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RESUMEN

Efecto de la administracion de bST cinco dias antes del retiro de la esponja de FGA en
el desarrollo embrionario temprano de ovejas superovuladas. Montero PA, Hernandez-
Cer6n J, Aréchiga FCF, Valencia MJJ. Se prob¢ la hipétesis de que la administracion de
bST incrementa las concentraciones plasmaticas de IGF-I, insulina y progesterona,
mejorando el desarrollo de los embriones en ovejas superovuladas. Se sincronizd el estro de
ovejas de la raza Pelibuey y Suffolk ( n = 32), con esponjas con FGA y se superovularon
con FSH. Cinco dias antes de retirar el progestdgeno, al grupo bST (n = 16) se le administré
por via subcutdnea 125 mg de bST (Lactotropina™, Laboratorio Elanco). El grupo testigo
(n = 16) recibié 1 ml de solucién salina fisiol6gica en lugar de bST. Se detect6 el estro cada
2 h y a las hembras se les dio monta con un semental de la misma raza cada 8 horas,
mientras estuvieron receptivas. El dia 6.5 del ciclo (dia 0 = dia de la monta) los embriones
se colectaron mediante laparotomia media ventral. Los embriones se evaluaron mediante
microscopia estereoscopica, se fijaron en paraformaldeido al 4 % en PBS y se determind el
nimero de células mediante la tincién con Hoechst 33342. En 8 animales de cada grupo se
colectaron muestras de sangre a partir del dia de la inyeccién de bST hasta el dia de la
coleccion embrionaria. Se determinaron las concentraciones plasmaticas de IGF-I, insulina
y progesterona. El porcentaje de ovocitos fertilizados, embriones transferibles, en estado de
morula y blastocisto se compararon entre grupos mediante una regresion logistica. El
nimero de células tefiidas de los embriones en estado de blastocistos se compararon entre
grupos utilizando un Andlisis de Varianza. Las concentraciones de IGF-I, insulina y
progesterona se analizaron por medio de un andlisis de varianza para mediciones repetidas
por el procedimiento Mixed (REML) del paquete estadistico SAS (SAS, 1988). El
porcentaje de 6vulos fertilizados fue mayor (P<0.001) en el grupo bST (85.7) que en el
grupo testigo (62.0), el porcentaje de embriones transferibles fue similar (P>0.83) en ambos
grupos (bST = 88.5 vs testigo = 87.5); sin embargo, una proporcién mayor (P<0.001) de
los embriones alcanz6 la etapa de blastocisto en las ovejas tratadas con bST (77.6) en
comparacion con las testigo (48.5), asimismo, los blastocistos de las ovejas del grupo bST
tuvieron méas células (88.9 + 3.7) que los blastocistos del grupo testigo (76.1 £ 3.7 ) (P
<0.009). Las concentraciones de IGF-I e insulina fueron mas altas (P <0.001) en las ovejas
que recibieron bST que en las ovejas del grupo testigo y las concentraciones de
progesterona fueron similares entre grupos (P>0.49). Se concluye que la inyecciéon de bST
cinco dias antes del retiro del progestageno increment6 el porcentaje de 6vulos fertilizados
y la proporcién de embriones que alcanzaron la etapa de blastocisto, lo cual se asocié con
un incremento de las concentraciones de IGF-I e insulina.

Palabras clave: Somatotropina, blastocistos, fertilizacion, ovejas, IGF-I, Insulina.



ABSTRACT

Effect of the treatment with bST five days before the end of progestin synchronization
increases the proportion of blastocyst in the superovulated ewe. Montero PA,
Hernandez-Cer6n J, Aréchiga FCF, Valencia MJJ. In this study, we tested the hypothesis
that a single dose of bST 5 days before the end of progestagen treatment increases the
proportion of fertilized oocytes and embryo development in superovulated sheep. Thirty
two Pelibuey and Suffolk sheep were used. Estrus was sinchronised using vaginal sponges
impregnated with FGA (Chronogest, Intervet, México) during 9 d and superovulation was
performed with FSH. Five days before the end of progestagen treatment half of the sheep
were injected with 125 mg bST (n = 16; Lactotropina®, Laboratorio Elanco) or saline
solution (control; n = 16). Estrus was detected every 2 h and estrous ewes were mated with
a fertile ram every 8 h whilst in estrus. Embryos were recovered on day 6.5 of the cycle
(estrus = day 0) by mid-ventral laparotomy. Embryos were assessed microscopically and
fixed in 4% paraformaldehyde. They were stained with Hoechst 33342 an their cells
counted. In addition, blood samples were collected from 8 sheep per group, starting on the
day of bST treatment and ending on the day of embryo recovery to determine IGF-I, insulin
and progesterone plasma concentrations. Proportions of cleaved and transferable embryos
in the morula and blastocyst stage were compared between groups by logistic regression.
Cell number was analyzed by ANOVA and IGF-I, insulin and progesterone plasma
concentrations by repeated measurements ANOVA. The proportion of cleavage was greater
(P<0.001) in the bST (85.7%) than in the control group (62.0%) Percentage of transferable
embryos were similar between females of the bST and control groups (P>0.83; bST = 88.5
vs control = 87.5). However, the proportion of embryos reaching the blastocyst stage (bST
=77.6% vs. control = 48.5%) and the number of cells within the embryos (bST = 88.9+3.7
vs. control = 76.1+£3.7) were higher (P<0.01) in the bST treated sheep. Plasma
concentrations of IGF-I and insulin were higher (P <0.001) in bST treated females. No
differences were observed in progesterone concentrations (P>0.49) between groups of
animals. It is concluded that bST treatment before the end of the progestagen treatment
increases the proportion of fertilized ova and the rate of embryos reaching the blastocyst
stage in the superovulated sheep. This response is associated with an increase in IGF-I and
insulin concentrations

Key words: bST, blastocyst, cleavage, sheep, IGF-I, Insulin.



1. INTRODUCCION

La muerte embrionaria temprana es la principal causa de las pérdidas de gestaciones en los
animales domésticos. En la oveja se ha observado que entre el 20 y el 30% de los
embriones mueren en los primeros 13 dias postfertilizacion (Nancarrow, 1994). En los
bovinos la administraciéon de bST al momento de la inseminacién ha favorecido la
sobrevivencia embrionaria y el porcentaje de concepcién (Moreira et al., 2000; Morales-
Roura et al., 2001; Santos et al., 2004). Asimismo, en ovejas superovuladas el tratamiento
con la hormona del crecimiento (bST) incrementa la proporcién de embriones transferibles
(Cognie et al., 1992; Folch et al., 2001) y aumenta la proporcién de embriones en fases
adelantadas de desarrollo al momento de la recoleccién (Rosas et al, 1995).
Recientemente, Carrillo et al. (2006) observaron que la administracién de 125 mg de bST
cinco dias antes del retiro de una esponja impregnada con FGA, incrementd la prolificidad
y la fertilidad en ovejas. El mecanismo de accién por el cual la bST mejora la fertilidad y
prolificidad no es claro; sin embargo, las evidencias indican que puede estar relacionado
con efectos directos de la hormona del crecimiento o indirectos, a través del IGF-I, sobre la
maduracion del ovocito, la fertilizacion y el desarrollo embrionario temprano (De la Sota et
al., 1993; Morales-Roura et al., 2001; Moreira et al., 2002%). Asi, en los bovinos la bST y el
IGF-I aumentan la proporcién de ovocitos fertilizados y el porcentaje de embriones que
llegan a la etapa de blastocistos (Izadyar et al., 1998%; Moreira et al., 2002°, 2002").
Ademas, el IGF-I disminuye los efectos negativos de diversos factores ambientales sobre el
desarrollo embrionario (Jousan et al., 2004). Por otra parte, la insulina también favorece el
desarrollo embrionario y aumenta la proporcion de embriones que alcanzan la etapa de
blastocisto (Augustin et al., 2003). En bovinos, después de la administracién de bST se ha
observa un incremento en las concentraciones de insulina (Gong et al., 1993; Gulay et al.,
2004), por lo cual ésta hormona también puede estar influyendo en el mejoramiento de la
fertilidad observada en animales tratados con bST.

Por lo anterior, el propdsito del presente trabajo, fue evaluar el efecto de la inyeccién de
bST 5 dias antes del retiro de la esponja intravaginal con FGA sobre el desarrollo

embrionario temprano de ovejas superovuladas



2. HIPOTESIS Y OBJETIVO
2.1 HIPOTESIS

¢ La administracién de bST incrementa las concentraciones plasméticas de IGF-I,
insulina y progesterona, mejorando el desarrollo de los embriones en ovejas

superovuladas.

2.2 OBJETIVO

e Determinar si la administracién de somatotropina cinco dias antes del retiro de la
esponja intravaginal con FGA incrementa las concentraciones plasmaticas de IGF-1,
insulina, progesterona y mejora el desarrollo de los embriones en ovejas

superovuladas.



3. REVISION DE LITERATURA

3.1 PROLIFICIDAD

La prolificidad o fecundidad se define como la capacidad de una poblacién para producir
descendencia numerosa y se puede expresar como el nimero de crias por parto o crias por
hembra por afio (Devendra y Burns, 1983). La prolificidad es uno de los principales
parametros que determina la eficiencia reproductiva en las empresas agropecuarias
dedicadas a la produccion de corderos. La prolificidad es determinada principalmente por

la tasa de ovulacion y la sobrevivencia embrionaria.

3.1.1 TASA DE OVULACION

La tasa de ovulacién se define como el nimero de ovulaciones que tienen un grupo de
hembras en un determinado ciclo estral.

La oveja y la cabra se distinguen de los otros herbivoros domésticos, porque son
capaces de tener ovulaciones multiples. El aumento en la tasa de ovulacion se relaciona con
un incremento de la proporcién de partos multiples. En estudios realizados en ovejas se ha
determinado que la prolificidad guarda una relacién directa con la tasa de ovulacién
(Mabhieu et al., 2004), es decir, que las razas que tienen una tasa de ovulacién alta también

tienen una mayor prolificidad.

3.1.1.1 DESARROLLO FOLICULAR

El desarrollo folicular 6 foliculogénesis es el proceso por medio del cual los foliculos
ovdricos crecen y se desarrollan. Comienza con la formacién de foliculos primordiales que
en algin momento de la vida reproductiva comenzardn a crecer hasta ovular, o bien,

sufriran atresia.



En rumiantes se ha estimado que la foliculogénesis dura entre 4 y 6 meses
(Campbell et al., 2003) y que sé6lo el 0.1-0.2% de los foliculos presentes al nacimiento
llegan a ovular (Webb et al., 2003).

En los rumiantes, los foliculos en diferentes etapas de desarrollo se encuentran
alojados en la corteza ovarica. Los foliculos primordiales son microscopicos, representan el
estado mds pequefio e inmaduro de los foliculos. Estan formados por una capa de células
aplanadas que rodea al ovocito. Los foliculos primordiales comienzan su desarrollo bajo el
estimulo de diversos factores intraovaricos y hormonales (McGee y Hsueh, 2000); las
células aplanadas comienzan a dividirse y cambian morfolégicamente para adquirir una
forma cuboidal, dando origen al foliculo primario. Las células cuboidales se multiplican
formando dos o mds capas, ésta estructura recibe el nombre de foliculo secundario. En este
estadio se comienza a observar una capa delgada translicida de mucopolisacaridos que
recubre al ovocito y recibe el nombre de zona pelicida. El foliculo terciario contintia su
crecimiento y cuando llega al estado preovulatorio se conoce como foliculo de Graaf. En
pequeios rumiantes se ha estimado que, independientemente del estado fisiologico en que
se encuentre el animal, en el ovario existen entre 12,000 y 86,000 foliculos preantrales y
entre 50 y 400 foliculos antrales, de los cuales de 10 a 40 son visibles en la superficie
ovarica (Rubianes, 2000).

