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RESUMEN

Lépez Gémez Alonso. Efecto de la inyeccion de 250 mg de Somatotropina
bovina (bST) siete dias antes del servicio y una segunda inyeccién al
momento de la inseminacién en el porcentaje de concepcion de vacas
Holstein en estrés calérico. (bajo la direccion del Dr. Antonio Porras Almeraya,

Joel Hernandez Cerén y Maria T. Sanchez).

Una de las principales causas de infertilidad en las zonas aridas es la alta
temperatura, que tiene efecto en el aparato reproductivo de la hembra como en el
desarrollo embrionario temprano. El objetivo del presente estudio fue probar si la
aplicacién de una inyeccién de 250 mg de Somatotropina bovina (bST) siete dias
antes y una segunda inyeccién al momento de la inseminacién incrementa el
porcentaje de concepcion en vacas de primer servicio en estrés caldrico. Los dos
experimentos se realizaron en un hato localizado en Torredn, México. El
experimento 1 denominado estrés caldrico agudo (ECA) se realizdé durante los
meses de junio a agosto con un indice de temperatura-humedad (ITH) medio de
75.9, se utilizaron 119 vacas que recibieron dos inyecciones de bST (Boostin®-S,
Schering-Plough Division Veterinaria®, México) de liberacion prolongada por via
subcutanea y 66 vacas que recibieron solucién salina fisiolégica como placebo. El
experimento 2 se realizd en meses posteriores a la exposicion al estrés calérico
(ECR) durante los meses de septiembre a noviembre con un ITH medio de 68.6,
en éste se utilizaron 126 vacas que recibieron dos inyecciones de bST y 136
vacas que recibieron placebo. Los porcentajes de vacas inseminadas y de
concepcion se compararon mediante un analisis de regresion logistica para
variables binarias. En el primer experimento, no se observé efecto (P>0.05) de la
temperatura rectal, dias posparto, produccién de leche al momento de la
inseminacion artificial, nUumero de partos, tipo de puerperio y condicién corporal en
el porcentaje de concepcidén, sin embargo en el experimento posterior a la
exposicion del estrés calorico se vio que la condicidn corporal tuvo efecto sobre el
porcentaje de concepcion (P<0.05). EIl porcentaje de vacas inseminadas fue
similar (P>0.05) entre los grupos testigo y tratado con bST tanto en el
experimento ECA como en el de ECR. El intervalo de confianza del porcentaje de
concepcion del experimento ECA es de 34.93% a 59.01% y en el ECR de 18.7% a
43.12% con una confianza del 95%. La produccién de leche fue similar (P>0.05)
entre las vacas tratadas con bST y las del grupo testigo. Por lo que respecta al
porcentaje de concepcion, éste fue mayor (P<0.05) en las vacas del grupo testigo
que en el grupo bST tanto en el experimento ECA como en el de ECR. Ademas no
se encontré efecto (P>0.05) de la bST sobre la condicion corporal. Los resultados
demuestran que el tratamiento con dos aplicaciones de 250 mg de bST con siete
dias de diferencia disminuye el porcentaje de concepcion de vacas a primer
servicio bajo condiciones de estrés caldrico. Por otra parte el conjunto de técnicas



y tecnologias tales como el crayoneo, deteccion de calores por personal calificado
y poddmetro evitan el efecto negativo de la bST en la expresion del estro.

Palabras clave: Estrés calorico, Somatotropina, Desarrollo embrionario temprano.



ABSTRACT

Lopez Gomez Alonso. Effect of the injection of 250 mg of Somatotropin bovine
(bST) seven days before of and on insemination day on the conception rate
of Holstein cows under heat stress. (under direction of Dr. Antonio Porras

Almeraya, Joel Hernandez Cerdén y Maria T. Sanchez).

One the mayor infertility causes on arid zones is high temperature, that has an
effect on reproductive system in cow also in early embryonic development. The
study’s objective was to test if 250mg doses seven days before and on isemination
day increase the conception rate in first service cows under heat stress. The two
experiments were made in a herd in Torreon, Mexico. The first experiment called
acute heat stress (AHS), was made from June to August with a ITH mean of 75.9,
119 cows were that received the two bST long liberation subcutaneous injections
and 66 cows with a physiologic saline solution as a placebo. The second
experiment denominated delayed heat stress (DHS) was carried from September
to November with a ITH mean of 68.6, in this 126 received two bST injections and
136 the placebo. In the AHS experiment there was significant difference (P<0.05)
in conception rate, in inseminated rate there was not significant difference (P>0.05;
46.96 and 53.80% respectively). Respect to the DHS experiment there was
significant difference (P<0.05) in conception rate (30.91 versus 9.83%
respectively), however there was not significant difference (P>0.05) between
inseminated cows (48.41 and 40.44% respectively). The results show that
treatment with 250mg bST injections with seven days in time decrease the
conception rate in first service cows under heat stress. Moreover, the group of
techniques and tecnologies such as tail painting, estrus detection by qualified
personnel and pedometer, avoid the negative impact of bST in the expression of
estrus behavior.

Key words: Heat stress, somatotropin, early development embryo.



LINTRODUCCION.

En las regiones calidas, una causa importante de infertilidad en bovinos es la
provocada por el estrés calérico (Hansen y Aréchiga, 1999; Aréchiga, 2005). El
ganado bovino de la raza Holstein es altamente susceptible a las altas
temperaturas, asi durante los meses calurosos del verano el consumo de alimento
y la produccion de leche disminuyen, llegando a disminuir el consumo de alimento
hasta un 40% del total consumido (Cavestany et al., 1985; Mellado, 1995; West,
2003). Por otra parte la fertilidad en los meses calurosos llega a ser de 10 a 20%
(Lozano et al., 2005; Jousan et al., 2007). El mecanismo mediante el cual el estrés
calorico afecta la reproduccidon es diverso, la temperatura elevada disminuye la
expresion del estro (Roman-Ponce et al., 1978), retrasa la seleccion del foliculo
alargando la onda folicular, disminuye la calidad del ovocito, altera la
esteroidogénesis en el foliculo y afecta negativamente el desarrollo embrionario
temprano (Jousan y Hansen, 2004; Putney et al., 1988; Roth et al.,, 2001 a, b;
Howell et al., 1994; Wolfenson et al., 1995).

También se ha observado un efecto residual en los ovocitos cuando las vacas
fueron expuestas a estrés caldrico. Asi, la exposicion de los foliculos en diferentes
etapas de desarrollo a altas temperaturas durante el verano, tiene un efecto en la
calidad de los ovocitos en el otofo (Roth et al., 2001a), por lo tanto aunque las
vacas ya no estan expuestas a temperaturas tan severas como en verano la
fertilidad permanece mas baja en comparaciéon con las vacas no expuestas
(Hansen, 1997).

Se han tratado de disminuir los efectos del estrés calérico en la fertilidad mediante
la modificacién del ambiente, de tal manera que la vaca se encuentre en su zona
de confort la mayor parte del dia, para ello se han recurrido a dos alternativas
como la intercepcion de la radiacion solar mediante el empleo de sombreaderos y
el enfriamiento del animal a través de ventiladores, aspersores y el conjunto de
éstos (Mellado, 1995; Hansen y Aréchiga, 1999), de igual forma, se ha empleado

la suplementacion de antioxidantes (Aréchiga et al., 1998) y la adicién de extracto



del cultivo del hongo Aspergillus orizae a la racion (Huber et al., citado por
Aréchiga, 2005) para disminuir la temperatura corporal de la vaca. También se
han utilizado algunas estrategias hormonales tales como la hormona foliculo
estimulante (FSH; Roth et al., 2002), no obstante, la fertilidad continua siendo
menor a la obtenida en los meses de invierno (De Rensis y Scaramuzzi, 2003).

