 323+027c¢ 586 +028d

a,b Valores que no comparten literal, en el mismo renglon, son significativamente diferentes(P<0.05).
c,d Las concentraciones promedio de progesterona en el grupo tratado son significativamente mas elevadas
que las del grupo testigo (P<0.01).

Seis de las quince ovejas del grupo testigo presentaron regresion prematura de los cuerpos
liteos ya que sus concentraciones de progesterona cayeron por debajo de 1 ng/ml en el dia 6 o antes.

En el grupo testigo no se present6 ningun caso de lute6lisis prematura. En la figura 1 se muestran las
concentraciones de progesterona individuales de las ovejas que sufrieron regresion prematura del

cuerpo liteo.
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En el cuadro IV se observa que las concentraciones de progesterona fueron significativamente mas
clevadas en ¢l grupo tratado quc en ¢l testigo (P<0.05). Esta difcrencia se debio a que en ¢l grupo
tratado, las concentraciones de Ia hormona se elevaron significativamente el dia 3 y 4, ¥y
continuaron elevandose hasta e dia 6, cuando llegaron a ser miés del doble que las presentes en el
dia 3. En cambio en el grupo testigo las concentraciones dc progesterona permanecieron

basicamente estables durante los cuatro dias de! muestreo.

Cuadro IV Concentraciones promedio de progesterona (ng/ml), durante los cuatro dias de muestreo en

ovejas superavuladas y tratadas o no con rbst al momento de! celo

DIA TESTIGO TRATADAS
Media + E.E Media + E.E

3 283+061 a 3512053 a

4 290050 a 535+0.500b

5 4.14+0.50 a 6.79+0.50b

6 3.04+055 a 7.80+0.69b

Promedio 323+0.27¢ 586+028d

a,b Valores que no comparten literal, en el mismo renglén, son significativamente diferentes(P<0.05).
c,d Las concentraciones promedio de progesterona en el grupo tratado son significativamente mas elevadas
que las del grupo testigo (P<0.01).

Seis de las quince ovejas del grupo testigo presentaron regresién prematura de los cuerpos
lateos ya que sus concentraciones de progesterona cayeron por debajo de 1 ng/ml en el dia 6 o antes.
En el grupo testigo no se presentd ningin caso de lutedlisis prematura. En la figura | se muestran las

concentraciones de progesterona individuales de las ovejas que sufrieron regresion prematura del

cuerpo luteo.
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Sin embargo las diferencias en ias concentraciones de progesterona detectadas, entre ovejas
tratadas y ovejas testigo no se debieron exclusivamente a la presencia de regresion lltea prematura
en las ovejas testigo: Asi al comparar las concentraciones de progesterona exclusivamente de
aquelias ovejas que no sufrieron regregién litea prematura (Cuadro VI), se continiia observando una
concentracién mayor en las ovejas tratadas que en las testigos, en todos los dias del muestreo,
aunque las diferencias entre grupos solamente fucron significativas en ¢l diad y en el 6.

Cuadro V] Concentraciones promedio de progesterona (ng/ml), en las ovejas que no presentaron lutedlisis
prematura durante los dias de muestreo.

Dia Testigo . Tratadas
Media_:l: EE Media + EE
3 238 £4107a 3.55+0.53a
4 349 £ 0.69a - - 5354 0.51b
5 607 +0.69a 6.79+ 051a
6 518 +084a 7.79 £ 0.70b
Promedio 428 +041¢ 587 +03284d

ab,c.d Diferente literal, en el mismo renglon, indica diferencia significativa entre tratamientos (P<0.05).

Comparando ¢l nimero de cuerpos luteos entre las 8 ovejas comtrol que no presentaron
regresién prematura del cl. y las 15 ovejas tratadas (Cuadro VII), no se encontraron diferencias ‘

significativas, ni en el nimero total de cls., ni en el de cls. normales o en regresion.

Cuadro VII Cuerpos liteos totales, normales y en regresion, en las ovejas que no presentaron lutedlisis
prematura durante los dias de muestreo. ‘

Grupo n  Cls. Totales Cls. Normales Cls. Regresion
Media+tEE  Media+ EE Media + EE

Testigp 8 12.75+294a 12.50+3.0 a 025+025a

Tratadas 15 1680+175a 1680+ 1.75a 0000002

gb, Diferente literal, en la misma columna, indica diferencia significativa entre tratamientos (P<0.5).
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EMBRIONES.-

Del total de tas 30 ovejas testigo en ¢l experimento 1, sc dividieron en dos grupos que diferian
en el tipo de servicio, 15 fueron asignadas a Inseminacion Artificial por laparotomia, y a las otras 15
se les did scr\'.icin por monta natural, &l igual que a las 30 tratadas con rbst.

Debido a esta variacién tormaron iinicamente en cuenla, para la comparacion de embriones, las
ovejas que fueron servidas por monta natural. De ellas a 5 ovejas del grupo testigo y 7 del grupo
tratado no fue posible extraerles los embriones debido a que presentaban adherencias.