Para su estudio, el desarrollo folicular se ha dividido en dos etapas: una
independiente de gonadotropinas (basal) y otra dependiente de ellas (ténica). En la etapa
basal se ha identificado un crecimiento lento que dura aproximadamente 130 dias y un
crecimiento rapido que dura entre 25 y 35 dias, en el cual se forma el antro. La etapa ténica

dura de 3 a 5 dias y en ella el foliculo madura completamente (Lindsay et al., 1993).

3.1.1.1.1 Crecimiento preantral

El crecimiento preantral se define como el proceso que sufre un foliculo desde que es
primordial hasta que se forma el antro. Esta etapa ocupa la mayor parte de la
foliculogénesis. Comienza con un reclutamiento inicial (McGee y Hsueh, 2000), en el cual
los foliculos primordiales que se encuentran detenidos en su desarrollo reciben algin tipo
de sefial y comienzan a crecer, mientras que el resto de los foliculos permanece sin

cambios. Se ha propuesto que esta sefial consiste en un estimulo proporcionado por



hormonas metabdlicas y/o factores intraovaricos como la insulina, IGF-I, Factor de
Crecimiento Epidermal (EGF), Hormona anti-Miilleriana (AMH), Factor o Proteina
Morfogénica Osea (BMP-15), Factor de Crecimiento Diferenciante (GDF-9), Factor de
Crecimiento Transformante tipo B (TGF-P), activina, factor kit-C, factor Steel, estrogenos y

andrégenos, entre otros (Fortune, 2003).

3.1.1.1.2 Crecimiento antral

Los foliculos antrales estin compuestos por tres capas diferentes de células: teca externa,
teca interna y granulosa. La teca externa es tejido conectivo que rodea y da soporte al
foliculo. Las células de la teca interna se localizan inmediatamente después de la teca
externa y bajo el estimulo de la LH producen andrégenos. Entre las células de la teca
interna y de la granulosa existe una membrana basal. Las células de la granulosa responden
al estimulo de la FSH y producen principalmente estrégenos e inhibina. Entre las células de
la granulosa existe una cavidad llena de fluido. El crecimiento antral abarca desde la
formacidn del antro hasta la ovulacién o atresia.

Mediante el uso de ultrasonografia se ha logrado determinar que el crecimiento
antral en rumiantes ocurre en forma de oleadas (Ginther y Kot, 1994). Las oleadas
foliculares se presentan atn antes de la pubertad, en etapas tempranas de gestacion, durante
el anestro estacional y a lo largo del ciclo estral. En ovejas y cabras, las ondas foliculares
emergen cada 4 6 5 dias y estdn compuestas por un grupo de foliculos reclutados (cohorte)
de aproximadamente 2 a 3 mm, de los cuales alguno(s) crecerd(n) hasta un didmetro de 4-7
mm de didmetro y ovulardn, mientras que el resto sufrird atresia (Bartlewski et al., 1999).

Entre una ovulacién y la siguiente pueden presentarse entre 2 y 5 ondas foliculares.
El patrén predominante es de 3 ondas que emergen respectivamente alrededor de los dias 0,
6 y 11 del ciclo estral ovino (Rubianes, 2000). Se han reportado algunos factores que
afectan el nimero de ondas por ciclo. Durante la transicién entre el anestro estacional y la
estacion reproductiva los ciclos interovulatorios son mas largos o mas cortos que lo normal
y por lo tanto tienen mas o menos ondas foliculares (Ginther et al., 1995).

Existen cuatro etapas en el crecimiento antral: reclutamiento, seleccidon, dominancia
y atresia. La etapa de reclutamiento se caracteriza por un pico transitorio de FSH seguido

de la emergencia de una cohorte de foliculos (Webb et al., 2003). El pico transitorio de



FSH estimula la proliferacion celular de los foliculos antrales pequeiios, en los cuales se
incrementa la expresion de las enzimas citocromo P450 SCC y citocromo P450 aromatasa
(Garverick et al., 2002).

En la etapa de seleccion, una parte de los foliculos reclutados es seleccionada para
continuar su desarrollo. Dos de las principales acciones de la FSH sobre las células de la
granulosa son la induccién de la actividad de la aromatasa, que conlleva a un aumento en
las concentraciones periféricas de estrégenos, y la induccion de receptores para LH (LHr),
proceso necesario para el establecimiento de la dominancia (Garverick et al., 2002).

Conforme los foliculos seleccionados crecen, producen cantidades cada vez
mayores de inhibina-A y estradiol, las cuales ejercen un efecto inhibitorio sobre la
secrecion de FSH a nivel de la hipdfisis (Bleach et al, 2001). Simultineamente, la
expresion de LHr permite que los foliculos en maduracién reduzcan su dependencia a FSH
y puedan responder a LH. Este mecanismo permite la maduracién folicular en presencia de
concentraciones bajas de FSH, las cuales no pueden soportar el desarrollo de los foliculos
subordinados debido a que estos ultimos no poseen LHr. En ovejas, los foliculos comienzan
a mostrar LHr cuando miden aproximadamente 3.5 mm de didmetro (Campbell et al.,
2003).

Aun no estd claro qué es lo que determina que un foliculo se convierta en dominante
o subordinado. Se ha propuesto que la adquisicién de LHr en las células de la granulosa es
lo que diferencia a los foliculos dominantes de los subordinados (Bao et al., 1997).
También se ha observado que los foliculos dominantes tienen un lecho vascular mas grande
por accion de factores angiogénicos como el Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular
(VEFG), por lo que se ha propuesto que también tienen un suministro mayor de
gonadotropinas con respecto a los foliculos subordinados (Barboni et al., 2000). Por otra
parte, se ha determinado un papel esencial de los componentes del sistema IGF en el
establecimiento de la dominancia. De acuerdo con Nicholas et al (2002), existe una mayor
disponibilidad y accién de IGF-I en los foliculos dominantes debido a que las
concentraciones intrafoliculares de proteinas ligadoras de IGF (IGFBP-2, IGFBP-3 e
IGFBP-4) son menores, lo que indica que la disponibilidad de IGF-I es mds importante que

su concentracion folicular.



La atresia folicular se produce en la mayoria de los foliculos inicialmente reclutados
y ocurre mediante apoptosis de las células somaticas y del ovocito. Aunque se acepta que la
atresia puede ocurrir en cualquier etapa del desarrollo folicular, en estudios recientes se ha
determinado que no se presenta con la misma intensidad en todos los estadios del desarrollo
folicular. La mayoria de los foliculos se vuelven atrésicos en la octava a novena generacion
de las células de la granulosa. Antes de este estado, los foliculos pueden desarrollarse en
presencia de cantidades basales de gonadotropinas, hormonas metabdlicas y factores de
crecimiento. Sin embargo, cuando los foliculos alcanzan la octava a novena generacion de
las células de la granulosa, requieren que las concentraciones de tales hormonas y factores
aumenten (Hirshfield, 1991). Al realizar estudios in vitro, se observé que el porcentaje de
células de la granulosa en apoptosis disminuy6 de 70 al 10% cuando se afiadio FSH e IGF-1
al medio de cultivo. Los resultados del estudio sugieren que la FSH incrementa el
desarrollo de foliculos medianos al suprimir la apoptosis de las células de la granulosa
mediante un incremento en la produccién de IGF-I (Yu et al., 2003).

Estudios recientes han mostrado que tanto en el crecimiento preantral como en el
antral existe un efecto sinérgico entre la accién de los factores de crecimiento y la de
gonadotropinas, que modulan la sobrevivencia proliferacion y diferenciacion de las células
foliculares, y aseguran el crecimiento de foliculos pequefios al aumentar la mitosis de las
células de la granulosa. El crecimiento preantral puede llevarse a cabo aun en ausencia de
gonadotropinas (Espinoza-Villavicencio et al., 2007). Sin embargo, se ha comprobado una
disminucién del reclutamiento inicial de foliculos en ovejas hipofisectomizadas (Dufour et
al., 1979). Un modelo de desarrollo folicular propuesto por Zeleznik (2004) hipotetiza que
la FSH estimula el desarrollo y/o reduce la atresia de foliculos preantrales. Por otra parte,
aunque el crecimiento antral es dependiente de las concentraciones de gonadotropinas,
también se ha demostrado que es influido por la insulina y el IGF-1. La insulina y el IGF-I
pueden actuar incrementando el crecimiento, la sintesis de estradiol y la respuesta a FSH en
células de la granulosa de rumiantes y su ausencia incrementa la atresia folicular (Silva y

Price, 2002).



3.1.1.2 FACTORES QUE DETERMINAN LA TASA DE OVULACION

3.1.1.2.1 Genética

La tasa de ovulacién potencial se controla genéticamente en una determinada especie o
raza, lo cual ha sido promovido por la adaptaciones fisiol6gicas al ambiente (Hunter et al.,
2004) y mutaciones (Juengel et al., 2004).

El proceso de seleccion natural juega un papel importante en las caracteristicas
reproductivas de las diferentes razas. Mediante este proceso se fijan a través de los afios,
caracteristicas que representan una ventaja para la sobrevivencia. Por otra parte, el proceso
de adaptacion a los diferentes ambientes ha propiciado que exista un rango muy amplio en
la tasa de ovulacién y la prolificidad en razas de ovinos y caprinos. En ovejas se han
identificado algunas razas con tasa de ovulacion alta. Estas razas se pueden dividir en dos
grupos. En el primer grupo la seleccion folicular estd determinada por la accién aditiva de
diferentes genes, e incluye las razas Romanov y Finish Landrace, mientras que en el
segundo grupo la tasa de ovulacion estd controlada por un s6lo gen mayor, e incluye las

razas Boorola, Inverdale y Hanna, entre otras (Lindsay and Pearce, 1984).

3.1.1.2.2 Edad de la hembra

En cualquier raza la tasa de ovulacién y, por consiguiente, la prolificidad en las hembras
primalas es baja. Sin embargo, conforme alcanza la madurez, aumenta el nimero de crias.
El pico en la tasa de ovulacién y prolificidad es alcanzado cuando los animales tienen entre
3 y 6 afios de edad y luego declina gradualmente (Jainudeen y Hafez, 1993). En un estudio
realizado en ovejas Rambouillet, la tasa de ovulacion fue de 1.08 para los animales de 2
afos y de 1.66 para los de 5 (Schoenian y Burfening, 1990). La tasa de ovulacién baja en
animales jovenes lo cual evita gestaciones multiples cuando atin no se han desarrollado
completamente y, de esta manera, disminuyen los riesgos que corren la madre y las crias. El
incremento en la prolificidad en animales adultos puede deberse al incremento de la tasa de

ovulacion y/o a la disminucion de las pérdidas prenatales.