La administracion subcutanea de somatotropina bovina recombinante (bST)
provoca un incremento en las concentraciones séricas del factor de crecimiento
parecido a la insulina tipo | (IGF-I). La hormona del crecimiento (GH) y el IGF-I
favorecen el desarrollo embrionario temprano (Palma et al., 1997; Rieger et al.
1998; Moreira et al., 2001). En condiciones in vitro, la adicion de IGF-I al medio
favorece la maduracion del ovocito, la tasa de division y la proporcion de
embriones que alcanzan la etapa de blastocistos (Lucy, 2000; Jousan y Hansen,
2004). De la misma forma la adicion de 100 ng/ml de IGF-I al medio de cultivo de
embriones expuestos a shock caldrico de 41°C durante 9 horas redujo el
porcentaje de apoptosis, incrementando el numero de células totales (Jousan y
Hansen, 2004).

En vacas repetidoras, la administraciéon de 500 mg de bST al momento de la
inseminacion tiene un efecto favorable en el porcentaje de concepcién (Morales-
Roura et al., 2001; Mendoza, 2000). Asimismo, en estudios con vacas bajo
protocolos de sincronizacion de la ovulacién e inseminadas a tiempo fijo (IATF), la
administracion de bST cada 14 dias a partir de la sincronizacién de la ovulacién o
a partir del dia del estro, incrementa el porcentaje de concepcion (Moreira et al.,
2000; Moreira et al 20022).

La administracion de bST para mejorar la fertilidad podria ser una estrategia
practica en condiciones de estrés caldrico, sin embargo, puede tener un efecto
negativo, ya que puede agudizar los efectos del estrés calorico. Asi, un
tratamiento con 500 mg de bST alrededor del dia 60 puede tener un efecto
negativo, ya que tiene un efecto rapido en la produccion de leche, el cual se
acompana de un incremento lento en el consumo de materia seca (Kirby et al.,

1997; Bilby et al, 1999); de esta forma la vaca puede caer en un balance



energético negativo mayor, lo cual agudizaria los efectos del estrés calérico. En
los experimentos realizados con bST se ha utilizado la dosis recomendada para
provocar un incremento en la produccion lactea. Dado que el tratamiento con fines
reproductivos no busca un incremento en la producciéon de leche, cabe la
posibilidad de utilizar dosis menores; asi, se ha visto que dosis de 200 mg
incrementan los niveles de |IGF-lI de manera similar a la dosis para el aumento de
la produccion lactea (500 mg) sin que repercuta en la condicion corporal (Bilby et
al., 1999). Asimismo, la inyeccién de de 250 mg de bST ocasiona un incremento
de IGF-I durante los siguientes 10 dias (Garcia et al., 2006).

Dado que el estrés caldrico afecta principalmente la competencia del ovocito, es
decir la capacidad de éste para desarrollar un embrion viable, y el desarrollo
embrionario temprano, en éste estudio se propuso que la administracion de una
inyeccion de 250 mg durante la maduracién final del ovocito y una segunda
administracion durante el desarrollo embrionario temprano aumentaria la
proporcion de vacas gestantes. El estudio se realizé en dos épocas del afio: la
primera durante el estrés caldrico (verano: junio a agosto) y la segunda en los

meses siguientes al estrés calodrico (otofo: septiembre a noviembre).

I.I HIPOTESIS. Una inyeccion de 250 mg de bST siete dias antes del servicio
y una segunda inyeccion de 250 mg de bST al momento de la
inseminacion, resulta en un mejoramiento del porcentaje de concepcién en

vacas Holstein en estrés caldrico.

I.II OBJETIVO. Determinar el efecto de la inyeccion de 250 mg de bST siete
dias antes del servicio y una segunda inyeccién de 250 mg de bST al
momento de la inseminacion en el porcentaje de concepcidn de vacas

Holstein en estrés caldrico.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1ESTRES
El término estrés es utilizado para designar un estimulo de tension producido por
ciertos factores, que en ciertos casos pueden determinar un desequilibrio organico
en la fisiologia de un ser vivo, pero el cual no siempre se manifiesta con una
patologia precisa determinada (Espinet, 1987), o bien se puede definir como una
compleja multitud de factores ambientales que al incidir sobre los animales
influyen de manera directa o indirecta sobre su bienestar y necesidades fisicas y
psicologicas aumentando sus necesidades o disminuyendo su rendimiento
(Young, 1993). Por otra parte, se usa la definicion de estrés para identificar a los
animales que estan sometidos a los cambios ambientales y que no pueden
expresar todo su potencial genético, previniendo asi que logren su éxito
reproductivo normal (Moberg, 1991; Dobson y Smith, 2000; Dobson et al., 2001).
Aunque no existe una definicion precisa, generalmente el estrés se refiere a una
variedad de respuestas frente a estimulos (estresores) internos o externos que
modifican la homeostasis de un individuo (Brousset et al., 2005). Por consiguiente
se estima que un animal esta sujeto a estrés en un sentido general, cuando éste
se ve obligado a realizar ajustes anormales o extremos en su fisiologia o
comportamiento, con el fin de favorecer el mantenimiento de la normalidad del
fenotipo, de la raza o de la especie, para poder enfrentar los aspectos

antihomeostaticos procedentes del medio ambiente (Espinet, 1987).

2.1.1 Tipos de estrés
Los problemas relacionados con el estrés en los sistemas de produccion suelen
presentarse de manera subclinica que pueden no detectarse con facilidad o
aparecer durante periodos limitados del afio y asociados con unas condiciones
climaticas no usuales, con variaciones estacionales o cuando los animales son

particularmente susceptibles, como sucede con los recién nacidos (Young, 1993).



El estrés se clasifica de acuerdo con el tiempo de presentacién del agente
estresor.

2.1.1.1. Estrés agudo: El agente estresor tiene una presentacién rapida,
durante la presentacion de este hay liberacidn de glucocorticoides que mejoran la
aptitud del animal mediante la movilizacion de energia y puede cambiar la
conducta (Espinet, 1987; Korte, 1993), ademas de una rapida descarga de
adrenalina, porque en esos momentos se requiere de una inmediata conversion
del glucdégeno en glucosa, para una rapida provision de energia (Espinet, 1987). El
estrés es un factor capaz de modificar el control por retroalimentacion negativa de
los glucocorticoides, que puede resultar debido a hechos fisicos o psicologicos
que son nocivos para el individuo. Los efectos del estrés estan mediados por todo
el sistema nervioso central, en una forma similar a los factores que influencian los
ritmos circadianos en la secrecidon de glucocorticoides. La respuesta de los
glucocorticoides al estrés es inmediata y se observa que las concentraciones de
cortisol aumentan con rapidez para llegar a valores varias veces arriba de lo
normal en unos cuantos minutos. La respuesta glucocorticoide es proporcional a la
gravedad del estrés, esto es, los niveles mas bajos de estrés dan lugar a una
menor produccion de cortisol comparado con los niveles altos de estrés
(Cunningham, 1999). Por lo que respecta al estrés agudo en la reproduccién, la
administracion crénica de hormona adrenocorticotropica (ACTH) tuvo efectos
similares a los de los estresores agudos. Los patrones pulsatiles de LH fueron
interrumpidos, la secrecion de estradiol fue menor a la normal, la oleada de LH fue
retardada y en el caso de que ocurra la ovulacion es retrasada (Dobson et al.,
2000).