En cuanto al nimero total de cls. en ambos grupos que fueron intervenidos para la recuperacion
de embriones el dia 6 postratamiento, no se encontraron diferencias estadisticas significativas (12.10
4 1.43 vs 16.17 £ 1.36 en el grupo tratado y testigo respectivarnente P<0.5). Al comparar ¢l nimero
de_cuerpos liteos con el nimero de estructuras recuperadas se observd que la eficiencia en la
recuperacién embrionaria fue mayor para el grupo testigo (73.55 % vs 40.86 % P =<0.5) . En ¢l
cuadro ViIl se observa que no existieron diferencias significativas entre ovejas tratadas y ovejas

testigo en cuanto al nimero de embriones recuperados, ni en ¢l niimero de embriones transferibles.

ro VIl Nuamero de estructuras totales (embriones +ovocitos), embriones y embriones transferibles,
recupcrados a partir de ovejas superovuladas y tratadas o no con rbst al momento del estro.

Testigo (n=10) Tratadas (n=23)
Media t EE Media + EE
“Estructuras Totales 8802142 6.60 £ 1.09
" (ovocitos + embriones)
Embriones . 5801120 5132071 |
Embriones Transferibles - 5301 1,10 4301071

Las diferencias entre grupos no son significativas (P>0.05).
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En cuanto ol porcentaje de embriones fertlizados, este fuc mayor en el grupo tratado que en el
testigo (Cuadro IX ) y no sc encontraron difcrencias en cuanto al porcentajc dec cmbrioncs

transferibles (Cuadro X)

Cuadro IX Porcentajes de fertilizacion de embriones colectados el dia 6 postratamiento en ovejas
supcrovuladas tratadas o no con rbst

Grupo n  Total de estructuras  Ovocitos Embriones Porcemkjc

Fenilizados Fenilizacion
Testigo 10 88 30b 58 6590% a
Tratadas 23 152 34a 118 7763 % b

ab, Diferente literal, en la misma columna, indica diferencia significativa entre traiamientos (P<0.5).

Cuadro- X Numero y porcentaje de embriones transferibles colectados al dia 6 postratamiento en ovejas
tratadas o no con rbst.

Grupo n  Total Embriones Embriones Porcentaje de
Embriones Trasferibles No Transferibles Embriones Transferibles

Testigo 10 58 53 5 91.37a

Tratadas 23 118 95 19 83.89a

Las diferencias entre tratamientos no son significativas (P> 0,05).

Al evaluar cada una de las categorias de desarrollo embrionario por separado, se observo que sdlo
en Ja categoria de embriones con menos de 64 células, se encontraron diferencias a favor del grupo
tratado, y una mayor cantidad de ovocitos en las ovejas del grupo testigo (34.09% vs 22.36%

P<0.5). Cuadro XI.

Al comparar el porcentaje de embriones que alcanzaron cada uno de los estadios de desarrollo se
observo que solamente hubo una diferencia significativa en el porcentaje de embriones con menos

de 64 células (Cuadro XI).

25




Cundro XI Comparacién de las difcrentes catcgorias de clasificacion, de las estructuras recolectadas af dia 6
postratamiento en ovcjas superovuladas y tratadas o no con rbst.

Grupo Total de Ovocitos Embriones Morulas Blastocistos
Estruturas hasta 64 cel
n n (%) n (%) n (%) n (%)
Testigo 88 30(34.09) b 2(227) =a 28(31.81)a 28(31.81)a
Tratadas 152 34(22.36) a 19(12.50)b 44(28.90) a 55(36.18) a

ab, Diferente litersl. en la misma columna. indica difcrencia significativa entre tratamicntos(Ps0.5).

~ Cuando se compararon los blastocistos obtemidos en ambos grupos se observé una mayor
proporcidn de blastocistos iniciales en el grupo testigo y mas blastocistos expandidos en el grupo
 tratado (Cuadro XII). Los blastocistos del grupo tratado tuvieron una mayor tendencia que los del
testigo a agruparse en las categorias indicativas de un mayor desarrollo, como son la de blastocisto
en expansion, en eclosién y eclosionado. Al comparar los blastocistos en cuanto a8 un desarrollo
inicial o avanzado, se encontro que las ovejas del grupo testigo presentaron mayores porcentajes ;'lc |
blastocistos en un estado de desarrollo inicial y por el contrario las ovejas del grupe tratado
presentaron mas blastocistos en estados avanzados (Cuadro XIII).

Cuadro XT1 Comparacitn de las diferentes clases de blastocistos, de acuerdo a su desarrollo obtenidos e! dia
6 postratamiento a partir de ovejas superovuladas, tratadas o no con rbst. .

Grupo n  Inicial Maduro Expansién Eclosion Eclosionado
' n_%) n_ (%) n_ (%) 'n_(%) n_ (%)
Testigo 28 11(3928)b 8 (28.57)a 0 (0.00)a 2(7.14)a 7(25.00)a

Trata_das 55 6(1090)a 15 (27.27)a 13(23.63)b  6(10.90)a 15(27.27)a
ab, Diferente literal, en la misma columna, indica diferencia significativa entre tratamientos (P<0.5).