3.1.1.2.3 Nutricion

A pesar de que el potencial de prolificidad se determina genéticamente, la tasa de ovulacién
y la prolificidad también son altamente afectadas por la nutricién. Los animales
alimentados de manera 6ptima expresan su potencial genético, en cambio, aquellos con una
nutricion deficiente no la manifiestan. Por ejemplo, la subalimentacion retrasa la llegada a
la pubertad en todas las especies y reduce la tasa de ovulacién en cabras (Mani et al., 1992).
La tasa de ovulacién se ha incrementado manipulando la alimentacién en periodos criticos
de crecimiento folicular. Por lo tanto, es posible incrementar el nimero de crias obtenidas
por parto mediante la implementacion de practicas de alimentacién adecuadas.

En ovejas y cabras la tasa de ovulacion y el peso corporal se relacionan de manera
estrecha. Se ha determinado que la nutricion influye en la tasa de ovulaciéon mediante dos
efectos: efecto estético y efecto dindmico (Coop, 1966). El efecto estético estd dado por el
peso corporal de la hembra al momento de la monta. Se ha observado que cuando las
hembras no alcanzan un peso corporal minimo, el potencial de la tasa de ovulacién no es
expresado. En contraparte, a medida que las hembras sobrepasan el peso corporal minimo,
la tasa de ovulacion deja de aumentar de manera gradual, lo que indica que se ha alcanzado
el potencial genético. El efecto dindmico es ejercido por el aumento del peso corporal
durante el empadre debido a un nivel de alimentacion alto (Lindsay et al., 1993). Bajo esta
situacion, el aumento de peso corporal y la tasa de ovulacidn se correlacionan de manera
positiva, es decir, a medida que aumenta el peso corporal, también lo hace la tasa de
ovulaciéon. Sin embargo, el mayor incremento de la tasa de ovulacién se obtiene en
animales de condicién corporal moderada que se encuentran ganando peso al momento de
la monta (Downing y Scaramuzzi, 1991). En estudios recientes se ha logrado reducir el
flushing a periodos de 4-6 dias (Gutiérrez et al., 2000; Vifoles et al., 2005), e incluso a
una sola administracion cuando se utilizan soluciones glucogénicas (Rodriguez Iglesias et
al., 1996; Martinez, 2004). Debido a esto, se ha propuesto que existe un efecto agudo de la
nutriciéon sobre la tasa de ovulacion (Lindsay et al., 1993), el cual es mediado a nivel
intraovdrico por hormonas metabdlicas y/o factores de crecimiento (Downing et al., 1995%

Muiioz-Gutiérrez et al., 2004).



3.1.1.3 METODOS UTILIZADOS PARA INCREMENTAR LA TASA DE
OVULACION

Con el incremento de la tasa ovulatoria se busca aprovechar la capacidad genética de la
hembra para tener partos multiples de manera fisiologica. Bajo condiciones de manejo
Optimas, los pequefios rumiantes tienen la capacidad de criar de manera eficiente 2 o 3
crias. Sin embargo, los partos multiples de més de 3 crias son indeseables debido a la alta
mortalidad de las crias en los primeros dias de vida. Por otra parte, el aumento de la tasa de
ovulacion también se ha utilizado para aprovechar el potencial genético de las hembras de
alta productividad mediante transferencia embrionaria (Aguilar, 2006). Existen diversos
métodos que permiten incrementar la tasa ovulatoria, entre los que destacan los

nutricionales y hormonales.

3.1.1.3.1 Métodos Nutricionales

Aunque la suplementacién de energia y proteina en la dieta incrementa la tasa de ovulacién
en ovejas (Abecia et al., 1997), las infusiones intravenosas de glucosa también lo hacen
(Downing et al., 1995%), lo que indica que la energia es el principal componente de la dieta
que determina la tasa de ovulacidn en pequeiios rumiantes.

Un incremento en el suplemento de energia puede estimular el desarrollo folicular e
incrementar la tasa de ovulacion en ovejas (Downing et al., 1995%). Este conocimiento ha
sido utilizado de manera préctica, incrementando el aporte energético en la dieta durante
periodos estratégicos para aumentar la tasa de ovulacién, manejo conocido como flushing.

Se han utilizado diversos tratamientos de flushing en ovejas, como la
sobrealimentacién (Vifioles ef al., 2005), suplementacién con grano de lupina (Downing et
al., 1995°), infusiones intravenosas de glucosa y glucosamina (Downing et al., 1995%
Muioz-Gutiérrez et al., 2004), infusiones intravenosas de aminoacidos de cadena
ramificada (Downing et al., 1995 y la administracién oral de soluciones glucogénicas
(Gutiérrez et al., 2000; Martinez, 2004)

El mecanismo por el cual el flushing incrementa la tasa de ovulacién atn no se
comprende completamente, ya que los estudios realizados en bovinos y ovinos, sugieren
que el flushing no altera el patrén de secrecion de gonadotropinas. Sin embargo, se asocia

con un incremento en las concentraciones de glucosa (Gutiérrez et al., 1997%, Downing et



al., 1995%, Vifoles et al., 2005). En un estudio realizado en ovejas cateterizadas en la vena
ovdrica se logré determinar que la glucosa es la principal fuente de energia para el ovario
(Rabiee et al., 1997), 1o que sugiere que el incremento en el suministro de glucosa al ovario
podria ser el estimulo que incrementa la tasa de ovulacion.

La energia en la dieta estimula la esteroidogénesis en los foliculos reclutados y
seleccionados. Las ovejas sometidas a flushing presentan mds foliculos positivos a
aromatasa y concentraciones mayores de estradiol (Mufoz-Gutiérrez et al., 2002). También
se ha observado que hay una mayor cantidad de foliculos reclutados en los animales
tratados (Vinoles et al., 2005).

Una consecuencia fisiologica del incremento de los niveles de glucosa en la dieta es
el incremento de la insulina circulante. Se ha propuesto que la respuesta al estimulo
nutricional es mediada por el aumento de los niveles de insulina, el cual aumenta la
utilizacién de glucosa a nivel ovérico, provocando un incremento de la tasa de ovulacién
(Downing et al., 1995). Algunos estudios han demostrado que los niveles mayores de
glucosa e insulina en sangre se relacionan con una cantidad mayor de foliculos capaces de
responder a la accién de las gonadotropinas (Gutiérrez et al., 1997°, Vifoles et al., 2005).
Asimismo, la glucosa y glucosamina estimulan la capacidad esteroidogénica de los
foliculos mediante un aumento en la actividad del IGF-I. Por otra parte, la insulina tiene un
efecto mitogénico en las células de la granulosa (Gutiérrez, 1997b). Williams et al. (2001),
proponen 3 mecanismos por medio de los cuales la glucosa e insulina pudieran afectar la
funcion folicular 1) Los cambios en la disponibilidad de glucosa alteran la capacidad
esteroidogénica de las células foliculares. 2) Alteracion en la expresion de transportadores
de glucosa en los tejidos ovéricos (mediada por insulina), que incrementa la utilizacién de
glucosa. 3) Los cambios de glucosa e insulina en la circulacién llevan a un incremento en el
consumo de glucosa, que altera la capacidad esteroidogénica y afecta la expresion de
transportadores de glucosa.

La glucosa entra a las células por medio de una gran familia de transportadores de
glucosa (GLUT-1 a GLUT-12). En ovarios de ovejas se han identificado GLUT-1 y GLUT-
4 (Williams et al., 2001). El GLUT-1 se localiza en la membrana plasmatica y GLUT-4 se
encuentra almacenado en vesiculas intracitoplasmaticas de las células foliculares. Se ha

observado que GLUT-1 promueve el uso de la glucosa a nivel basal, mientras que GLUT-4



permite la utilizacién de glucosa estimulada por la insulina mediante la translocacién de las
vesiculas que lo contienen hacia la membrana plasmatica de la célula, lo que resulta en un

incremento en el transporte de glucosa de 10 a 20 veces mas.

3.1.1.3.2 Métodos Hormonales

Gonadotropina Corionica Equina (eCG) y FSH

La administraciéon de Gonadotropina Coriénica Equina (eCG) y FSH son métodos
empleados para incrementar la tasa de ovulacién, ya que ambas hormonas promueven el
desarrollo de los foliculos medianos y grandes (Lindsay, 1991).

Debido a su bajo costo, la eCG es la gonadotropina mads utilizada en los tratamientos
de sincronizacion e induccidn de estros en pequefios rumiantes. La aplicacion de 300-400
UI de eCG en la parte final de un tratamiento con progestagenos para sincronizar estros,
incrementa la tasa de ovulacion y la prolificidad en ovejas (Boscos et al., 2002) y cabras
(Ahmed e al., 1998). Asimismo, la administracion de 1,000-1,500 UI de eCG induce una
respuesta superovulatoria en ovejas y cabras (Trejo, 1986; Saharrea et al., 1998). En las
hembras superovuladas con eCG se observa una mayor proporcién de animales con
regresion prematura de cuerpos liteos y una menor cantidad de embriones transferibles
(Espinosa-Marquez et al., 2004). La eCG es una hormona altamente glicosilada, lo que
provoca que tenga una vida media larga. De esta manera, los efectos gonadotrdpicos de la
eCG se siguen produciendo ain después de la ovulacion e inducen otro reclutamiento
indeseable de foliculos, los cuales producen concentraciones de estrégenos mayores a las
concentraciones fisioldgicas observadas en los primeros dias de gestacion, lo cual afecta
adversamente el desarrollo de los embriones.

La FSH se utiliza menos, debido a su alto costo. Las dosis de FSH generalmente se
expresan en miligramos Armour, que es una unidad de actividad de una prueba bioldgica
equivalente a 10 a 14 nug de FSH pura. Durante el tratamiento para sincronizar el estro, la
aplicacion de una sola dosis de aproximadamente 10 mg de FSH al retirar la fuente de
progestageno, es suficiente para promover el crecimiento de foliculos antrales y garantizar
de manera satisfactoria la fertilidad en el estro subsiguiente (Boscos et al., 2002). Debido a

la vida media corta de la FSH, se han desarrollado tratamientos de superovulacién que



implican la administracion de 6-8 dosis decrecientes, aplicadas a intervalos regulares,
comenzando desde 72-24 h antes de retirar la fuente de progestdgeno.

En ovejas tratadas con FSH hay una mayor eficiencia en la recuperacion de
embriones comparadas con aquellas tratadas con eCG (Chagas e Silva et al., 2003), lo que
se asocia a un menor nimero de foliculos persistentes presentes al momento del lavado. Por
lo tanto, se puede concluir que, la aplicaciéon de FSH requiere de un mayor manejo en
comparacion con la aplicacion de eCG, aunque se obtienen mejores resultados utilizando la

primera.

Somatotropina

La somatotropina bovina es una proteina lineal simple compuesta de 191 aminoécidos y
producida por la hipdfisis anterior (Grodsky 1979), con un peso molecular de 22 kDa. Su
estructura cuaternaria esta formada por 4 hélices y desde el punto de vista funcional tiene 2
dominios, el somatogénico y el lactogénico (Van der Walt, 1994). Aunque existe
especificidad de especie, se ha visto experimentalmente que las hormonas de crecimiento
de algunas especies tienen actividad biolégica en especies diferentes a la propia, como en el
caso de la hormona bovina, que estimula el crecimiento en ratas y ovejas (Bernal 1990).