2.1.1.2. Estrés crénico. Tradicionalmente, se considera que el estrés
cronico induce efectos depresores sobre diversas funciones organicas, ya que se
induce una disminucién constante de las defensas humorales y celulares (Griffin,
1989). Tales efectos se atribuyen a la presencia de corticosteroides que

aparentemente afectan al sistema inmunitario y predisponen a enfermedades, o al



menos producen un bajo rendimiento productivo (Caballero y Sumano, 1994). Si la
exposicion es prolongada al agente estresor (altas concentraciones de cortisol),
puede haber disminucién de la aptitud del individuo por inmunosupresién y atrofia
de tejidos (Munck, 1984). Ademas se ha observado que los procesos

reproductivos disminuyen (Dobson y Tebble, 2001).

2.1.2 Meétodos o pruebas para medir el estrés

2.1.2.1. Deteccion de cortisol en sangre. Es ampliamente usada, pero se
debe de tener cuidado ya que la misma obtencion de la muestra puede ser por si
misma estresante y se pueden confundir los resultados (Mostl y Palme, 2002), ya
que la activacion del eje hipotalamo/hipdfisis/corteza adrenal (HHA) y la liberacion
de cortisol son comunes a una gran variedad de estimulos, incluyendo la captura
y manejo de los animales. Las muestras seriadas presentan el efecto acumulativo

del estrés causado por el manejo (Brousset et al., 2005).

2.1.2.2. Deteccion de metabolitos de cortisol en leche. Varios autores estan
investigando sobre procedimientos de muestreos no invasivos como la
determinacién de corticoides en leche. Sin embargo la principal desventaja de este

método es que solo se puede hacer en animales lactantes (Mostl y Palme, 2002).

2.1.2.3. Determinacion de metabolitos de cortisol en heces. En rumiantes
se han demostrado que al menos 21 metabolitos del cortisol pueden ser
detectados en muestras fecales usando una Cromatografia de liquidos de alto
funcionamiento (HPLC). Sin embargo la ruta del metabolismo y la participacion de
enzimas bacterianas aun es desconocido (Mostl y Palme, 2002). Este método de
medicion de los metabolitos de cortisol fecales ofrece la ventaja de una técnica de
muestreo simple que no interfiere con los resultados del estudio e incluso puede

utilizarse a largo plazo en los estudios longitudinales (Moéstl y Palme, 2002).



2.1.3 Mecanismos de respuesta al estrés
Mas que la intensidad, la duracion del estimulo (estresor), es lo que parece
diferenciar su impacto, ya que si el estimulo es prolongado, generalmente se
considera negativo, y cuando es breve y no se repite, se considera positivo
(Breazile, 1987; Wingfield y Ramenofsky, 1999).
Cuando un estimulo actua sobre los sentidos del animal, el sistema nervioso
periférico aferente lo recibe y lo lleva a las areas sensitivas del sistema nervioso
central. Ante este estimulo, el animal organiza una respuesta que va enfocada a
disminuir su impacto, a través del sistema nervioso auténomo (SNA) y actividad
neuroendocrina. La estimulacion de la parte simpatica del SNA provoca la
secrecion de catecolaminas a partir de la medula adrenal. La actividad
neuroendocrina activa la respuesta del eje HHA, que empieza con la secrecion de
hormona liberadora de corticotropina (CRH) por el hipotalamo. Esta, a su vez,
estimula a la hipdfisis anterior para secretar ACTH, que induce la secrecion de
glucocorticoides de la corteza adrenal (Moberg, 1987). Estos esteroides afectan el
metabolismo de carbohidratos, proteinas y lipidos, ademas de otros efectos. Una
vez que el organismo ha respondido al estimulo, se activa una respuesta de
retroalimentacion negativa, que consiste en que los niveles sanguineos de cortisol
provocan que deje de secretarse ACTH de hipdfisis y CRH de hipotalamo, lo que,
a su vez, produce que dejen de secretarse catecolaminas (Friend, 1991;
Cunningham, 1999).
Como un mecanismo fisiolégico el estrés per se no es esencialmente malo
(Breazile, 1987; Moberg, 2000).

2.1.4 Influencia del estrés en la produccién
El estrés agudo durante el ordefio puede reducir de manera substancial la
produccion de leche a través de la inhibicion central de la secrecidn de oxitocina
(Brukcmaier et al., 1993, 1997; Bruckmaier y Blum 1998) y de las acciones

periféricas de las catecolaminas (Lefcourt y Akers, 1984).



2.1.5 Influencia del estrés en la reproduccién
La mayoria de las investigaciones estan centradas en los mecanismos basicos de
interaccion estrés-reproduccion agudos porque pueden reconocerse y controlarse
facilmente (Dobson y Tebble, 2001). De manera general el estrés induce una
estimulacién adrenal retardada de la oleada de GnRH-LH o incluso la inhibe
(Moberg, 1991; Dobson et al., 2003), afectando también la sintesis de esteroides
gonadales (Moberg, 1991). Mucha de la relacion entre los sistemas de control de
estrés y reproduccion involucran neurotransmisores. Estos componentes llevan
mensajes entre neuronas y son cruciales para el correcto control de la secrecion
hipotalamica de GnRH en las diferentes fases reproductivas. En animales
normales, la activacién del pico preovulatorio de GnRH-LH involucra una senal
inicial estimulatoria de estradiol pero la modulacion restrictiva esta mediada por la
regulacion de adrenalina y opioides o supresion de neuronas de acido gama
amino butirico (GABA) (Dobson et al., 2003).
Dependiendo de la intensidad, el estrés impide las fases de activacion o
transmision, o ambas, por la estimulacion de la actividad del nucleo
paraventricular sensible al estradiol que interfiere con el reclutamiento de
neuronas y disminuyendo la pulsatilidad de GnRH vy la secrecion del pico de LH
es interrumpida. Varias situaciones reproductivas involucran la supresion de la
pulsatilidad de la GhnRH-LH por aumento a la sensibilidad a estradiol en diferentes
partes del hipotalamo y cerebro por ejemplo la estacionalidad y la desnutricion
(Dobson et al., 2003), probablemente por medio de las neuronas de opioides que
se proyectan en las células neurosecretorias de GnRH (Moberg, 1991).
Existen trabajos en mono Rhesus que indican que el tratamiento directo con
glucocortioides previenen la secrecién de GnRH sin disminuir la sensibilidad de la
hipofisis a la GnRH (Dubey y Plant, 1985), ademas se ha visto la influencia de los
estresores in vivo e in vitro en la hipdfisis por medio de la secrecion reducida de
LH en respuesta a la GnRH (Phogat et al., 1999)



Por otra parte los glucocorticoides interfieren con la hidrdlisis y produccion de
fosfolipidos bloqueando la actividad enzimatica de la fosfolipasa A., una enzima
necesaria para la liberacion de aminoacidos. Otro mecanismo por el que los
glucocorticoides pueden alterar la funcidon de las gonadotropinas, es mediante la
modificacion de la retroalimentacion de los esteroides gonadales hacia los
gonadotropos (Moberg, 1991).