Cuadro Xl  Comparacion de las clases de blastocistos de acuerdo a su avance de desarrollo.

Grupo n Inicial - Avanzados

n__ (%) n__ (%)
Testigo 28 11 (39.28)b 17 (60.71)a
Tratadas - 55 6 (10.90)a 49 (89.09)b

ab. Diferente literal, en la misma columne, indica diferencia significativa entre tratamientos {P<0.5).
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RELACION PROGESTERONA Y DESARROLLO EMBRIONARIO

Al evaluar las concentraciones de progesterona en las ovejas de! grupo tratado, de acuerdo
al grado de desarrollo de los embriones colectados (Cuadro XIV), se encontr6 que aquellas ovejas
que habian producido blastocistos, en cualquiera de sus etapas, produjeron cantidades notoriamente

superiores que las ovejas que solamente produjeron embriones en etapas tempranas de desarrollo.

Cuadro XIV  Concentraciones promedio de progesterons en ovejas tratadas que produjeron embriones en
fase de desarrollo de blastocistos (inicial,maduros,expandidos,en eclosion,y eclosionados ), y en ovejas con
embriones de menor desarrollo.

Grupo n Media + E.E

- (ng/mi)
Con Blastocistos 5 7.79+0.52a
Sin Blastocistos 10 493+031 Db

ab, Diferente literal, en la misma columna, indica diferencia significativa entre tratamientos (P<0.5).
EXPERIMENTO LL.-

El .traiamicnto con ST no afectd en forma global el nimero total de foliculos
antrales (Cuadro XV). Sin embargo las ovejas del grupo tratado presentaron un mayor porcentaje de
foliculos de mas de 2 mm de didmetro, mientras que las ovejas del grupo testigo presentaron un
porcentaje mayor de foliculos menores a los 2 mm (Cuadro XVI). |

En lo que respecta al desa-mollo folicular posterior a la aplicacion de rbST (Cuadro _
XVII), no se encontraron diferencias en el diametro folicular ni en las concentraciones de estradiol’
folicular a las 24 h después de aplicado ¢l tratamiento.

A pesar de que la intervencion quirirgica se efectu6 a las 24 hrs de haberse aplicado el
tratamiento, se et;contraron evidencias de que varias de las ovejas ya habian ovulado, sobretodo en
.el grupo tratado. El 45.45% de las ovejas fjel grupo tratado presentaban cuerpos hemorrégicos,
micntras que solo s presenté ur 18.18% en las ovejas testigo, aungue la diferencia no fue
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estadisticamente diferente. Lo anterior hace suponer que la rbSt podria haber adelantado tanto el

proceso de ovulacién.

Cuadro XV Numero de foliculos presentes & las 24 h después de Ia aplicacién de ST al momento del celo,

en ovejas. .
Grupo n Tolal X 2EE J

Testigo 11 46 418+0.64a

Tratadas 11 35 318061 a

ab, Diferente literal, en la misma columna, indica diferencia significativa entre tratamientos (P<0.5).

Cuadro XV] Poblacién de  foliculos independientes y dependientes de gonadotropinas presentes.a las 24 hrs
stcelo en ovejas testigo v tratadas con thST al momento del celo.

Grupo -n Total Independientes (< 2mm) Dependientes (>2mm)
(n) (%) (n) (%)

Testigo 11 46 20 4347 a 26 56.52a

Tratadas 1t 35 6 17.14b 29 8285b

ab, Diferente literal, en la misma columna, indica diferencia significativa entre tratamientos (P<0.5).

Cuadro X V1l Comparacién del Digmetro folicular y concentraciones de estradiol folicular en ovejas tratadas
con rbST al inicio del celo y evaluadas 24 horas después.

Grupo ' n Diametro Estradiol
Xt EE ng/mi!

Testigo n 391+064a 655+456a

Tratadas 11 3.16+0.56a 77.5+556a

Las diferencias entre tratamientos no son significativas (P>0.05).

" Cuadro XVIII Namero de cuerpos hemorragicos encontrados a las 24 hrs. postratamiento y los porcentajes
de ovejas que ovularon. ' :

Grupo n Cuerpos Luteos . Porcentaje de

Totales Media +E E Ovulacion
Testigo 1 2 0.18+0.12a 18.18 a :
Tratadas 11 9 0.812037a 4545a

Las diferencias entre tratamientos no son significativas (P>0.05).

28




DISCUSION

EFECTOS DE LA SOMATOTROPINA SOBRE LA PRODUCCION DE PROGESTERONA

Uno de los efectqs més relevantes de la rbST en este trabajo fue el eumento de la
progesterona durante los primeros 6 dias postratamiento, lo que reafirma la capacidad'de la
1bST para aumentar las concentraciones circulantes de progesterona cuando es aplicada al inicio
del celo o 1a fase lotea temprana (Lucy ¢t 8] 1994; Morales ¢1 al 1994).

Parte de este incremento en la concentracion circulante de progesterona se debié a que la rbST
mantuvo un mayor namero de Cuerpos liteos (cl's).