La somatotropina en forma general actia sobre la sintesis de proteinas,
incrementando la retencion de nitrégeno y de fésforo en el organismo, aumentando el
transporte de los aminodcidos hacia el interior de la célula y estimulando la sintesis de los
acidos nucleicos. Ademas, la hormona del crecimiento estimula la hidrdlisis de los
triglicéridos del tejido adiposo, lo que se traduce en la movilizacion de las reservas de grasa
(McCutcheon and 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 retencion de sodio, potasio, magnesio y cloro (Turner y Bagnara 1976).

Muchos de los efectos metabdlicos de la somatotropina se llevan a cabo de manera
directa, pero otros los realiza de manera indirecta a través de las somatomedinas, las cuales
son producidas principalmente en el higado, por estimulacién de la somatotropina (Lucy,

2000).



Las somatomedinas o factores de crecimiento son proteinas de peso molécular
menor a 30 kDa, las cuales actdan principalmente como hormonas paricrinas o autdcrinas
en diferentes tejidos (Davis et al., 1994).

En los bovinos la mayor parte de los receptores para somatotropina bovina (bST) se
encuentran localizados en el higado, donde la unién de la bST con sus receptores induce la
sintesis y secrecion de factores de crecimiento parecidos a la insulina (IGF). Sin embargo,
los IGF también se producen en el titero y los ovarios (Eckery et al., 1997, De la Sota et al.,
1993). El tratamiento con GH recombinante (bST) en vacas no lactantes y lactantes en
balance energético positivo resulta en mayores concentraciones de glucosa, insulina,
colesterol, bST e IGF-1 en plasma, asi como en un aumento en la produccién lactea (Gong
et al., 1993* Gulay et al., 2004). Se sabe que la administracion de bST en vacas altera la
dindmica folicular. Por ejemplo, en vacas lactando, el tratamiento con bST durante la
primera onda folicular provocé un aumento en el nimero de foliculos de 6 a 9 mm (De la
Sota et al., 1993).

La aplicacién de bST (320 mg) aumenta las concentraciones periféricas de GH
dentro de las primeras 24 horas de la aplicacion (Gong et al, 1993*), y permanecen
significativamente altas durante 7 dias. El incremento en las concentraciones de GH es
seguido a las pocas horas por un incremento en los niveles periféricos de IGF-I, los cuales
se mantienen elevados hasta por 8 dias (Gong et al., 1993). El incremento en el nimero de
foliculos pequefios se detecta aproximadamente 24 horas después del aumento en las
concentraciones periféricas de GH, IGF e insulina (Gong et al., 1993*). Se ha visto que el
tratamiento con bST tiene un efecto sobre el nimero de foliculos medianos y grandes
presentes en cada onda folicular (De la Sota et al., 1993). Con la finalidad de explorar el
posible efecto de la bST sobre la foliculogénesis y la tasa de ovulacién, Gong et al.,
(1993, aplicaron diariamente 25 mg de bST durante 2 ciclos estrales en vacas, y
encontraron que el grupo tratado tuvo concentraciones mds altas de GH e IGF-I que el
testigo durante todo el tratamiento. También detectaron un aumento en la poblacion de
foliculos antrales de 2 a 5 mm y asumieron que esto podria deberse directamente al
aumento en las concentraciones de IGF-I, ya que el tratamiento con bST no tuvo efectos

sobre las concentraciones de FSH, LH, progesterona o estradiol.



Tampoco puede descartarse un efecto directo de la somatotropina en el foliculo, ya
que los tratamientos con bST incrementan las concentraciones periféricas de GH durante
todo el periodo de tratamiento (Gong et al., 1991).

No se ha encontrado un aumento en la tasa ovulatoria en diferentes estudios en los
que se ha administrado bST al momento de la inseminacién en bovinos (Herrler et al.,
1994). Tampoco se encontraron efectos sobre la tasa ovulatoria en cabras tratadas con 100
mg de bST cinco o diez dias antes del retiro de esponjas de acetato de fluorogestona
(Dominguez et al., 2001). En las ovejas poco se ha documentado acerca de los efectos que
la aplicacién de somatotropina tiene en la reproduccion; en observaciones hechas en Nueva
Zelanda se encontré que las ovejas a las que les fue administrada bST (5 mg) diariamente
por 17 dias, tuvieron mayores concentraciones de IGF-I, que se mantuvieron durante el
periodo de tratamiento de bST, pero este incremento no tuvo relacién con la tasa ovulatoria
(Davis et al., 1990). En otro estudio hecho en EEUU con ovejas sometidas a un esquema
superovulatorio a las que se le administré bST (3 mg) diariamente por 13 dias antes del
estro, se observd que tampoco se mejord la respuesta superovulatoria ni la tasa ovulatoria
(Eckery et al., 1994). En otro estudio en el cual se aplicé bST (12.5) diariamente por 7 dias
a partir del dia 5 de la sincronizaciéon del estro, Gong et al., (1996) encontré que el
tratamiento mejord significativamente el desarrollo de los foliculos ovaricos en estados
dependientes de gonadotropinas (2.1 a 3.0 mm), lo que se asocié con un incremento en las
concentraciones periféricas de IGF-I e insulina; sin embargo, tampoco encontraron una

aumento en la tasa ovulatoria.

3.1.1.3.3 Métodos Genéticos

Las razas actuales de ovejas y cabras han sido moldeadas por las adaptaciones fisiolégicas a
los cambios del ambiente y por la seleccion artificial a la que han sido sometidas, lo que ha
ocasionado que los ecotipos se diversifiquen (Cueto et al., 2006). Sin embargo, las
caracteristicas reproductivas como la tasa de ovulacion y la prolificidad, se han basado en
la seleccion artificial que el hombre ha realizado en las diferentes razas, lo que ha
propiciado que dichas caracteristicas sean mayores a las expresadas por sus antecesores

silvestres.



El criterio de seleccion inicial para las hembras se basé en la prolificidad, cuya
heredabilidad es de 0.16 (Gong y Webb, 1996). Sin embargo, los avances fueron lentos
porque esta caracteristica es unicamente estimable en hembras en edad reproductiva que
han concebido y mantenido la gestacion (Waldron y Thomas, 1992).

Posteriormente se determiné que la tasa de ovulacién es la principal variable ligada
a la variacion genética en la prolificidad (Hanrahan, 2003). La seleccion con base en la tasa
de ovulacién ha tenido avances mds rdpidos porque la tasa de ovulacién tiene una gran
variabilidad genética y, ademds, puede ser determinada antes del parto y no depende de la
concepcion ni de la gestacion exitosa (Waldron y Thomas, 1992). El rango de heredabilidad
para la tasa de ovulacion en ovejas va de 0.07 a 0.50, con una media de 0.29 (Lindsay,
1991). La identificacion de genes mayores involucrados en la determinacion de la tasa de
ovulacion ha permitido implementar estrategias de cruzamientos entre los portadores y los
no portadores de dichos genes, dando como resultado un avance genético més rapido

(Davis, 2005).

3.1.2 SOBREVIVENCIA EMBRIONARIA

3.1.2.1 Desarrollo embrionario temprano
Después de su formacion, el cigoto sufre una serie de divisiones mitdticas, proceso
conocido como segmentacién. La primera divisién genera un embrién de dos células, las
cuales son llamadas blastomeros. Los blastémeros sufren divisiones subsiguientes dentro de
la zona pelucida, sin pasar por la fase de crecimiento en cada ciclo celular, lo que provoca
que el embrion siga manteniendo su tamafio a pesar de tener cada vez un mayor nimero de
células. Los blastomeros de las etapas de 2 a 8 células son totipotenciales, lo que significa
que a partir de ellos se puede originar cualquier tipo de célula especializada. Por otra parte,
el material gendmico del embridn se expresa a partir de la etapa de 8 células (Crosby et al.,
1988), lo que quiere decir que antes de ese estado la sintesis de proteinas se lleva a cabo
con el RNA materno y los ribosomas que provienen del ovocito.

Cuando los blastémeros ya no se pueden contar de manera precisa el embridn es

llamado moérula. Las células de la mérula que ocupan la parte externa se compactan mas



que las del centro y se comienzan a separar en dos poblaciones diferentes: células externas
y células internas. El ambiente uterino juega un papel muy importante en este proceso. En
estudios in vitro se ha observado que el aislamiento del embrion provoca trastornos en el
establecimiento de ambas poblaciones celulares (Kaye y Gardner, 1999). Las células
internas desarrollan uniones de hendidura que permiten la comunicacién intercelular,
mientras que las células externas desarrollan uniones tipo estrechas que alteran la
permeabilidad celular. Las células externas de la morula tienen una bomba activa de sodio,
la cual bombea iones de sodio a la porcién central. Conforme la fuerza idnica aumenta
adentro, el agua difunde a través de la zona pelicida, al interior del embrién y comienza a
formar una cavidad llena de fluido (blastocele).

Cuando se detecta la presencia de una cavidad el embriéon es denominado
blastocisto. En el blastocisto se pueden reconocer dos tipos de células: la masa celular
interna y el trofoblasto. La masa celular interna dard origen al embrién, mientras que el
trofoblasto al corion. Conforme el blastocisto crece la zona pelicida se comienza a
debilitar. El crecimiento y la acumulacion del fluido dentro del blastocisto, la produccion
de enzimas proteoliticas por las células del trofoblasto y las contracciones intermitentes del
blastocisto, son factores que incrementan la presion y causan la ruptura de la zona pelicida,

proceso conocido como eclosion o liberacion (Senger, 2003).

3.1.2.2 Factores que afectan la sobrevivencia embrionaria

La sobrevivencia embrionaria es otro de los factores que determina la prolificidad. En
ovejas se ha estimado que solo 70 a 80 % de los 6vulos fertilizados llegan al término de la
gestacion, ocurriendo la mayor parte de las pérdidas embrionarias durante el primer mes
(Hanrahan, 2003). La mayoria de los estudios sobre sobrevivencia embrionaria realizados
en ovejas y cabras se basan en la diferencia individual existente entre la tasa de ovulacion y
el nimero de crias nacidas por hembra.

El desarrollo del embrién depende del potencial intrinseco de este y de un ambiente
uterino adecuado. Dado que el embrién deriva de los gametos, los defectos en la formacién
o desarrollo tanto del ovocito como del espermatozoide pueden disminuir la sobrevivencia
embrionaria. También es probable que ocurra una mortalidad embrionaria debido a defectos

genéticos ocurridos durante etapas muy tempranas del desarrollo (Edey, 1969); sin



embargo, la mayor parte de las pérdidas embrionarias se debe a condiciones ambientales
adversas.

Los principales factores que determinan la sobrevivencia embrionaria son:
genéticos, edad de la hembra, nutricién, tasa de ovulacion, tipo de ovulacién, temperatura,

téxicos y enfermedades.

3.1.2.2.1 Genética

Los embriones genéticamente anormales contribuyen con una proporcidon constante de
pérdidas prenatales. En diversos estudios realizados en ovejas se ha estimado que las
pérdidas embrionarias por anormalidades genéticas pueden alcanzar un porcentaje mayor al
15% (Nancarrow, 1994).