Ademas en vacas la administracion de ACTH bloquea la liberacion preovulatoria
de LH, disminuyendo también la concentracion basal de LH circulante, pero la
infusion de cortisol solo bloqued la secrecién preovulatoria de LH, no teniendo
efecto en los niveles basales de LH (Moberg, 1991).

Existen trabajos en donde los opioides estan implicados en la modificacién en la
secrecion de LH (Dobson y Smith, 2000).

2.2 ESTRES CALORICO (EC)

El término de estrés caldrico se puede referir a el clima, los efectos climaticos en
la vaca y las respuestas productivas o fisiolégicas hechas por la vaca (West,
2003), o bien a un desplazamiento interno del estado basal causado por estrés
externo, en este caso, la temperatura (Finch, 1986), y ocurre cuando una
combinacion de condiciones ambientales tales como la temperatura del aire,
humedad relativa, movimiento del aire y radiacion solar causan la temperatura
ambiental efectiva y es superior que la zona de confort del animal (Bianca, 1962,
citado por Silanikove, 2000). La maxima temperatura y la humedad relativa
minima son las variables mas criticas para cuantificar el estrés calorico, éstas
variables son combinadas en lo que se denomina indice de temperatura humedad
(ITH) (Ravagnolo et al., 2000).

2.2.1 ¢Como afecta el estrés calérico en la produccion?
La temperatura ambiental ideal para las vacas lecheras es de -5°C a 24°C,

independientemente de la edad del animal o del periodo de lactancia de la vaca



(Sharma et al., 1988), ademas el maximo porcentaje de grasa (3.5%) es
alcanzado en temperaturas maximas por debajo de 30.8°C (Sharma, 1988). Los
efectos del estrés caldrico al final de la gestacion en particular la disminucion de la
tiroxina, afecta el desarrollo del parénquima mamario, la lactogénesis y la
produccion de leche (Collier et al., 1982; Wolfenson et al., 1988). Por otra parte el
EC provoca un enfriamiento del centro rostral del hipotalamo estimulando asi el
centro medio de saciedad, el cual inhibe al centro lateral del apetito resultando en
una disminucion en el consumo de materia seca (Armstrong, 1994). Cuando en el
ambiente se superan los 26°C o cuando la temperatura rectal rebasa los 39°C por
mas de 16 horas, tanto el consumo de alimento como la produccion de leche
comienzan a disminuir (Sharma et al., 1988; Mellado, 1995; West, 2003). Con
temperaturas de 41°C, el consumo de alimento solo es del 60% en relacion al
consumo observado cuando no hay EC (Mellado, 1995). Cabe sefalar que la
influencia del EC es mas pronunciada en la etapa temprana y media de la

lactacion (Sharma et al., 1988).

2.2.2 ¢ Como afecta el estrés caldrico en la reproduccion?
El mecanismo por el cual el EC afecta la reproduccion es de manera diversa entre

las cuales se han descrito:

2.2.2.1. Conducta Estral. El EC disminuye la intensidad y duracion del
estro, y aumenta la incidencia de anestros y ovulaciones silenciosas
(Gwazdauskas et al., 1981; Her et al., 1988). El mecanismo puede ser en parte
hormonal, ya que se ha reportado que el EC disminuye las concentraciones
plasmaticas de estradiol17B (Hansen et al., 1997). Es probable también que la
expresion del estro se vea reducida por la letargia experimentada por la vaca
sometida a EC (Hansen et al., 1997).

2.2.2.2. Utero. El EC reduce el flujo de sangre uterino (Roman-Ponce et al.,

1978), tales efectos repercuten en la reduccion de la afluencia de nutrientes y
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hormonas al utero (Hansen, 1997), afectando asi de manera directa la actividad
metabdlica de los embriones estresados (Putney et al., 1988). In vitro el EC resultd
en un marcado incremento en la liberacion de PGF. por parte de tejido
endometrial dentro del medio de cultivo, que puede comprometer la funcion del
cuerpo luteo (CL) e iniciar una regresion lutea prematura. Debido posiblemente a
las alteraciones en las membranas celulares resultando en una aumentada
movilizacion de substratos para la biosintesis de prostaglandinas (Putney et al.,
1988), también se vio aumentado el contenido de proteinas y calcio en el cuerno
ipsilateral que contuvo al embrién (Geisert et al., 1988). Otra posibilidad es que el
EC altera la actividad de un inhibidor de la sintesis de prostaglandinas endometrial

endogeno intracelular (EPSI) (Putney et al., 1989).

2.2.2.3. Dinamica Folicular. EI EC reduce la dominancia del foliculo
dominante, lo cual permite el crecimiento de foliculos adicionales (Wilson et al.,
1998; Wolfenson et al., 2000), ya que la exposicién al EC durante todo el ciclo
estral de vacas lactantes indujo un aumento de foliculos grandes (>10mm) durante
la primera oleada folicular (Wolfenson et al., 1995). También se ha visto una
disminucién en el numero de foliculos medianos durante el periodo de dominancia
de la primera oleada folicular (Badinga et al., 1993). La disminucién en la
dominancia también se encontré asociada con la regresion prematura del foliculo
dominante de la primera oleada folicular y el surgimiento temprano de 2-3 dias
antes del foliculo dominante de la segunda oleada y/o foliculo preovulatorio
(Wolfenson et al., 1995), siendo esto de gran relevancia debido a que el
surgimiento temprano del foliculo preovulatorio puede resultar en la ovulacion de

foliculos viejos (Wolfenson et al., 2000; Jordan, 2003).

2.2.2.4. Capacidad esteroidogenica. Estudios han mostrado que cuando las
vacas Yy vaquillas se han sometido al estrés caldrico durante la segunda mitad del
ciclo estral (Wilson et al., 1998) o durante el ciclo completo (Roth et al., 2001)

tuvieron reducidas las concentraciones de estradiol en el pico preovulatorio. La

11



disminucién en la capacidad esteroidogenica de los foliculos bajo EC involucra
una menor actividad de aromatizacion en las células de la granulosa y una menor
concentracion de estradiol en el liquido folicular de los foliculos dominantes en el
dia 8 del ciclo estral, comparando el verano tardio con el verano temprano,
repercutiendo en las concentraciones plasmaticas (Badinga et al., 1993), esta
disminucién se debe en primer lugar a una disminucion subita de la produccion de
androstenediona por parte de las células de la teca durante el verano, ademas el
porcentaje de células de la granulosa viables en foliculos colectados en verano se
redujo a un 60% del valor en invierno, contribuyendo in vivo a la reduccién en la
secrecion de estradiol a la circulacion (Wolfenson y Meidan, datos no publicados).
Por otra parte bajo condiciones de EC in vitro, la secrecién de androstenediona y
estradiol generalmente se redujo, empero la secrecién de progesterona aumento
(Bridges et al., 2005). La razén por la cual las células de la teca son susceptibles
al EC no es clara, pero se puede relacionar al hecho de que estas se diferencian

antes que las células de la granulosa (Wolfenson et al., 2000).