Esta maybr prevalencia de los cl's al momento de la laparotomia, puede ser el resultado de

varios cambios tanto a nivel del desarrollo folicular como en el propio cuerpo luteo funcional.

EFECTOS DE LA rbST SOBRE EL DESARROLLO FOLICULAR PERIOVULATORIO

En el experimento I1, en el cual se evaluaron los efectos de la rbst durante las primeras 24 h
mﬂﬁores 8 su administracién en ovejas que no habian sido superovuladas no fue posible encontrar
una alteracién en el didmetro promedio de los foliculos, ni en las concentraciones de estradiol
presentes en el fluido folicular; sin embargo la administracion de rbst si modiﬁcc;) la coxﬁposicic’gn de
la poblacién folicular de acuerdo a su diametro externo, incrementando el niimero de foliculos
dependientes de gonadotropinas (< 2mrri) y reduciendo a la vez la poblacién de foliculos no
dependientes de gonadotropinas (> 2mm). Resultados similares encontraron Gong et al 1996 al

aplicar-12.6 mg de rbST a partir del dia S hasta €l 12 del ciclo estral en ovejas.

" El tratamiento con ST no logrd afectar el nimero total de foliculos antrales (344 £ 2.6 n= 9

vs 31.31 14 n=7, p20.2), pero si modifico la poblacién de foliculos de 2.1 - 3.0 mm (9.2 £ 0.7
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v 13.8 1 1.1 p =0.02) y la poblacién de 3.1 - 4.0 mm. tendi6 a ser mayor (p=0.09), y se redujo Ia
de 1.0 - 2,0 mm (p- 0.07).

Este efecto de la rbST sobre el desarrollo folicular, posiblemente se debe a un incremento en
la visbilidad de los foliculos dependientes de gonadotropinas, que previamente habian sido
estimulados por la FSH (endbgena), y por un incremento de los foliculos que responden a las
gonadotropinas , tanto por Is estimulacién previa de la FSH como por 1a accién de la misma rbST
(Gong et al 1993), la cual a su vez promovié su maduracién conjuntamente con una posibie
amplificacidn de la accion de la FSH sobre ef foliculo (Herrler gt al 1994).

Es posible que esta acciéon  de la rbst sobre los foliculos no sca directa, ya que no s¢  han
encontrado receptores para esta hormona dentro de los foliculos (Lucy ¢t al 1993 b), los cuales
poseen cantidades considerables de estrogenos, que podrian estar inhibiendo la expresién del gen
que codifica e! receptor para la hormona del crecimiento (Domene et al 1992), 'ya que al
luteinizarse parcialmente la pared de los foliculos se logra 1a expresion de este receptor. -

Es poco probable que los efectos de la rbst sean mediados por un incremento de las
concentraciones circulantes de las gonadotmpinas.(Schemm Lgl, 1990). Gong et al 1996 no
encontrd que la tbST modificara las céncenu'aciones globales promedio de FSH y LH entre el 5 al
12 del ciclo estral de la oveja .

De lo anterior se de§prcndc que la tbST estimula el desarrollo folicular por mecanismos
indirectos que modulan la accién de las gonadotropinas en las células foliculares, (Campbell et
! 1995). |

Varios autores han encontrado que la tbST al aplicarse en bovinos, eleva considerablemente los
niveles de IGF-I (Stanko ct &l 1994, Herrler et al 1994, Tanneta et al 1995 Gong et 8l 1996). En
ovejas se ha e;icontmdo que la secrecion de IGF-! varia con las fases del ciclo estral, teniendo su
mayor produccion en la fase folicular (Ekery et al 1994), Para confimar el posible efecto de los

IGF-, sobre e} desarrolio folicular en la oveja, Campbell ¢t al 1995 trabajaron con ovejas en las

30




cuales se autotransplantaron los overios para determinar los efectos jp vivg de una infusién de un
anélogo dc¢ IGF-1 que fuc modificado en su biocactividad para reducir su afinidad & las protcinas
ligadoras de IGFs, y encontraron como resultado un agudo y prolongado estimulo en la
produccion de esteroides ovéricos, indicando con esto que los 1GF-] pueden actuar jn_yivo para
aumentar 1a produccién de hormonas por los foliculos dependientes de gonadotropinas . Lo anterior
s¢ ha visto reforzado por trabajos recientes de Gong ¢t al 1995 quién al trabajar con ovejas a las
cuales se les suprimi6 la secrecién de gonadotropinas endbgénas, por medio del tratamiento con
un agonista de GnRh, obtuvieron una mejor respuesta en ¢l desarrollo folicular en las ovejas
tratadas con rbST, confirmando que este efecto sobre el ovario se deba posiblemente a la accion
de los IGFs, sobre el ovario y no sobre la hipéﬂsis.

En estudios in vitro de los efectos de los IGF-T sobre la diferenciacién y proliferacion de las
células de la granulosa de bovino, se observé que fos Igf-! modifican la produccién de esteroides
estimulada por 1a FSH (Spicer y Echternkamp, 1 995).