La variabilidad genética para la sobrevivencia embrionaria es muy baja en pequefios
rumiantes. Sin embargo, existen algunas diferencias detectadas entre las diferentes razas, e
incluso, entre las lineas de una misma raza. Se ha determinado que las ovejas Merino con
baja tasa de ovulacion son capaces de albergar una cantidad de embriones igual a la que
albergan las ovejas con alta tasa de ovulacidn, sin que se incremente la mortalidad
embrionaria (Bindon et al., 1971). Por otra parte, el cruzamiento de razas prolificas, como
Finnish Landrace y Boorola, con ovejas menos prolificas, tiene un efecto positivo en la
capacidad uterina de las crias, lo que indica un efecto de cruzamiento (Meyer et al., 1983).

Esto sugiere que las diferencias en sobrevivencia embrionaria, méds que relacionarse
con la tasa de ovulacién, estdn relacionadas principalmente con la eficiencia uterina que

existe entre las diferentes razas y sus cruzas (Michels et al., 1998).

3.1.2.2.2 Edad de la hembra

La edad de la hembra también influye en la sobrevivencia embrionaria. Se ha observado
que las ovejas primalas tienen mas pérdidas embrionarias que las adultas. Al comparar las
pérdidas embrionarias de ovejas primalas y maduras con gestacion simple, se observaron
que estas fueron menores en las ovejas maduras (Kleemann y Walter, 2005). Se han
realizado varios estudios en ovejas para explicar este comportamiento reproductivo. Lane et
al. (1993) compararon el transporte y distribucién de espermatozoides después de la

inseminacion artificial, en ovejas maduras y ovejas de primer y tercer estros. Ellos



recuperaron un porcentaje mayor de espermatozoides de la parte anterior del aparato
reproductor de las ovejas maduras y ovejas de primer y tercer estro. Sin embargo, el
transporte y distribucion de los espermatozoides no parece ser uno de los factores limitantes
que regulan la fertilidad en ovejas primalas. La calidad de los embriones y el ambiente
uterino en ovejas primalas y maduras también han sido evaluados. Los resultados indican
que los embriones de ovejas primalas tienen un potencial intrinseco bajo para desarrollarse
en el dtero de ovejas primalas y adultas. Por otra parte, también se han logrado determinar
condiciones no Optimas en el utero de las ovejas jovenes, las cuales tienen un efecto de
deterioro sobre el embrién (Quirke y Hanrahan, 1977). Por lo tanto, se puede concluir que
la menor sobrevivencia embrionaria en las hembras primalas, se debe a que estas ain no
han alcanzado la madurez plena de los sistemas que controlan la actividad reproductiva vy,

por tanto, son mds susceptibles a padecer pérdidas embrionarias.

3.1.2.2.3 Nutricion

El metabolismo energético del embrién es bajo inicialmente, y depende de la fosforilacion
oxidativa para la generacién de ATP. Durante el desarrollo temprano, el embrién muestra
preferencia por el piruvato como fuente primaria de energia (Leese y Barton, 1984). El
consumo de glucosa y su transformacion a lactato es bajo en las primeras divisiones, pero
se incrementa durante la etapa de mérula. El consumo celular de glucosa es facilitado por
algunos trasportadores. En embriones bovinos se ha detectado la presencia de RNAm que
codifica para los transportadores de glucosa GLUT-1, GLUT-3, GLUT-4 y GLUT-8
(Sinclair et al., 2003). El GLUT-1 y GLUT-3 proveen de una captacién basal de glucosa,
mientras que el GLUT-4 y GLUT-8 proveen de una captaciéon de glucosa estimulada por
insulina. Por tanto, la insulina puede jugar un papel importante en el desarrollo embrionario
temprano, regulando el consumo de glucosa. El incremento en los niveles de glucosa
inducido por la dieta estimula la secrecion materna de insulina. Varios estudios han
demostrado un efecto positivo de la insulina sobre el desarrollo embrionario temprano. La
adicion de insulina al medio de cultivo incrementa la tasa de segmentacion y la proporcién
de embriones que llegan a la etapa de blastocisto, y disminuye la cantidad de cuerpos
apoptoticos en embriones de bovino (Byrne et al., 2002; Augustin et al., 2003). Se ha

sugerido que la insulina actia en los embriones como un factor de sobrevivencia,



bloqueando la apoptosis (Byrne et al., 2002). Sin embargo, se ha observado que las
concentraciones altas de insulina e IGF-1 desencadenan la apoptosis en embriones de raton
(Chi et al., 2000), lo que sugiere que los efectos adversos de las altas concentraciones de
insulina son provocados por la internalizacién de sus receptores, dando como resultado que
se suprima la captacion celular de glucosa estimulada por esta hormona.

Los efectos de la nutriciéon sobre el desarrollo embrionario temprano han sido
abordados en innumerables investigaciones. Se ha observado que los extremos en el plano
nutricional afectan de manera adversa el crecimiento y la sobrevivencia de los embriones
en varias especies.

Los estados de desnutricion comprometen el crecimiento e incrementan las pérdidas
embrionarias (Rhind et al.,, 1989). Un bajo plano de nutricién puede retardar el desarrollo
embrionario, comprometiendo la sobrevivencia del embrién en periodos criticos (Rhind et
al., 1989; Abecia et al., 1997). Aparentemente, las ovejas jovenes y viejas con condicién
corporal baja son més susceptibles a padecer pérdidas embrionarias. En cambio, las ovejas
con buena condicién corporal requieren de un periodo de desnutricién severo para sufrir
una reduccién en la sobrevivencia embrionaria (Nancarrow, 1994).

La sobrealimentacion incrementa las pérdidas embrionarias. Este efecto se ha
tratado de explicar en funciéon del flujo sanguineo hepatico durante los periodos de
sobrealimentacion y la tasa de degradacion de la progesterona circulante. Se ha observado
que el flujo sanguineo hepdtico aumenta en ovejas sobrealimentadas (Bensadoun y Reid,
1962). Parr et al. (1987) hipotetizaron que la disminucién de la sobrevivencia embrionaria
en hembras sobrealimentadas, es causada por los aumentos del flujo sanguineo y la
degradacion hepatica de la progesterona circulante. Otra posibilidad latente es que las altas
concentraciones de glucosa e insulina provocadas por la sobrealimentacion, sean toxicas

para el embrién (De Hertogh et al., 1991; Chi et al., 2000).

3.1.2.2.4 Factores endocrinos

Cuando la ovulacién no ha sido precedida por un periodo de exposicién a progesterona es
frecuente que se formen cuerpos liteos de corta duracion, que entran en regresion después
del dia 4 (Hunter, 1991). Este fendmeno es conocido como regresion prematura del cuerpo

liteo. La regresion prematura del cuerpo liteo se presenta de manera natural después de la



primera ovulacién ya sea en la pubertad, estacion reproductiva o postparto (Aréchiga-Flores
et al., 2004).. También es frecuente en tratamientos de induccidn de la ovulacién en los que
se utiliza GnRH (Garverick et al., 1992). La regresion prematura del cuerpo luteo puede ser

una causa de infertilidad en pequefios rumiantes.

3.1.2.2.5 Tasa de ovulacion

La tasa de ovulacién se relaciona de manera inversa con la sobrevivencia embrionaria.
Existen evidencias que muestran que la oportunidad de que un embrién sobreviva,
disminuye conforme la tasa de ovulacidon se incrementa. Los valores de sobrevivencia
embrionaria estimados en ovejas con 1, 2 y 3 ovulaciones, fueron 81, 76 y 66 %,
respectivamente (Kelly, 1984). Por otra parte, Kleemann y Walker (2005) observaron una
sobrevivencia embrionaria de 83.4 y 56.2% para las ovejas con ovulaciones simples y

dobles, respectivamente.

3.1.2.2.6 Tipo de ovulacion

Tomando como criterio el sitio de ovulacién, las ovulaciones se pueden clasificar como
unilaterales o bilaterales. Las unilaterales se presentan cuando 2 o mds ovulaciones ocurren
en un solo ovario, mientras que en las bilaterales, las ovulaciones ocurren en ambos
ovarios. En ovejas y cabras se ha observado que cuando ocurren ovulaciones unilaterales,
existe migracion transuterina de los embriones (Nephew et al, 1992; Anwar y Ahmad,
1999). Mediante la migracién transuterina, los embriones se distribuyen de manera
equitativa dentro del dtero. Edey (1969) propuso que la probabilidad de sobrevivencia es
mayor en los embriones que no migran que en aquellos que si lo hacen. Las ovejas con
ovulacion bilateral tienden a mostrar valores de sobrevivencia embrionaria mds altos
(Scaramuzzi y Downing, 1997; Wilkins, 1997). Esto indica un riesgo ligero de muerte

embrionaria durante la migracién del embridn.

3.1.2.2.7 Temperatura
Las altas temperaturas al momento de la monta, afectan la fertilizacién y la sobrevivencia
embrionaria. Se ha observado que los embriones en etapa de segmentacion, son mas

sensibles a las altas temperaturas (Thwaites, 1967). También se observé que cuando el



estrés caldrico se produce inmediatamente después de que ocurre la fertilizacién se
incrementa la proporcion de embriones anormales. El mecanismo por el cual el estrés
calérico induce mortalidad embrionaria no estd completamente comprendido. Sin embargo,
en bovinos se ha observado una disminucién del peso del embrién (Biggers et al., 1987) y
de la produccién de IFN-t en el dia 17 (Putney et al., 1988). Probablemente el tamafio
pequeio de los embriones influya negativamente en su capacidad para producir las sefiales

bioquimicas que previenen la lisis del cuerpo luteo.

3.1.2.3 Funcion litea y desarrollo embrionario
Durante el desarrollo embrionario temprano la sobrevivencia del embrién depende de la
funcién adecuada del cuerpo liteo. Las hormonas que mantienen el crecimiento y/o
funcionamiento del cuerpo liteo son llamadas hormonas luteotrépicas e incluyen a la LH,
GH, prolactina e IGF-I. En un estudio con ovejas hipofisectomizadas se observé que sélo
cuando se reemplazaron la LH y GH, todos los parametros de la funcién ldtea aumentaron a
niveles similares a los de las ovejas con hipdfisis intacta. De esta manera, la LH y GH son
necesarias para el desarrollo y funcionamiento liteo en ovejas. También se sabe que las
células ldteas chicas y grandes difieren en sus tasas basales de secrecion de progesterona,
ya que las células liteas grandes (LLC) producen de 2 a 40 veces mds progesterona que las
células luteas chicas (SLC) sin estimular. Las concentraciones fisiologicas de LH no
aumentan la secrecion de progesterona obtenida de LLC humanas, bovinas o porcinas. Sin
embargo, esas células producen muy altos niveles basales de progesterona y se ha sugerido
que el sistema PKA (proteina cinasa A) puede estar fundamentalmente activado en este tipo
celular. Se ha calculado que las LLC producen >80 % de progesterona ltitea total, secretada
durante la fase lutea media del ciclo estral en la oveja. Los receptores para GH y el RNAm
que codifica los receptores de GH han sido identificados en tejido liteo de ovino, bovino y
rata. La hormona de crecimiento puede tener un efecto directo sobre la funcién litea a
través de la unién a su receptor y por la activacion de la tirosina cinasa asociada a
membrana JAK2 (Janus Kinase 2), los receptores del IGF y la GH se han localizado en las
LLC; asi, la GH y el IGF-I pueden ser importantes para mantener los altos niveles basales
de progesterona (Niswender et al., 2000).