2.2.2.5. Cuerpo Luteo. Un cuerpo luteo (CL) funcional es requerido para el
mantenimiento de la gestacion (Howell et al., 1994), sin embargo estudios previos
a través de la medicion de progesterona en sangre, han mostrado que las vacas
sometidas a condiciones de EC la funcion del CL se elevd o no se afectd (Wise et
al., 1988a; Wilson et al., 1998), o disminuyd (Wise et al., 1988b; Wolfenson et al.,
1988). En general el aumento se dio cuando la exposicion al EC fue abrupta, pero
disminuyd cuando las vacas se adaptaron a las condiciones (Howell et al., 1994).
Sin embargo en estudios posteriores se ha sugerido que las concentraciones
plasmaticas de progesterona disminuyen en vacas bajo condiciones de EC
cronico, distintivo del ambiente natural de verano, y aumenta en vacas sujetas a
un EC mas agudo tal como la exposicion a la radiacion solar directa o exposicion a
camaras climaticas, sin embargo la disminucién en la secrecion de progesterona
no estuvo relacionada con la alteracion en la longitud de la fase lutea o el tamafo

del CL, proponiendo que la hipertermia altera la funcion de las células del CL
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(Howell et al., 1994). Por otra parte estudios in vitro muestran evidencia de la
supresion directa del EC en la produccion de progesterona, ya que las células
luteas obtenidas de vacas en verano produjeron menos progesterona durante 2
horas de incubacion a 38°C, y la viabilidad celular fue menor que en las células
obtenidas de vacas en invierno, de la misma manera las células obtenidas en
invierno e incubadas a 40°C produjeron 30% menos progesterona que células
similares incubadas a 38°C (Wolfenson et al., 1993), de manera que una
inadecuada secrecion de progesterona puede tener efectos adversos antes y
después de la inseminacion.

Las bajas concentraciones plasmaticas de progesterona pueden causar un
desarrollo folicular aberrante, que conlleva a una maduracién anormal del ovocito
en el foliculo ovulatorio y una muerte embrionaria temprana (Ahmad et al., 1995).
Ademas de que las bajas concentraciones plasmaticas de progesterona afectan la
esteroidogenesis en el foliculo dominante y en la subsecuente formacion del CL,
alterando también la morfologia y funcion endometrial en el subsecuente ciclo
estral (Shaham-Albalancy et al., 1996).

2.2.2.6. Gonadotropinas. Los efectos del EC en la secrecion de
gonadotropinas en bovinos esta escasamente documentado a pesar de la
importancia de la LH y FSH en la regulacion del crecimiento folicular, ovulacién y
funcién del CL (Wolfenson et al., 2000). EI EC crénico durante el verano disminuy6
la concentracion media y amplitud de la LH tdénica asi como la oleada
preovulatoria de LH inducida por GnRH en vacas con bajas concentraciones
plasmaticas de estradiol (Wolfenson et al., 2000). De manera similar se observé
que en vacas alojadas en camaras climaticas expuestas a EC por 16 horas

durante el invierno la FSH inducida por GnRH disminuyé (Gilad et al., 1993).
2.2.2.7. Efecto Residual. La fertilidad durante los meses de otoho en las

vacas lecheras permanece mas baja que en invierno aunque los animales ya no

se encuentren en temperaturas de estrés caldrico (Ron et al., 1984, Hansen,
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1997). Una de las explicaciones mas viables, es que los foliculos ovaricos son
susceptibles al EC (Wolfenson et al., 1995) y que el proceso por el que un foliculo
antral pequefo se desarrolle a un foliculo preovulatorio dura aproximadamente 40-
50 dias (Lussier et al., 1987 citado por Roth et al., 2001). In vitro un shock calérico
durante la maduracion induce eventos apoptoticos en los ovocitos y la activacion
de estos procesos es un evento crucial para la pérdida de la competencia de
desarrollo (Roth y Hansen, 2004). También se ha visto que los ovocitos colectados
después del EC con una baja calidad se asocido con la baja capacidad de
desarrollo de embriones in vitro durante el otofio (Roth et al., 1999), y se
encontraron alteraciones en el patron de crecimiento y desarrollo de foliculos
medianos, esto asociado con un marcado aumento en las concentraciones
plasmaticas de FSH durante la primera onda folicular del ciclo estral subsecuente
a la exposicion al calor (Roth et al., 2000). Por lo que respecta a la produccién de
esteroides se encontré que las células de la teca son mas susceptibles que las
células de la granulosa y expresaron un efecto residual en los foliculos medianos y
preovulatorios de los ciclos estrales siguientes a la exposicion del EC 20 y 26 dias
después (Roth et al., 2001a). Todos estos resultados en conjunto podrian ser los
responsables de una baja fertilidad en otofio (Roth et al., 2001a). Respecto a este
efecto residual se tratdé de mejorar la calidad de los ovocitos dafiados mediante la
aspiracion de los foliculos (3-8mm) de cuatro ciclos estrales consecutivos durante
el otoAo de vacas previamente expuestas a EC de verano, esto resultdé en una
emergencia mas rapida de ovocitos saludables en el otofio tardio hasta el ciclo
estral 3 y 4 (Roth et al., 2001b).

2.2.2.8. Alteraciones estructurales del embrion. El desarrollo embrionario en
la etapa de division es demasiado susceptible a la ruptura debido a temperaturas
elevadas (Rivera et al., 2001). La exposicion de embriones de 2 células a 41.6°C
durante 6 horas redujo el porcentaje de embriones de 2 células que desarrollaron
a blastocistos al dia 8 postfertilizacion (P<0.001), ademas que el shock caldrico a

43°C caus6 algunos cambios ultraestructurales que no fueron evidentes a 41.0°C
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(Rivera et al., 2003). Por lo que los autores concluyen que las temperaturas
elevadas pueden interrumpir el desarrollo embrionario causando alteraciones en el
nuacleo, citoplasma y mitocondria, algunos de estos cambios ocurren a
temperaturas experimentadas por las vacas bajo condiciones de EC (Rivera et al.,
2003).

2.2.2.9. Desarrollo embrionario temprano. La susceptibilidad de los
embriones al EC probablemente es una de las principales causas para la
disminuciéon de la fertilidad y aumento de la mortalidad embrionaria (Ealy et al.,
1993). Se ha visto de forma experimental in vivo que las vacas sometidas al EC
del dia 1 al 7 después del estro redujo la etapa de desarrollo y las caracteristicas
morfolégicas de embriones cuando fueron colectados al dia 7 de hembras
superovuladas (Putney et al., 1988a). En estudios mas recientes se ha visto que el
embridn es extremadamente sensible al calor durante las primeras tres divisiones
(Moore y Thatcher, 2006). Sin embargo los embriones se vuelven mas resistentes
a través del desarrollo, adquiriendo termoresistencia desde el dia 1 o 2 después
de la fertilizacion, ya que se ha demostrado que el EC en vacas superovuladas
redujo el desarrollo y viabilidad de los embriones si las vacas fueron expuestas al
EC en el dia 1, no teniendo efecto en los dias 3, 5 o 7 después del estro (Ealy et
al., 1993). La exposicion de células del cumulo del ovocito en cultivo a
temperaturas elevadas (40-41°C) durante las primeras 12 horas de maduracién
disminuyo6 la tasa de divisiobn y la proporcion de ovocitos que desarrollaron a
blastocisto (Edwards et al., 1997; Roth y Hansen, 2004). Por otra parte el shock
caldrico puede inducir apoptosis en muchas células, incluyendo embriones en la
etapa de preimplantacion y la activacion de estos procesos es un evento crucial
para la pérdida de la competencia de desarrollo (Paula-Lopes y Hansen, 2002;
Roth y Hansen, 2004; Jousan y Hansen, 2004). También se discute que es posible
que algunos ovocitos que experimentan la activacion de las caspasas puedan
sobrevivir a la iniciacion de la apoptosis y sean fertilizados, aunque con una

capacidad reducida para sostener el desarrollo (Roth y Hansen, 2004). Parece
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que el shock calérico durante la maduracion induce otros cambios celulares que
son llevados sobre la etapa embrionaria y que impiden el desarrollo subsecuente
(Roth y Hansen, 2004).