Ademis de los factores anteriormente mencionados, la rbST puede estar afectando ¢l desarrollo
folicular al modificar las concentraciones pcnféncas de ciertas hormonas metabélicas, como la
Somatotropina (ST) e Insulina, ademas de los propios IGF'S. Gong et al 1996 encontré una
correlacion entre el promedio global de las concentraciones circulantes de la somatotropina, insulina
e Igf-l y- el incremento en el didametro folicular en la oveja.

Aunado al mayor desarrollo folicular, en el grupo tratado del cxﬁcn‘memo II se encontré que al
momento- de la laparotomia vanas ovejas ya presentaban cuerpos luteos de una conformacion
completa & pesar de que dicha laparotomia se realizé tan s6lo 24 h después del inicio del estro. Esto
pé)dn'a significar que por efecto de la rbst las ovulaciones ocurrieron anticipadamente y/o el proceso

de luteinizacion ocurrid mas rapidamente.
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rbST Y LA TASA OVULATORIA .-

En diversos estudios en los que sc ha aplicado 1a rbst al momento de la inscminacion en bovinos
(Herrler ¢t a] 1994), o e! Gltimoe dia de la superovulacién en la oveja (Cognic_gt 8] 1992), no sc ha
logrado incrementar la tasa ovulatoria. En vacas 'lochcras, ¢! aumento en la tasa ovulatoria solo se ha
visto cuando la rbst es aplicada con un minimo de 72 h. antes del inicio del tratamiento
superovulatorio (Keuhner et al 1993), ya que este es ¢} tiempo minimo requerido, en ¢l bovino, para
que la rbst aumente el nimero de foliculos antrales susceptibles a las gonadotropinas (Gong et al
1993).

A diferencia de los trabajos anteriormente mencionados, 1a aplicacién de rbst a las ovejas en el
presente trabajo fue al momento de la aparicion del celo lo cual sugiere la posibilidad de que en tan
s6lo 24 h la rbst, logré estimular un mayor crecimiento folicular en la oveja superovulada, lo que dié
como resultado una mayor tasa ovulatoria. Sin embargo, cabe aclarar que la contabilizacién del
némero de cuerpos liteos se realizd hasta el dia 6 postinseminacién y que en varias de las ovejas
testigos se detectaron cuerpos lateos con regresién prematura, dctcrminad;';l a través de la medicion
de las concentraciones circulantes de proges.térona, por lo que el namero de cls al momento de la
laparotomia pudo estar influenciado mas por la desaparicion de estructuras debido a la lutedlisis
prematura. Esto parece confirmarse por el hecho de que si solamente se toman en cuenta aquellas
ovejas que no presentaron lutedlisis prematura, ¢} nimero de cuerpos liteos es similar en ambos
grupos.

Por lo anterior es posible que mas que modificar la tasa ovulatona, la rbst logré mantener la
viabilidad funcional de los cuerpos luteos, evitando de alguna manera la regresion prematura en las

ovejas tratadas.
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FUNCION LUTEA Y PRODUCCION DE PROGESTERONA

Algunos autores han informado que la rbst estimula el crecimiento y la funcion del cuerpo luteo
(Lucy_¢t al 1994 8), lo cual se reflcja en un mayor peso de los cls en las ovejas y vacas tratadas
(Juengel ¢t al 1994, Lucy et al 1992, Lucy et al 1993a). Fl efecto estimulatorio de la rbST sobre el
pesoy la esteroidogénesis del ¢l se asume que puede ser producido por varias vias.

La primera posibilidad es que Ja hormona de crecimiento estimule la conversidn de céiulas
liteas pequefias en células liteas grandes durante el desarrollo del cuerpo luteo.

En rumiantes se ha encontrado evidencia tanto mdrfolbgica (Cran 1983), como inmunolégica
(Alila y Hansel, 1984), que apoya la posibilidad de que las células luteas pequedias, sometidas a
ciertos estimulos hormonales pueden convertirsc en células liteas grandes. Asi, Farin 1988,
al aplicar 300 U.1. de LH por 2.5 dias, durante la fase hitea temprana en ovejas, logré incrementar
1a proporcién de células grandes sin afoctar ¢l tamafio de las células tanto grandes como pequedias.

Se piensa que la rbst podria lograr este mismo efecto- de redistribucion de las poblaciones
celulares mediante la modificacion de los patrones de secrecion de la LH, lo que provocaria un
incremento en la produccion de progestcrona_a] aumentar la proporcion de las células que la
producen en mayor cantidad (Lucy et al 1994b). La eﬁdcncia sobre la capacidad de la rbST para
modificar los patrones de secrecion de LH es controversial, ya que en tratamientos largos de rbST
€n vacas ﬁo se han encontrado diferencias en las concentraciones de LH (Hall et al 1994), excepto
en su frecuencia de secrecidén durante la primera fase folicular (Schemxﬁ etal 1990).