Se ha demostrado un mayor desarrollo en los embriones de ovejas tratadas con

progesterona durante los primeros 3 dias de gestacion (Kleemann et al., 1994). Este efecto



puede ocurrir por un estimulo en la secrecioén de las glandulas endometriales y un aumento
en la expresion de factores de crecimiento y sus receptores en endometrio (Barnes, 2000).
En ausencia de uniones anatdémicas el desarrollo embrionario temprano depende de los
nutrientes, hormonas y factores de crecimiento presentes en el medio uterino. Se ha
observado que la progesterona altera la expresion en el endometrio de algunas proteinas del
complejo IGF y del receptor de insulina. Asi por ejemplo, la insulina e IGF-I modifican el
metabolismo celular embrionario, incrementando la proliferacion y la diferenciacion celular
(Kaye y Gardner, 1999). La insulina desempefia un papel importante en el desarrollo
embrionario temprano; en embriones bovinos cultivados in vitro ejerce un efecto
mitogénico y antiapoptético (Augustin et al., 2003), lo que resulta en un aumento en la

proporcién de embriones que llegan a la etapa de blastocisto.

3.1.2.4 Mortalidad embrionaria

La muerte embrionaria es la principal causa de la pérdida de gestaciones en los animales
domésticos. En la oveja se ha observado que 20 a 30% de los embriones mueren en los
primeros 13 dias post-fertilizacién, debido a factores genéticos y ambientales (Nancarrow,
1994).

Se ha visto una elevada mortalidad embrionaria entre la fertilizaciéon y el momento del
reconocimiento materno de la gestacion (Lamming et al., 1989; Dunne et al., 2000), por lo
que en muchos casos el animal que estuvo gestante retorna al estro en un periodo
equivalente a la longitud normal del ciclo estral, dando la apariencia de nunca haber estado
gestante.

Se han descrito varias etapas criticas para el desarrollo y la sobrevivencia embrionaria.
En cada una de ellas se han postulado posibles causas de falla, muchas de las cuales estan
relacionadas con alteraciones en la funcion ldtea. Entre las causas que se han descrito se
incluyen: Las alteraciones en el ritmo de elevacién de las concentraciones de progesterona
durante las etapas iniciales del ciclo estral, la deficiencia relativa de progesterona durante la
fase litea, el retraso en el desarrollo embrionario, la produccién insuficiente de IFN-1 por
parte del embrion y la regresion prematura del cuerpo liteo. En muchos casos existe
asociacion entre dos o mds de estas alteraciones, por lo que no es posible hacer una

separacion estricta de las diversas patogenias. La deficiencia de progesterona esta



involucrada en la mortalidad que se produce en diversos momentos de la gestacién. Asi,

juega un papel en la mortalidad que se produce:

antes del dia 6 en animales que durante el ciclo previo tuvieron foliculos
persistentes.

- entre el dia 4 y el dia 9 debido a la regresion prematura del cuerpo liteo por
secrecion anticipada de PGF,a

- entre el dia 14 y 19, por fallas en el reconocimiento materno de la gestacion, que se
asocian directa o indirectamente con deficiencias en la produccion de progesterona
durante la fase litea temprana y tardia.

- entre el dia 28 y 42 de gestacion, a causa de fallas en la implantacién y
placentacion, también asociadas con deficiencias en la produccién de progesterona
(Inskeep, 2004).

Durante el desarrollo embrionario temprano, la sobrevivencia del embrién depende de
la funcién adecuada del cuerpo Idteo. Se ha demostrado un mayor desarrollo en los
embriones de ovejas tratadas con progesterona durante los primeros 3 dias de gestacion
(Kleemann et al., 1994). Este efecto ocurre por un estimulo en la secrecion de las
gldndulas endometriales y un aumento en la expresion de factores de crecimiento y sus
receptores en endometrio (Barnes, 2000). En ausencia de uniones anatomicas, el desarrollo
embrionario temprano depende de los nutrientes, hormonas y factores de crecimiento
presentes en el medio uterino. Se ha observado que la progesterona altera la expresion en el
endometrio de algunas proteinas del complejo IGF-I y del receptor de insulina. Asi por
ejemplo, la insulina e IGF-I modifican el metabolismo celular embrionario.

Las interacciones entre el titero materno y el producto en desarrollo son esenciales para
lograr el desarrollo normal del blastocisto y una gestacion exitosa (Zarco et al., 1994). La
familia de los factores de crecimiento parecidos a la insulina parece funcionar como
mediadores clave del desarrollo coordinado del tdtero y del producto durante la gestacion
temprana, por virtud de su habilidad de influir, directa o indirectamente, en la sintesis y
secrecion de proteinas secretoras en el utero y en el producto. La accién autdcrina y
pardcrina de los factores parecidos a la insulina son modulados dentro del microambiente
uterino por los receptores tipo I para IGF y por las proteinas ligadoras de IGF (IGFBP’S),

que estdn sujetas a una regulacién local tanto en el utero como en el producto. La



comprension del mecanismo por el cual los IGF’s regulan la expresion de las sefiales del
producto para el reconocimiento de la gestacion puede proporcionar aplicaciones pricticas
para incrementar la eficiencia reproductiva (Simmen et al., 1993).

El embrién induce el reconocimiento materno de la gestacion a través de la secrecion de
estrogenos en el cerdo, de proteina trofobldstica ovina I (0TP-1), proteina trofoblastica
caprina I (cTP-1) en la cabra, y de proteina trofobléstica bovina I (bTP-1) en el bovino
(Knickerbocker y Niswender, 1989; Ko et al., 1991). Estas dltimas moléculas son llamadas
genéricamente Inteferén t (IFN-t). El IFN-t actda como sefial antiluteolitica permitiendo
en el animal gestante que la funcién del cuerpo liteo se mantenga mas alld del momento en
el que se produce la regresion litea en los animales no gestantes (Zarco et al., 1994). Los
factores de crecimiento parecen ser muy importantes para la respuesta del utero a las
seflales embrionarias para el reconocimiento de la gestacion (Simmen et al., 1993).

Los genes para IGF-I e IGF-II se expresan fuertemente en el endometrio uterino de
cerdas, vacas y ovejas ciclando y en gestacion temprana, ademds de que el IGF-1 e IGF-1I
estdn presentes en las secreciones uterinas de dichas especies durante el periodo de peri-
implantacion (Simmen et al., 1993). En ovejas se encontrd que el contenido de IGF-I en el
fluido luminal uterino fue mayor en el dia 14 de la gestacion, que corresponde precisamente
al nivel méaximo de sintesis y secrecién de la oTP-I de los embriones en etapa de
alargamiento (Knickerbocker y Niswender, 1989; Ko et al., 1991), y la secrecion de oTP-1
estd correlacionada positivamente con el tamaifio del producto y su morfologia.

En el lumen uterino del ovino se ha demostrado la presencia de al menos dos factores
mitogénicos distintos: IGF-I e IGF-1I, cuya sintesis y secrecion por el ttero es regulada por
el estado de la gestacion y por las concentraciones de estrégenos y progesterona. Las
células del endometrio y miometrio expresan receptores superficiales para IGF’s y
responden a los IGF’s exdgenos con un incremento en la mitosis (Ko et al., 1991).

El oviducto y el ttero contienen factores de crecimiento que pueden estimular la
proliferacion celular en el embrién y en algunos casos estimular la diferenciacion de los
embriones durante el periodo previo a la implantacién (Izadyar et al., 1997). Estos factores
actian en forma paracrina, uniéndose a receptores especificos en las células embrionarias.

Ademads, el embrion por si mismo produce algunos factores del crecimiento autdcrinos.



3.1.2.5 Estrategias para reducir la muerte embrionaria
Para tratar de incrementar la sobrevivencia de los embriones se han utilizado diversos
tratamientos hormonales en determinados esquemas, tales como progesterona, hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH), gonadotropina coriénica humana (hCG), hormona
del crecimiento (bST) e insulina. Por otro lado, también se han utilizado tratamientos
nutricionales, a base de dietas o de soluciones energéticas.

La progesterona tiene un papel esencial en el desarrollo embrionario temprano. En
vacas se ha demostrado que la aplicacién de progesterona exdgena durante los primeros 4
dias del ciclo acelera el crecimiento y desarrollo embrionario y disminuye la mortalidad
(Geisert et al., 1991). La administracién de progesterona durante los primeros 3 dias de
gestacion también acelera el desarrollo embrionario en ovejas (Kleemann et al., 1994),
mientras que las concentraciones bajas de progesterona se asocian con un desarrollo
embrionario retardado (Nephew et al., 1991).

En la vaca se han utilizado diversos tratamientos hormonales, como son dispositivos
impregnados con progesterona (CIDR), con el fin de incrementar las concentraciones de
esta hormona y mejorar el porcentaje de concepcién (Mann, 2001). Por otro lado, la
aplicacion de GnRH y hCG al momento de la inseminacidn artificial tienen la finalidad de
tratar de sincronizar el momento de la ovulacién con el de la inseminacién y mejorar el
desarrollo del cuerpo liteo. Por otra parte, la aplicacion de GnRH y hCG en los dias 5 0 6
postinseminacion, provoca la ovulacién del foliculo dominante de la primera onda folicular
y con ello, el desarrollo de un cuerpo liteo accesorio (Herndndez-Cerén y Morales, 2001).

En ovejas se ha observado que la administraciéon de hCG y GnRH el dia 12
postmonta, disminuye la mortalidad embrionaria por un incremento en la funcién litea
(Cam et al., 2002). También se ha observado que las ovejas tratadas tienen mayores tasas
de ovulacion y proporcion de gestaciones multiples (Cam y Kuran, 2004), mientras que los
embriones muestran un mayor desarrollo y secretan cantidades mayores de IFN-t (Nephew
etal., 1991).

Actualmente se sabe que la insulina juega un papel muy importante en el desarrollo
embrionario. Por medio de la alimentacion se ha tratado de incrementar su concentracién
durante los primeros dias de gestacién. Asi por ejemplo, la administracién oral de

propilenglicol incrementa las concentraciones de insulina en vacas lecheras durante el



periodo posparto (Miyoshi et al., 2001). Este aumento de insulina se asocié con una mayor
duracién de la fase ldtea. En estudios in vitro se ha visto que la adicion de insulina favorece
el desarrollo de los embriones a la etapa de blastocisto y reduce la cantidad de células
apoptoticas (Augustin et al., 2003).

En bovinos se ha encontrado que el tratamiento con bST al momento de la
inseminacion artificial (IA) aumenta el porcentaje de concepcidn en vacas sincronizadas a
primer servicio y en vacas repetidoras (Morales-Roura et al., 2001; Moreira et al., 2000,
2001*; Hernandez-Cerén et al., 2000; Santos et al., 2004). Asi, la inyeccion de bST
incrementa la produccién de IGF-I por el higado y genera grandes concentraciones de IGF-
I en la sangre periférica y en el fluido folicular; por si misma o a través del IGF-I, influyen
en el desarrollo folicular (Lucy , 2000; Gong et al., 1993% De la Sota et al., 1993),
favorecen la maduracién del ovocito (Izadyar et al., 1998b; Moreira et al., 2002%) y el
desarrollo embrionario temprano (Moreira et al., 2001b, 20022, 2002b). Ademas, el IGF-1
actiia como un factor de sobrevivencia embrionaria cuando el embrién es afectado por un
microambiente anormal. Asi la administracién de IGF-I disminuye la proporcion de células
apoptoticas  (Jousan et al., 2004, Jousan y Hansen, 2004; Kolle er al, 2002; 2003).
También la bST puede mejorar la sobrevivencia embrionaria a través de mejoramiento de la
funcién litea (Lucy et al., 1993; 1995; Morales-Roura et al., 2001); sin embargo, los
resultados acerca del papel de la progesterona son contradictorios.