2.2.3 Respuesta fisiologica del bovino al EC
Los receptores periféricos y unidades termosensitivas en el sistema nervioso
central (SNC), regulan la recepcion de la temperatura (Baker, 1989), cuando la
temperatura se eleva son activados los mecanismos fisiolégicos de sudoracién y
jadeo para aumentar la pérdida de calor mediante evaporacion en la superficie
corporal y aparato respiratorio (Silanikove, 1992). Las vacas responden a un EC
agudo mediante la secrecién de grandes cantidades de cortisol que permanecen
elevadas en el plasma por 12 horas, después de iniciado el EC, pero van
disminuyendo hasta alcanzar valores normales dentro de 1 o 2 dias (Christison y
Johnson, 1972). En el transcurso de un EC grave existe un pequefio aumento en
la producciéon de calor por parte del animal debido a la actividad de jadeo. Sin
embargo, el aumento de la temperatura corporal provocado por la carga de calor
ambiental es el hecho que determina una posible hipertermia y puede colocar al
animal en una situacion precaria. En condiciones de EC severo se ha visto que la
frecuencia respiratoria alcanza valores de 200/min. (Thomas y Pearson, 1986). El
EC provoca un enfriamiento del centro rostral del hipotalamo estimulando asi el
centro medio de saciedad, el cual inhibe al centro lateral del apetito resultando en
una disminucidn en el consumo de materia seca (Albright y Alliston, 1972), y en
consecuencia, la disponibilidad de nutrientes para crecimiento y produccion es
minima. Sin embargo con una exposicion prolongada a los ambientes calurosos,
los animales se aclimatan reduciendo su metabolismo en reposo como
consecuencia del menor consumo de alimentos y un descenso en la actividad de
la hormona tiroidea (Collier et al., 1982). Por consiguiente puede aliviarse la
incomodidad del EC aunque no suelen alcanzarse niveles elevados de
productividad. Por otra parte cualquier ajuste de las necesidades nutritivas en

situaciones de EC se basaran en la gravedad del mismo, que puede variar
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considerablemente entre los animales dependiendo de la raza, grado de
aclimatacion fisioldgica, dieta, nivel de productividad, y fluctuaciones diurnas en la

carga de calor radiante (Mellado, 1995).

2.2.4 Tratamientos para reducir los efectos del EC
Es de interés vital el desarrollo de estrategias alternativas para reducir los efectos
del EC en la reproduccion de las vacas lecheras para incrementar la taza de
prefiez y asi ofrecer la posibilidad de obtener una mejor eficiencia reproductiva
(Aréchiga, 2005).

2.2.4.1. Modificacion ambiental de la vaca. Un método obvio en la
reduccion del EC es modificando el ambiente de la vaca para reducir los factores
gue se manejan dentro de la vaca en la hipertermia ya que las vacas refrescadas
pueden aumentar su porcentaje de concepcion (Hansen, 1997), por otra parte las
grandes variaciones estacionales en la funcién reproductiva pueden persistir,
incluso en granjas que han hecho uso extensivo de tales sistemas de enfriamiento
(Hansen y Aréchiga, 1999). Se puede proporcionar un refrescamiento de las vacas
por un tiempo limitado, durante la maxima sensibilidad del embrién al EC para que
se pueda mejorar moderadamente el porcentaje de concepcion (Hansen, 1997). El
uso de estos sistemas ha producido algunas mejoras en la fertilidad, pero son
incapaces de incrementar el nivel de fertilidad al nivel que puedan coincidir con el

de invierno (Armstrong, 1994).

2.2.4.2. Deteccion de calores. Para disminuir la dependencia en la
observacion de estros se implemento la Inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF)
la cual no requiere de la deteccion de estros (Hansen y Aréchiga, 1999; De Rensis
y Scaramuzzi, 2003). El principal beneficio de este tratamiento es el de inducir la
ciclicidad y el desarrollo de cuerpos luteos normales llevando a una buena
fertilidad. Aunque esta técnica lleva a un aumento en el numero de vacas

prefadas por el aumento de vacas que son inseminadas en el momento
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adecuado, y aunque esto limita los efectos del EC en la fertilidad no resuelve lo
problemas ocasionados por el EC (De Rensis y Escaramuzzi, 2003).

2.2.4.3. Suplementacion de antioxidantes. Existe cierta evidencia de que la
suplementacion de antioxidantes a las vacas lecheras, pudieran lograr incrementar
el porcentaje de fertilidad por inseminacion: probablemente al reducir los niveles
de radicales libres que se incrementan a nivel celular a consecuencia de las altas
temperaturas (Aréchiga, 2005). La suplementacion a largo plazo (=90 dias) con [3-
carotenos incrementd en 14% la proporcion de vacas prefadas al dia 120

posparto (21% vacas control; 35% vacas tratadas) (Aréchiga et al., 1998).

2.2.4.4. Control Farmacolégico de la temperatura corporal. Ha habido poco
interés en el ganado para identificar métodos para regular farmacolégicamente la
temperatura corporal durante el EC (Hansen y Aréchiga, 1999). Empero existen
reportes donde se ha observado que cuando se suministra a la racién extracto de
cultivo de hongo Aspergillus Orizae (Huber et al., 1994, citado por Aréchiga, 2005)

se puede disminuir la temperatura corporal de la vaca.

2.2.4.5. Transferencia de embriones. Teniendo en cuenta que los
embriones son particularmente sensibles a las temperaturas elevadas se puede
emplear la transferencia de embriones dentro de vacas receptoras al dia 7
después del estro, cuando los embriones ya hayan pasado el periodo mas
termosensible de desarrollo (Ealy et al., 1993; Edwards y Hansen, 1997), y es
razonable esperar que la transferencia embrionaria durante el verano pueda
superar el porcentaje de concepcion que la inseminacion artificial, como se ha
visto en diversos estudios (Hansen y Aréchiga 1999). Por otra parte la
recuperacion de embriones transferibles de vacas superovuladas es reducida por
el EC (Putney et al., 1988a). Esta limitacion puede ser omitida por el uso de
embriones congelados colectados de vacas en periodos frios o en regiones no
susceptibles al EC (Hansen y Aréchiga, 1999). Otro inconveniente es el alto costo

de la transferencia de embriones, que puede ser disminuido a través de la
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fertilizacion in vitro de ovocitos colectados usando material de rastro,
desgraciadamente la tecnologia para el congelamiento de embriones derivados de
la fertilizacidn in vitro no ha progresado al punto en que se logren porcentajes de
fertilidad aceptables bajo condiciones de estrés caldrico (Hansen y Aréchiga,
1999).