Otra posibilidad es que la rbst estimula directamente la funcion esteroidogénica de las células
i&tcas. Estudios inmunohistoquimicos y analisis de¢ acido nucleico del ovario bovino, han
demostrado que la mayor cantidad de receptores para la somatotropina sc encuentran en el CL, y
principalmente en las células grandes, careciendo de los mismo las células pequefias {Lucy et al

1993). La significancia fisiolégica de la presencia de receptores para somatotropina en las células
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grandes parece no estar directamente relacionada con el aumento de la sintesis de progesterona, ya
que estudios jn vitro han demostrado que ésta no aumenta después de exponer las células hitcas
de bovino a 1a somatotropina (Hanse! gt 5! 1988) sin embargo s¢ ha observado que la somatotropina
auments Ia_ sintesis de proteinas en células ovéricas de hamster (Emtner ¢t al 1990), lo que tal vez
tenga como finalidad aurnentar la cantidad de enzimas que intervienen en las diferentes fases de la
sintesis  de esteroides ovéaricos, sobre todo de la encargada de transformar el colesterol a
pregnenolona, la enzima 20-22 desmolasa (P450), y la que transforma de pregnenolona a
progesterona, la 3% hidroxiesteroide deshidrogenasa (3 RHSD). Juengel ¢t al 1994, tratando de
determinar si [a Somatotropina es requerida para el desarrollo liteo normal en la oveja,
hipoﬁsectonﬁzé 16 ovejas en el dia 5 del ciclo estral y aplico en forma indcpcndicme o combinada
lh y somatotropina, y evalué su efecto sobre la conccmraciénr de progesterona, peso liteo y
concentracion de RNAm que codifica para P450 y 38-HSD, obteniendo como resultado que la
aplicacién sola de ST aument6 a un nivel intermedio las concentraciones de P450 y 33-HSD.

Una tercera posibilidad es que la rbst por su capacidad de influir en el metabolismo de los
cmbohidratos y sobre todo en el de los lipidos, podria modificar las concentraciones de algunos
sustratos necesarios para la sintesis de esteroides en las células‘lﬁteas, como por gjemplo las
Lipoproteinas. Estudios in vitro han demostrado que ademas de usar las Lipoproteinas de Alta y
Baja Densidad (HDL y LDL) para incrementar la produccion de progesterona (Wiltbank et al
1994), las células lateas las .utilizan para multiples procesos celulares, como la modulacion de la
produccidén diferencial de IGF-1 por las células pequefias y grandes, asi como para csﬁnular la
proliferacién celular de las células liteas pequefias esteroidogénicamente inactivas, y para el
mantenimiento de las células grandes esteroidogénicamente activas (Boa et al 1994, Boa et _al
1994b ). Burke et al 1994, al evaluar el efecto de la infusion de lipidos en la oveja durante la fase
media o tardia del diestro, observé que se produjo un incremento en las concentraciones séricas y

totales de progesterona y colesterol.
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Una cuarta posibilidad es que los efectos de la hormona del crecimiento sobre el cuerpo liteo
scan mediados por la scric dc factores dc crecimiento  que son producidos tanto & nivel ovérico
como hepético, poco tiempo después de la adminitracién de la rbST (Lucy ¢t al 1994), los cuales
pueden afectar las funciones de los diferentes tipos celulares que constituyen e cuerpo liteo
maduro (células liteas grandes, células liteas pequefias, células endoteliales, fibroblastos, y
células inmunes).

El efecto de los diferentes factores de crecimiento sobre la produccién de progesterona varia
de acuerdo a la fase de desartollo del cl, por lo que en la etapa temprana tienen una influencia
notoria los factores de crecimiento TGF, EGF (Murray et al 1994) ¢ 1GF-1 (Breen ¢t al 1993) y
tanto en las etapas intermedias como final la mayor infiuencia es del IGF-1 (Breen_et al 1994).

El cuerpo liteo, al igual que la glandula mnman'a, es de los 6rganos mas imigados (Wiltbank,
1994), sus vasos sanguineos son de naturaleza fenestrada, y tienen una gran superficie de contacto
con las membranas plaméticas de las células luteas (60%), lo que favorece el facil intercambio de
proteinas y hormonas entre las células Hiteas y la corriente sanguinea.

Con base a lo anterior, es posib!é que el efecto angiogénico y de aumento en el flujo sanguineo
{35%), que se observa a nivel de la glindula mamaria en las vacas lecheras tratadaé con bST
(Davis_et_al 1988), también sucedan en el cuerpo luteo, lo que implicaria un mayor aporte de
nutrientes y sustratos para la sintesis de esteroides, asi como un posible aumento en el peso del

cuerpo létéo Ademas del posible cambio en la coloracion.
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rbST Y LA REGRESION LUTEA TEMPRANA.

Un alto porcentaje de ovejas del grupo testigo (40%) presentaron lutedlisis prematuras durante
los dias de muestreo, sin embargo ninguna de las ovejas que recibi6 el tratamiento de rbst presentd
declinacion en sus concentraciones cjrculamcs de progesterona.

Se ha sugerido que los cls de vida corta resultan de un incremento en la estimulacidn
estrogénica del mecanismo de lutedlisis durante la fase litea temprana, y que la lutedlisis prematura
se previene al suprimir la secrecién de estradiol (Beard et al 1994).

Por otro lado se ha observado que a las vaquillas que presentan un Cl maduro y se les
administra rbst presentan un retardo en su luteélisis (Lucy et al 1994b).