En ovejas a través del tratamiento con bST se ha visto un incremento en la
proporciéon de embriones transferibles (Cognie et al., 1992; Folch et al., 2001) y un
aumento en la proporcidon de embriones en fases adelantadas de desarrollo al momento de la
coleccion (Rosas et al., 1995). Recientemente (Carrillo et al., 2006), observé que la
administraciéon de 125 mg de bST cinco dias antes del retiro de la esponja de FGA,

incremento la prolificidad en ovejas Pelibuey.



4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Localizacion

El experimento se realiz6 en el Centro de Ensefianza Prictica e Investigacién en
Produccién y Salud Animal (CEPIPSA), de la Facultad de medicina Veterinaria y
Zootecnia de la Universidad Nacional Auténoma de México. El CEPIPSA se encuentra
ubicado en Topilejo, DF. Localizado en el km 29 de la carretera federal México-
Cuernavaca, a 19° latitud norte y 99° latitud oeste, a una altura de 2,760 msnm. El clima de
la regién es tipo c(w) (w)b(ij), que corresponde a semifrio-semihimedo, con lluvias en

verano y precipitacioén pluvial de 800 a 1200 mm (Garcia, 1981).

4.2 Animales
Se utilizaron 32 ovejas ciclando de las razas Pelibuey y Suffolk, las cuales permanecieron
en estabulacion y se alojaron en corrales dotados de suficiente espacio y comederos, una
fuente permanente de agua de bebida, misma dieta y la condicién corporal fue de 2.5 a 3.5.
Se sincronizé el estro con esponjas intravaginales impregnadas con 40 mg de
acetato de fluorogestona (Chronogest, Intervet, México), las cuales permanecieron 9 dias
antes de ser retiradas. En el dia 2 antes del retiro de la esponja las ovejas se superovularon
con FSH-p, la cual se administré cada 12 h en dosis decrecientes con una dosis total de 200
mg (Folltropin-V®, Laboratorio Biotay). Cinco dias antes de retirar la esponja de FGA, al
grupo bST (n = 16) se les administré por via subcutdnea 125 mg de bST (Lactotropina,
Monsanto, México). El grupo testigo (n = 16) recibié 1 ml de solucion salina fisioldgica en
lugar de la bST. Al retiro de la esponja todas las hembras recibieron una aplicacién de
0.075 mg de D-cloprostenol, andlogo de prostaglandina F2a (Prosolvin, Intervet, México).
La deteccion de estros se realizé cada 2 h con carneros cubiertos con un mandil y a las
hembras que presentaban estro se les dio monta dirigida con un semental de la misma raza
cada 8 horas, mientras estuvieron receptivas. Doce horas después de la dltima monta se les
coloco una esponja intravaginal con 40 mg de acetato de fluorogestona (Espinosa, 1998)
para evitar los efectos negativos de la regresion ldtea prematura, en caso de que ocurriera.
El dia de la primera monta se consider6 como el dia cero. El dia 6.5 del ciclo los embriones

se colectaron mediante laparotomia media ventral (Espinosa, 1998). Las estructuras



recuperadas se calificaron con base a los criterios de la International Embryo Transfer
Society (IETS). Posterior a su evaluacion, los embriones se fijaron en paraformaldeido al 4

% en PBS durante 30 minutos y se conservaron en PBS/PVP a 4°C.
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Figura 1. Esquema de superovulacién, administraciéon de bST, toma de muestras sanguineas y
coleccion de embriones en ovejas tratadas con 125 mg de somatotropina bovina (grupo bST) o con
1 ml de solucién salina fisiologica (grupo testigo) 5 dias antes del retiro de la esponja de FGA. E=
Esponja intravaginal, SSF= solucién salina fisiolégica, DEyM= Deteccién de estro y monta,

AEUM-= Aplicacién de esponja 12 h después de la ultima monta, RE= Recoleccién de embriones.



4.3 Determinacion del niimero de células de los embriones

Después de la coleccién los embriones se lavaron 3 veces en gotas de 50 pl en solucién
salina fosfato-buferada (PBS; 10 mM de fosfato de potasio, NaCl 1.5 M, pH 74) y 1
mg/ml polivinil pirrolidona (PBS/PVP) dejandolos durante 2 minutos en cada gota; después
se fijaron en gotas de 50 pl de paraformaldehido al 4% por 30 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, los embriones de nuevo se lavaron 3 veces en gotas de S0ul
PBS/PVP, pasdndolos gota por gota, y se almacenaron en solucién PBS/PVP a 4°C hasta el
dia de la tincién.

Previo a la tincién, los embriones se lavaron en gotas de 50ul de PBS/PVP,
pasdndolos gota por gota. Posteriormente se depositaron en una gota de 50 pul de Hoechst
33342 (1png/ml) durante 30 minutos a temperatura ambiente protegidos de la luz y después
se lavaron 3 veces en PBS/PVP. Los embriones se transfirieron a portaobjetos previamente
tratados con poli-L-lisina y se secaron a temperatura ambiente durante 15 min. Se puso el
cubreobjetos con medio de montaje DABCO (Fluka;10981). El conteo celular se realizé en

un microscopio de fluorescencia, con aumentos de 10x y 40x y en un rango de excitacion

de 360 nm con filtro UV.

4.4 Muestreo sanguineo y determinaciones hormonales
Para determinar las concentraciones de IGF-I, insulina y progesterona, se colectaron
muestras de sangre de 8 ovejas del grupo bST (4 Pelibuey y 4 Suffolk) y 8 ovejas del grupo
control (4 Pelibuey y 4 Suffolk). El muestreo se realiz6 diariamente a partir de la inyeccioén
de bST (dia -6) hasta el dia de la coleccién (dia 7). Las muestras se obtuvieron por
venopuncion de la vena yugular, en tubos vacutainer de 7 ml con EDTA, agujas Venoject,
una vez obtenida la sangre los tubos se centrifugaron a 1500g/15 min. (Fisher, Scientific
Centrific™ U.S.A), el plasma obtenido se deposité en alicuotas y se almacené a -20°C para
su posterior andlisis en el Laboratorio de Endocrinologia de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la UNAM.

Las concentraciones de IGF-1 se cuantificaron por ensayo inmunorradiométrico
(DSL-2800 kit, Diagnostic Systems Laboratorios Inc., Houston, TX; Le6n et al., 2004) con
una sensibilidad del ensayo de 2.06 ng/ml y un coeficiente de variacion intra-ensayo de

8.7%. Progesterona se determind por radioinmunoanélisis en fase sélida, se emple6 el kit



Coat-A-Count® Progesterone (Diagnostic Product Corporation, Los Angeles, CA., U.S.A;
Pulido et al., 1991), con una sensibilidad del ensayo de 0.1 ng/ml y un coeficiente de
variacion intra-ensayo de 4.12%. Insulina, con el kit Coat-A- Count ® Insulin (Diagnostic
Product Corporation, Los Angeles, CA., U.S.A.; Leo6n et al., 2004), con una sensibilidad de

0.064 ng/ml y un coeficiente de variacion intra-ensayo de 9.54%, respectivamente.

4.5 Analisis estadistico

El porcentaje de ovocitos fertilizados, embriones transferibles y blastocistos se compararon
entre grupos mediante una regresion logistica. El nimero de células tefidas de los
blastocistos se compararon entre grupos utilizando un Andlisis de Varianza. Las
concentraciones de IGF-I, insulina y progesterona se analizaron por medio de un anélisis de
varianza para mediciones repetidas por el procedimiento Mixed (REML) del paquete

estadistico SAS (SAS, 1988).



S. RESULTADOS

El tratamiento con bST increment6 (P<0.001) el porcentaje de évulos fertilizados y la
proporciéon de embriones en estado de blastocisto (P<0.001) en comparacion con las

testigo. (Cuadrol).

Cuadro 1. Estructuras totales, porcentaje de ovocitos fertilizados, embriones transferibles y

blastocistos de ovejas tratadas o no con somatotropina bovina cinco dias antes del retiro de

la esponja.
Estructuras Ovocitos Embriones
Totales Fertilizados (%) Transferibles (%) Blastocistos (%)
bST 112 85.7° 88.5" 77.6"
Testigo 129 62.0° 87.5" 48.5°

Diferente literal en la misma columna indica diferencia estadistica (P<0.001).



El tratamiento con bST incrementé (P<0.009) el nimero de células de los embriones en la

etapa de blastocistos (grupo bST 88.9 + 3.7 y 76.1 £ 3.7 grupo testigo) (Figura 2).
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Figura 2. Numero de células de los embriones en la etapa de blastocisto (+ error estdndar),
en ovejas tratadas con o sin 125 mg de bST 5 dias antes de retiro de la esponja con

progestageno. El nimero de células fue diferente entre grupos (P<0.009).



Concentraciones sanguineas de IGF-I, insulina y progesterona

Las concentraciones de IGF-I se incrementaron en las ovejas del grupo bST 24 h después
del tratamiento y permanecieron altas durante 13 dias posteriores al tratamiento (Fig.3).
Mientras que en el grupo testigo hubo un aumento en IGF-I alrededor del estro (dia cero),

las cuales se mantuvieron altas hasta el dia 4.
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Figura 3. Concentraciones plasmdticas de IGF-I (+ error estdndar), en ovejas tratadas
(-®-) 0 no (-O-) con 125 mg de bST (flecha) 5 dias antes de retiro de la esponja con

progestageno. Las concentraciones de IGF-I fueron diferentes entre grupos en los dias

marcados con * (P<0.001). El dia O corresponde al dia del estro



Las concentraciones de insulina se incrementaron en las ovejas del grupo bST 24 h después

del tratamiento y alrededor del estro hubo otro aumento, permaneciendo altas hasta el dia 4

(Fig. 4).
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Figura 4. Concentraciones plasmaticas de insulina (+ error estdndar), en ovejas tratadas
(-®-) 0 no (-O-) con 125 mg de bST (flecha) 5 dias antes de retiro de la esponja con
progestageno. Las concentraciones de insulina fueron diferentes entre grupos en los dias

marcados con * (P<0.001). (El dia O corresponde al dia del estro).



Las concentraciones de progesterona fueron similares entre grupos durante los dias de
muestreo (P>0.498). Dos ovejas del grupo testigo presentaron regresiéon prematura de

cuerpo luteo, por lo que no fueron incluidas en el andlisis estadistico de progesterona
(Fig.5).
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Figura 5. Concentraciones plasmadticas de progesterona (+ error estindar), en ovejas

tratadas (-®-) o no (-O-) con 125 mg de bST 5 dias antes de retiro de la esponja con

progestageno. Las concentraciones de progesterona fueron similares entre grupos
(P>0.498).



En la figura 6 se muestran las concentraciones de progesterona en una oveja con funcioén
litea normal, donde a partir del dia 4 del ciclo estral tuvo niveles por arriba de 1 nanogramo
por mililitro y en la figura 7 las concentraciones en una oveja con regresion prematura del

cuerpo ldteo, ya que en el dia 4 presentd niveles por arriba de 1 nanogramo, pero a partir

del dia 6 estuvo por abajo de este valor.