En un estudio se vio que si se utilizaba el régimen para la sincronizacion de
la ovulacion desarrollado para la IATF, la transferencia de embriones fue superior
para las vacas que recibieron un embrion previamente criopreservado derivado de
la fertilizacion in vitro comparado con las vacas en IATF (Ambrose et al., 1997).
Sin embargo, este método tiene muchos inconvenientes por resolver ya que estos
embriones son diferentes de los embriones producidos in vivo en cuanto se refiere
a morfologia (Crosier et al., 2001), expresion de genes (Lazzari et al., 2002;
Lonergan et al., 2003), metabolismo (Khurana y Niemann, 2000), e incidencia de
anormalidades cromosomicas (Viuff et al., 2000), y los terneros nacidos de los
embriones producidos in vitro son mas propensos a experimentar defectos de
desarrollo (Hastler, 2003). Bajo estas condiciones en un estudio reciente realizé la
transferencia de dos embriones dentro del cuerno ipsilateral al CL, para aumentar
el aporte de interferon tau y otras moléculas de senalizacion para el
reconocimiento materno, sin embargo este tratamiento no tuvo éxito (Franco et al.,
2005).

2.3Hormona del crecimiento (GH)
La GH es una hormona proteica producida por los somatotropos en la glandula
pituitaria anterior (Burton et al., 1994), y se sintetiza de cuatro formas, es decir,
puede tener 190 o 191 aminoacidos y leucina o valina en la posicién 126 (Wood et
al., 1989), estas diferencias en la estructura determinan el potencial de accion
(Etherton y Bauman, 1998), ya que se ha visto que tratamientos con valina en la
posicion 127 provocan un aumento superior en plasma de somatotropina que la

variante con leucina-127 (Eppard et al., 1992; Eppard et al., 1993).
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Ademas de su principal funcién en el proceso de crecimiento por el cual recibe su
nombre, también es conocido su efecto galactopoietico (Asimov y Krouze, 1937,

citado por Morales, 2000).

2.3.1 Somatotropina recombinante bovina (bST).

Inicialmente se utilizdo bST derivado de la pituitaria, hasta que en 1982 se realizo el
primer estudio utilizando bST por recombinacién genética (Bauman et al., 1982),
el cual se ha vuelto uno de los productos biotecnologicos de mayor impacto a nivel
mundial (Bauman, 1992).

La magnitud de la ganancia en la eficiencia de la produccion de leche con la
administracion de la bST es igual a la que se lograria normalmente en un periodo
de 10 a 20 afios utilizando las biotecnologias disponibles (IA y transferencia de

embriones; Bauman, 1992).

2.3.2 bST en el desarrollo folicular
Diversos estudios han mostrado que los estrogenos potencializan la secrecidn
hepatica de IGF-I estimulada por la somatotropina, incrementando el numero de
receptores hepaticos a somatotropina (Gluckman et al., 1987; Enright et al., 1990;
Simpson et al.,, 1997), por lo tanto la GH puede ejercer un papel paracrino o
autocrino durante la maduracion del ovocito (Moreira et al., 2002°), ya estudios
previos han identificado RNAm para receptores de GH en células del cumulo,
murales de la granulosa y en los ovocitos de los foliculos ovaricos del bovino
(Izadyar et al., 1997; Kolle et al., 1998). En foliculos primordiales y foliculos
primarios el ovocito mostré distintos aportes de la transcripcion, pero en foliculos
terciarios el RNAm fue localizado predominantemente en las células del cumulo
oophorus (Schams et al., 1999). In vitro la somatotropina aumenté la maduracién
de ovocitos bovinos, de las células dentro del complejo del cumulo (lzadyar et al.,
1997) y en conjunto con estradiol disminuye la apoptosis de las primeras etapas

del desarrollo folicular (Cushman et al., 2001).
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2.3.3 bST en el cuerpo luteo
La administracion de bST aumenta las concentraciones plasmaticas de
progesterona durante la fase lutea (Schemm et al., 1990). También se ha visto
que el tejido luteo es capaz de expresar el mensaje para el receptor de la GH
(Tanner y Hauser, 1989). Se han encontrado receptores para bST en las células
luteas grandes del CL del bovino (Lucy et al, 1995, Schams et al., 1999). Por otra
parte se ha visto que la administracion de bST diariamente incremento el peso del
CL (Lucy et al., 1995). Es posible que la bST tenga efectos directos en las células
luteas grandes o aumente la diferenciacion de células luteas pequefias a grandes
(Lucy et al., 1995). La bST y los factores de crecimiento son necesarios para el
crecimiento y desarrollo del CL en rumiantes (Lucy et al., 1995; Reynolds y
Redmer, 1999), debido a que se ha visto que la aplicacién de bST y LH exdgena a
ovejas hipofisectomizadas con cuerpos luteos de bajo peso pueden alcanzar casi

el tamafio normal (Juengel et al., 1997).

2.3.4 DbST en el desarrollo embrionario temprano
Tanto la GH como el IGF-I pueden influenciar el desarrollo embrionario temprano
ya que se han identificado RNAm para receptores de GH e IGF-I en el desarrollo
del embrién tan temprano como en la etapa de una célula (Izadyar et al., 2000) y
la sintesis de estos aumenta dramaticamente del dia 2 al 6 de la embriogenesis
(Kolle et al., 2001). EI RNAm que codifica para el receptor de GH se localiz6
predominantemente en la masa de células interna de los blastocistos, esto se
realizd mediante la hibridacion in situ (Kolle et al., 2001). Por otra parte, el
crecimiento acelerado del concepto bovino durante los dias 15 a 18 esta
correlacionado con una aumentada expresion de RNAm de IGBP-2 e IGF-II (Kolle
et al., 2001). Se sugiere que es posible que otros factores de crecimiento estén
involucrados posiblemente con el rapido crecimiento del trofoblasto bovino durante
la gestacién temprana (Geisert et al.,, 1991). Asimismo, estudios in vitro indican
que la adicion de GH al medio de maduracion aumenté la tasa de division de los

ovocitos bovinos y que la GH e IGF-I promovieron el desarrollo embrionario
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aumentando la proporcion de embriones que desarrollaron a la etapa de
blastocisto o el porcentaje de blastocistos en etapas de desarrollo avanzadas y el
numero de células del blastocisto (Moreira et al., 2002a), al igual se vio que la GH
afecta el desarrollo embrionario independientemente de las acciones que
involucran al IGF-I ya que la adiciéon de un anticuerpo de IGF-I al medio de cultivo
inhibi6 los efectos de la IGF-I pero no afecté los efectos estimulatorios de la GH en
el desarrollo embrionario temprano, por lo tanto se sugiri6 una posible accion
paracrina o autocrina durante la maduracion del ovocito (Moreira et al., 2002). La
forma en que la GH puede afectar la maduracion del ovocito independientemente
de la IGF-I, es a través de la via de la sefal de transduccion de AMPc (Izadyar et
al., 1997; |zadyar et al., 1997a).

Mediante estudios empleando la microscopia electronica por transmision se
sugiere que la GH ejerce distintas acciones en el metabolismo de los
carbohidratos y lipidos de los blastocistos bovinos y esta activacién es modulada
por la activacion de GH embrionaria después del dia 8 (Kolle et al., 2001). En un
estudio reciente en el cual se administré bST a vacas no lactantes para eliminar el
efecto de la producciéon de leche, se vio que las vacas tratadas tuvieron
concentraciones mas altas de interferon tau que las vacas testigo, de igual manera

el concepto fue mas grande en relacion a las vacas testigo (Bilby et al., 2004).