En las vacas se ha observado que la insulina es un estimulador potente y eficaz de la produccion
de estradiol . Este efecto esttmulatorio sobre las células de la granulosa puede ser inhibidq tanto en
foliculos pequefios como grandes, cuando hay la presencia de altos miveles de IGF 1y II (Spicer ¢
2] 1995). En vaquillas tratadas con rbst por 21 dias, se encontré que incrementaron hasta un 70 %
mas los niveles plasméticos de 1GF-1, y a la vez s¢ redujo la concentracion de estradiol circulante
hasta un 30% (Lucy et a! 1994).

| Por .lo anterior, es posible que el efecto estimulatorio de la rbst sobre la produccion de IGF-1
produjera colateralmente una reduccién en las concentraciones de estradiol, y por lo tanto no se
desencadenara tempranamente la liberacion de prostaglandinas por parte del utero.

Otra posibilidad es que la cantidad de tejido ll'lteo' se haya incrementado por accioén de la rbST,
con el consecuente incremento en la produccidn de progesterona (Lucy et al 1994b). Dado que los
receptores para rbST en el cl se encuentran principalmente dentro de las células grandes se cree que
la rbSt puede causar una remodelacion o r;:arreglo de la distribucion de las células grandes y
pequefias, lo cual podria alterar ¢l proceso de lutedlisis. Esto se explicaria ya que las células
pequeiias son las que iniciarian la lutedlisis, mientras que la mayor poblacién de las células grandes

podria afectar y hacer mas tardia la lutedlisis.
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Otra de las posibles vias por las que el namero de regresiones liteas se pudo haber reducido en
¢l grupo tratado, ¢s quc al modificarsc las relaciones entre las poblacioncs de células grandes y
pequefias  posiblemente también se hayan modificado sus mecanismos de comunicacién y
regulacién metabdlica, tanto intra como intercelulares. Estudios de perifusién en cultivos celulares
de células luteas grandes y pequefias, para conocer los sistemas de comunicacion intercelulares en el
cuerpo liteo (Del Vecchio_et al 1994) sugieren que el proceso luteolitico podria involucrar tanto a
las células pequefias como a las gfandcs. Al efectuar la perifusién para que los medios fluyeran
desde las células pequefias hacia las células grandes di6 como resultado que la produccion de
progesterona declinara, mientras que al dingir la perifusion desde las células grandés hacia las
pequetias, la ;;roduccién de progesterona se mantuvo estable.

Esta comunicacién entre células es posible que se realice aun sin que éstas mantengan contacto
directo célula a célula, por lo que se cree que exista a través de una serie de metabolitos, entre ellos
el 4cido araquidénico, ya que al adicionarlo, los efectos inhibitorios sobre la produccién de
progesterona de las células pequeiias sobre las grandes desaparecen. Otro factor que pudo contribuir
s q;lc los IGFs Q'l.le se producen por efecto de la rbST, estimulan la produccion de la enzima
fosfoinositida 3-cinasa (Pl-3cinasa), la cual tiene la capacidad de prcve@ la apoptosis e
incrementar la sintesis de DNA en cultivos de células luteas bovinas  {Davis_et al 1994).

El hecho de que las ovejas con regresion lutea prematura presentaran estructuras luteas ‘
aparentemente normales a la vista al mom-mto de la laparotomia se debe a que la lutedlisis funcionat
generalmente precede a la lutedlisis morfolégica. En otras palabras, cambios morfologicos a nivel
microscopico que se han asociado con la regresion lutea, entre ellos la apoptosis, suceden después
de que se ha presentado una declinacion importante en las concentraciones de progesterona (Juengel

ot al 1993; Raffin ¢t al 1994).
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bST v £1 DESARROLLO EMBRIONARIO

A pesar de haberse encontrado diferencias a favor del grupo tratado en el nimero
| de cls 8l momento de 1a laparatomia, el niimero de estructuras embrionanas recuperadas fue similar,
y por lo tanto el grupo testigo a! tener menor nimero de cls pero igual nimero de embriones
recolectados, present6 una eficiencia de recuperacion embrionaria mayor (73.55 % vs 40.86%
p>0.05. Existe la posibilidad de que un nimero de cls del grupo tratado no se hayan derivado de
ovulaciones, sino de la luteinizacién de foliculos antrales, lo que provocaria que no se derivaran
embriones de ellos (Murray ¢t al 1994; Mogoffin y Weistman, 1995). Normaimente los foticulos
primordiales presentan células de ia granulosa que conforme proliferan empiezan a ser activas, pero
" no es hasta que alcanzan a tener 3 0 4 capas de células que las células intersticiales tecales (TIC)
expresan los receptores para LH y se diferencian en células esteroidogénicas. Se c;'ee que los IGF-1
pueden estimular esta diferenciacion en foliculos preantrales y provocar que s¢ hagan responsivos a
ia LH (Mogoffin ¢t al 1995).Esto podria explicar por que en el segundo experimento la rbst no
modificd la tasa ovulatoria pero si se cﬁconlré una fuerte tendencia a un mayor nimero de cls
formados a un tiempo mas temprano