5 - (oveja n°30)

Progesterona (ng/mL)

o
L 2
4

Dias de muestreo

Figura 6.- Concentraciones de progesterona durante el ciclo estral en una oveja con fase

IGtea normal.
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Figura 7.- Concentraciones de progesterona en una oveja con regresion prematura del

cuerpo luteo.



6. DISCUSION

El tratamiento con bST cinco dias antes del retiro de la esponja de FGA incrementd el
porcentaje de ovocitos fertilizados y la proporcion de embriones que alcanzaron la etapa
de blastocisto, lo cual coincidié con un incremento de las concentraciones de IGF-I e
Insulina durante el periodo periovulatorio. El mecanismo por el cual el tratamiento con
bST aument6 el porcentaje de ovocitos fertilizados y la proporcién de blastocistos no es
claro; sin embargo puede estar relacionado con los efectos fisioldgicos que tienen la
hormona del crecimiento, el IGF-I y la insulina en el desarrollo folicular, en la
maduracion del ovocito y en el desarrollo embrionario temprano.

En el presente estudio, las concentraciones de IGF-I e insulina se incrementaron en
las siguientes 24 h después del tratamiento y se mantuvieron elevadas hasta el dia
previo a la coleccién embrionaria en el caso de insulina y hasta el dia de la coleccion
para IGF-I. Aunque no se midieron las concentraciones de GH se asume que estas
fueron elevadas debido a que las ovejas la recibieron exdgenamente. En estudios con
vaquillas se ha observado que la GH se incrementa 24 h después del tratamiento y
permanece alta por 7 dias (Gong et al., 1993). El incremento en las concentraciones de
IGF-I e insulina coincide con las observaciones realizadas en bovinos y ovinos. Asi, en
ovejas a las cuales se les administré una sola inyeccion de 125 mg de bST, mantuvieron
niveles altos de IGF-I durante 12 dias. Asimismo, en ovejas tratadas con dosis diarias
de bST, muestran un incremento de insulina (Joyce et al., 1998). Por otra parte, en
bovinos la administracion de 350 mg de bST cada 14 dias incrementa las
concentraciones de IGF-I e insulina (Gallo y Block., 1990).

El incremento de la GH, IGF-I e insulina pudo favorecer la maduracién del foliculo
ovulatorio y del ovocito. Se conoce que la insulina estimula la proliferacién de las
células de la granulosa y la esteroidogénesis, por lo cual puede favorecer la maduracién
del ovocito (Zhang et al., 1991; Matsui et al., 1995" ; Lee et al., 2005). El IGF-I
estimula in vivo el desarrollo folicular y la secrecién de estradiol (Scaramuzzi et al.,
1999) e in vitro favorece la maduracion del ovocito (Lorenzo et al., 1994; Rieger et al.,

1998).



En bovinos se ha observado que la adicion de GH al medio de cultivo in vitro,
favorece la maduracion del ovocito e incrementa la proporcion de embriones que llega a
dividirse; asimismo, se ha visto que puede actuar a través de las células del cumulus o
directamente en el ovocito desnudo, debido a que se ha identificado el receptor para la
GH en ambas células (Izadyar et al., 1998%). En estudios in vivo se ha observado que la
administracion de bST al momento de la inseminacion en vacas lecheras (Moreira et al.,
2002°) y en ovejas (Rosas et al, 1995), incrementa la proporcién de ovocitos
fertilizados. En este estudio, el tratamiento con bST pudo influir en el desarrollo final
del foliculo ovulatorio y en la maduraciéon del ovocito, dando como resultado un
ovocito con mayores posibilidades para ser fertilizado y con mayor potencial para
desarrollar un embrién viable.

Debido a que en el presente estudio los niveles de IGF-I e insulina se mantuvieron
elevados durante el periodo posovulatorio, es posible que hayan favorecido el desarrollo
embrionario temprano. El efecto de la bST en el embrion puede ser directo o mediado
por IGF-I e insulina, ya que el embrion posee receptores para estas hormonas (Watson
et al., 1999; Izadyar et al., 2000; Augustin., et al., 2003). Se ha observado que el
tratamiento con bST, tanto en ovejas como en vacas superovuladas, incrementa la
proporcién de embriones transferibles (Cognié et al., 1992; Folch et al., 2001; Moreira
et al., 2002"). In vitro la adicién de GH, IGF-I e insulina incrementa la proporcién de
embriones que alcanzan la etapa de blastocistos (Moreira et al., 2002*; Augustin., et al.,
2003). Asimismo, el IGF-I y la insulina favorecen el desarrollo embrionario a través de
su efecto mitogénico y antiapoptético en las células embrionarias (Byrne et al., 2002;
Augustin et al., 2003).

En el presente estudio el nimero de células fue mayor en los blastocistos de las
ovejas tratadas con bST que en las testigo (88.9 £ 3.7 y 76.1 £ 3.7), y estos resultados
coinciden con lo encontrado en otros trabajos, en los cuales la adicién de IGF-I
(Sirisathien et al., 2003) o insulina (Harvey y Kaye.,1990; Matsui et al.,1995°; Augustin
et al., 2003) al medio de cultivo aumento el nimero de células en los embriones.

En un estudio realizado en embriones bovinos, Sirisathien et al., (2003) observaron
que el efecto mitogénico del IGF-I fue mayor en la masa celular interna (ICM) que en

las células del trofoblasto. Asimismo, en estudios con embriones de ratones, la adicion



de insulina al medio de cultivo tuvo mayor efecto mitogénico en las células de la masa
celular interna (Harvey y Kaye., 1990).

En el presente trabajo no se encontraron diferencias en la proporcion de embriones
transferibles; lo cual contrasta con lo encontrado en otros estudios (Cognié et al., 1992;
Folch et al., 2001; Moreira et al., 2002b), en los cuales el tratamiento con bST a vacas y
ovejas superovuladas, increment6 el porcentaje de embriones transferibles. Sin
embargo, la proporcion de embriones que alcanzaron la etapa de blastocisto fue mayor
en las ovejas tratadas con bST que en las testigos. Estos resultados son similares a los
obtenidos en otros estudios, en los cuales el tratamiento con bST al momento del estro
en ovejas superovuladas increment6 la proporcion de embriones en fases adelantadas de
desarrollo (Rosas et al., 1995) y el mismo tratamiento en la vaca aumento la proporcién
de blastocistos (Moreira et al., 2002b).

El efecto del tratamiento con bST pudo favorecer el desarrollo embrionario, al evitar
efectos adversos del ambiente uterino. Jousan et al. (2004), observaron que el IGF-I
protege al embridn contra factores toxicos presentes en el medio de cultivo. En este
estudio la adicién de IGF-I al medio redujo el efecto negativo del etanol y del estrés
caldrico en el desarrollo embrionario; de esta forma, el IGF-I puede actuar como un
factor de sobrevivencia embrionaria. Por otra parte, el estimulo en el desarrollo
embrionario puede favorecer el reconocimiento materno de la gestacidon, ya que el
IGF-I estimula directamente la secrecion de interferén-t por el embrion (Ko et el,
1991). De esta forma, el tratamiento con bST y el subsiguiente incremento del IGF-I,
pudiera favorecer la fertilidad al estimular el desarrollo embrionario y su habilidad para
secretar interferén-t.

Los resultados del presente experimento pueden explicar, en parte, las
observaciones hechas por Carrillo et al., (2006), en las cuales las ovejas que recibieron
la bST cinco dias antes del retiro del progestigeno, tuvieron un incremento de la
fertilidad y la prolificidad. Asi como los resultados obtenidos en cabras primalas, en las
cuales un tratamiento similar incrementd la prolificidad. Asi, es posible que los niveles
altos de GH, IGF-I e insulina influyeran en el porcentaje de fertilizacién y en la
sobrevivencia embrionaria, y por otra parte, el estadio adelantado del desarrollo

embrionario pudo favorecer el mecanismo de reconocimiento materno de la gestacion.



Los resultados del presente experimento también pueden explicar, en parte, las
observaciones hechas en bovinos, en donde el tratamiento con bST al momento de la
inseminacién incrementa el porcentaje de concepcién en vacas lecheras repetidoras
(Hernandez-Cerén et al., 2001; Morales-Roura et al., 2001).

En estudios previos se ha propuesto que la bST puede favorecer la fertilidad a través
de su efecto en la funcion del cuerpo liteo (Morales-Roura et al., 2001; Santos et al.,
2004). Hay evidencia que la somatotropina y el IGF-I mejoran la funcién latea. In vitro,
el IGF-I estimula la produccién de progesterona por el tejido liteo (Sauerwein et al.,
1992) in vivo, se ha observado un incremento en las concentraciones de progesterona
después del tratamiento con bST (Gallo y Block, 1991; Lucy et al, 1994; Morales-
Roura et al., 2001). En el presente estudio, sin embargo, las concentraciones de
progesterona fueron similares entre ovejas tratadas con bST y testigos, por lo cual se
puede afirmar que el mejoramiento del desarrollo embrionario fue independiente de la
secrecion de progesterona por el cuerpo liteo.

Un dato interesante es que en el grupo testigo 2 de las 8 (25%) ovejas muestreadas
presentaron regresion prematura del cuerpo liteo, mientras que ninguna lo hizo en el
grupo tratado con bST. Estas observaciones, coinciden con lo observado por Rosas et
al., (1995) donde 40% de las ovejas mostraron cuerpos ldteos de vida corta, mientras
que en el grupo que recibié bST no se encontré ningin caso. El mecanismo de este
efecto se desconoce, sin embargo, se puede especular que esta relacionado con el efecto
que tiene la bST y el IGF-I en la funcién liitea, sefialados anteriormente. También puede
estar asociado con el efecto del IGF-I en el desarrollo folicular. Asi, se ha observado
que la regresién prematura obedece a una liberacion anticipada de la PGF2a como
consecuencia de la apariciéon prematura de receptores a oxitocina en el endometrio
(Hunter et al., 1989; Hernandez, 1996). Se ha propuesto que las caracteristicas del
foliculo ovulatorio influyen en la aparicién temprana de receptores a oxitocina del
siguiente ciclo; asi, cuando los foliculos producen menos estrogenos los receptores a
oxitocina aparecen prematuramente y, por el contrario, cuando el foliculo es maés
estrogénico los receptores aparecen tardiamente (Garverick et al,. 1992).

Tomando lo anterior en conjunto, es posible que el IGF-I favoreci6 el desarrollo y la

esteroidogénesis de los foliculos ovulatorios, lo cual evitd la aparicion temprana de



receptores a oxitocina. Se tendrdn que hacer mds experimentos para determinar el
efecto de la bST en la funcién del cuerpo liteo formado después de la primera
ovulacién posparto, de la pubertad y de la época reproductiva, ya que son condiciones

diferentes a lo que ocurre después de un tratamiento superovulatorio.



CONCLUSIONES
La inyeccion de bST cinco dias antes del retiro del progestigeno incrementd el
porcentaje de 6vulos fertilizados y la proporcién de embriones que alcanzaron la etapa

de blastocisto, lo cual se asocié con un incremento de las concentraciones de IGF-I e

insulina.
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