Otra posibilidad es que el transporte y desarrol]o. de los 'embriopcs se hubiese alterado, y por
lo tanto se desfasara del dia de la recoleccién, encontrandose en consecuencia un menor numero de
embriones el dia de} lavado. Esto es apoyado parcialmente por el hecho de que el dia del lavado,
que corresponde al dia 6 postservicio, se encontraron zonas pelucidas sueltas, las cuales se suponen
son vestigios de los embriones que normalmente eclosionan hasta el dia 8 o 9 postservicio
(Guillo.mot 1995, Wintenberger y Claude 1990). |

Con respecto al desarrollo embnionario, 1a rbst logré incrementar la tasa de desarrollo de los
embriones como lo demuestra ¢l hecho de! mayor niimero de blastocistos en estado avanzado en el

grupo tratado. Este cfecto en ¢l desarrollo embrionario puede deberse a cambios fisiologicos en el
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medio donde sc desarrollan los embriones, especificamente en el oviducto (Kerbler gt gl 1994). Es
ampliamentc conocido que las células dc! oviducto por si solas, tiecnen un cfocto benéfico sobre cl
desarrollo embrionario, ya que los embriones cultivados en medios simples presentan un desarrollo
retrasado en comparacién con los cultivados en medios suplementados con co-cultivos de células
oviductuales (Kincy ¢t al 1994;1.0ng et al 1994; Rexroad ¢t al 1991)

Por otro lado, sc ha encontrado que en vacas ciclando y conejas gestantes, en el tiempo en que
el embrién transita por el oviducto, este secreta niveles elevados de factores de crecimiento, sobre
todo de IGF-1 (Kerbler_et al 1994; Kincy ¢t al 1994) y a su vez los embriones de diferentes especies
entre cllas las ovejas, ya presentan receptores y ligandos para los factores de crecimiento 1GF-LIGF-
I, TGF-a, bFGF, TGF-B, Insulina (Heyner et al 1993; Watson et al 1994; Forcier et al 1994; Shi et
al 1994), por lo que es probable que exista un circuito paracrino entre ¢l epitelio del oviducto y cl_
embrién ovino.

Los principales efectos de los factores de crecimiento sobre el desarrollo embrionario temprano
han sido evaluados in_vitro al ser adicionados al medio de cultivo, y midiendo algunas
variables,como vias anabdlicas, tasa de division celular o la tasa de desarrollo. De esta manera se ha
encontrado que los IGF-1 ¢ IGF-II logran incrementar la sintesis de proteina, afectando asi la
proliferacion celular e incrementando la tasa de formacién de blastocistos ( Harvey y Kaye 1988,
H;zrvcy et al 1991, Schultz ¢t al 1996). Otro factor de crecimiento importante es el TGF-a ya que
tiene la capacidad, ademis de acelerar el desarrollo embrioﬁario, de estimular la cavitacién y
exp@én del blastocele (Larson ¢t al 1992) y junto con los EGF pueden incrementar la proporcion
de blastocistos eclosionados de 1a zona pelucida (Watson et al 1994),

Ademis de la influencia directa de los factores de crecimiento sobre €l mayor desarrolio
embrionario en el grupo tratado, es facﬁbie que las altas concentraciones de progesterona circulante,
pudiesen haber contribui&o también en el desarrollo de los embriones, como lo demuestra el hecho

de que las ovejas que produjeron blastocistos, en cualquiera de sus fases de desarrollo, produjeron
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cantidades superiores de progesterona que las que no produjeron blastocistos. ks factible que al
incrementar las concentraciones de progestcrona matcrna s¢ pucda proveer de un mejor ambiente
para ¢l desarrollo del embrién (Zheng ¢t al 1994), ya que existe una relacién entre la viabilidad del
embrién, medida por su capacidad de sintesis de Interferén-t y por lo tanto su capacidad dc
respuesta en el momento del reconocimiento matemno de la gestacion, y la concentracion de
progesterona materna (+=0.593 p=0.0006) (Kerbler ¢t al 1994). Este posible efecto benéfico de la
progesterona materna sobre el desarrollo embrionario es posifale que sca a través de otros elementos
como los factores de crecimiento, ya que en la ratona se ha encontrado que al administrar
progesterona durante ¢l periodo de preimplantacién en el dtero se logra la expresion del gen para los

Igf-1 (Kapur et al 1992), y se regula 1a expresion del receptor para el EGF (Das et al 1994).
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CONCLUSIONES

Se concluye que la administracién de rbST en el dia de la inseminacion de ovejas
superovuladas, provocd un gumento en las ccrnccmracioqcs promedio de progesterona circulante.
Este aumento parece ser debido principalmente a una disminucion en la incidencia de regresion
prematura del cuerpo liteo, aunque no se descarta una posible estimulacion del desarrollo o funcion
litea. La administracién de rbST estimulé el desarrollo embrionario, Jo que puede deberse a las
mayores concentraciones de progesterona en los animales tratados, o bien a efectos de la rbst sobre

el embnén o sobre la produccion oviductal de factores de crecimiento.
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