2.3.5 Factor de Crecimiento parecido a la Insulina-I (IGF-I)
Muchos de los efectos metabdlicos y somatogénicos de la somatotropina se llevan
a cabo de manera directa, pero otros los realiza de manera indirecta a través de
los factores de crecimiento parecidos a la insulina (IGF’s), los cudles son
producidos principalmente en el higado en respuesta a la somatotropina (Hill,
1989; Schemm et al., 1989), ya que se ha visto que las concentraciones de IGF-I
en suero se incrementaron 3 veces mas aproximadamente 5 a 7 horas después

de la primera inyeccion subcutdanea de bST mediante la administracion de bST
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exogena, sugiriendo que la IGF-l no es liberada de un almacén, si no que es
sintetizada de novo (Cohick et al., 1989), existe también el IGF-Il pero tiene un
menor potencial de accion y su secrecidén no esta controlado por la bST (Vicini et
al., 1991). Estos factores fueron descubiertos con base en su habilidad para
estimular la sulfatacién del cartilago y para reemplazar al “factor de actividad de
sulfatacion” de la GH (Salmon y Daughaday, 1957), sin embargo cuando se logré
hacer preparaciones altamente concentradas de estos a partir de concentrados de
suero se encontré que estimulaban la incorporacion de glucosa dentro de la grasa
asi como la incorporacion de sulfatos dentro del cartilago, concluyendo que estos
factores podrian ser muy similares o idénticos en sus estructuras y a su vez a la
insulina (Solomon et al., 1967). Esto fue comprobado en 1976 cuando su
secuencia fue deducida y mostré ser 48% homologo con la proinsulina humana
(Rinderknecht y Humbel, 1978). Basado en esto, fue renombrado como factor de
crecimiento parecido a la insulina (IGF-I por sus siglas en ingles; Jones y
Clemmons, 1995). Los factores de crecimiento son proteinas con un peso
molecular menor a 30000 Daltons, los cuales tienen la funcion de hormonas
circulantes y/o factores paracrinos, o autocrinos que actuan localmente en
diferentes tejidos (Monget y Monniaux, 1995), su estructura consiste de cadenas
de 70 aminoacidos (McCusker, 1998, Citado por Morales, 2000).

2.3.6 IGF-I en el desarrollo folicular
De manera general los IGFs funcionan como moduladores de las acciones de las
gonadotropinas a nivel celular y estimulan la proliferaciéon y diferenciacién de las
células de la teca y de la granulosa (Armstrong y Webb 1997). El tratamiento con
bST aumentd de manera significativa la poblacion de foliculos antrales 2-5mm en
diametro en vaquillas, esto a través del aumento en las concentraciones
plasmaticas de IGF-I, aunque no se excluye un efecto directo de la bST a nivel

ovarico (Gong et al., 1991).
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In vitro el IGF-I ha demostrado tener un efecto mitogénico mas potente que la
insulina en las células de la granulosa (Spicer y Echternkamp, 1995) y de la teca
(Spicer y Stewart 1996), por lo tanto el IGF-I ha sido implicado como un potencial
regulador del crecimiento y diferenciacion folicular (Adashi et al., 1985; Hammond
et al., 1988). Las células de la granulosa sintetizan IGF-I, un potente promotor de
la diferenciacion y proliferacion celular ovarica (Adashi et al., 1985). La IGF-I
facilita la proliferacidon de las células de la granulosa (Adashi et al., 1985; Spicer et
al., 1993). Por otra parte in vivo se ha visto que las concentraciones de IGF-I
incrementan conforme aumenta el tamafo folicular (Spicer et al., 1988; Spicer y
Enright, 1991) y la infusidon de IGF-I directamente dentro del estroma ovarico altera
el crecimiento folicular y concentraciones de estradiol en el liquido folicular (Spicer
et al., 2000). Ademas se ha visto que la FSH junto con la LH actuan de manera
sinérgica en el efecto mitogénico de la IGF-I (Lucy, 2000) en células de la
granulosa de foliculos pequefios (<6mm) no asi de los largos (<10mm) (Gong et
al., 1993), al mismo tiempo amplifican la accién de las gonadotropinas sobre las
células foliculares (Gutiérrez et al., 1997), y en ausencia de FSH la IGF-I actua
como un regulador paracrino de la proliferaciéon de las células del cumulo en
foliculos antrales pequefos (Armstrong y Xia, 1993). El sinergismo ocasionado
con la LH y FSH es causado por la habilidad del IGF-I para aumentar la actividad y
el numero de receptores del sistema de segundos mensajeros de los receptores
de gonadotropinas (Giudice, 1992). Al mismo tiempo, las gonadotropinas
incrementan la expresion del receptor tipo | a IGF y pueden aumentar la sintesis
de IGF-I en las células de la granulosa (Spicer y Echternkamp, 1995).

El IGF-I esta involucrado también en la etapa de desviacion folicular. Esta etapa
es el fin de la fase de crecimiento comun de los foliculos reclutados y es el evento
mas importante durante la seleccion del foliculo (Ginther et al., 2001; Ginther et
al.,, 2003), ocurre cuando el futuro foliculo dominante alcanza un didmetro
promedio de 8.5mm en vaquillas Holstein (Ginther et al., 2004). En esta etapa las
concentraciones de IGF-lI libre permanecen elevadas en el futuro foliculo

dominante de manera concomitante con el estradiol, y comienzan a disminuir en
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los futuros foliculos subordinados (Ginther et al., 2004). Las altas concentraciones
del IGF-I son asociadas temporalmente con una mayor degradacion proteolitica de
las IGFBPs -4 y -5 (Rivera y Fortune, 2003). Esto estd apoyado mediante un
estudio in vivo en el cual se aplicé una inyeccion intrafolicular de 20ul (10ug/ul) de
IGF-I recombinante humano (rh) en el segundo foliculo mas grande después de la
ablacion del foliculo dominante, los resultados demostraron cambios en el liquido
folicular que favorecieron el establecimiento de la dominancia y subsiguiente
ovulacion por el foliculo mas largo después de la ablacién del foliculo dominante
(Ginther et al., 2004).

Se ha visto que el IGF-I es un factor importante para el desarrollo del foliculo
dominante durante el desarrollo de la primera oleada folicular posparto, esto
después de que conjuntamente la insulina con el pico de estradiol pueden
asegurar la maduracién y ovulacion (Kawashima et al.,, 2007). Algunos autores
concluyen que grandes cantidades de IGF-I dentro del foliculo pueden llevar a una
acelerada produccién de foliculos dominantes (Lucy et al., 1995). Asi mismo se ha
visto que el RNAm para el receptor tipo | del IGF-I esta presente tanto en las
células intersticiales de la teca como de la granulosa con niveles crecientes
durante el desarrollo final del foliculo dominante (Schams et al., 1999).

También se ha visto que la IGF-I estimula la produccion de estradiol por parte de
las células de la granulosa, pero la magnitud de sus efectos varia con el tamafio
del foliculo y la presencia de otras hormonas (Spicer et al., 1993; Gong et al.,

1994; Spicer y Chamberlain, 1999), de la misma manera estimula la produccién de
androstenediona (4 o 5 veces mas) y progesterona (2 o 3 veces mas) inducido por
la LH (Stewart et al., 1995; Spicer y Stewart, 1996).

2.3.7 IGF-l en el cuerpo luteo
Se ha visto que las células de la granulosa de foliculos antrales son capaces de
secretar IGF-I in vitro (Adashi et al., 1985; Hammond et al., 1985), mediante estas
observaciones se propuso que la IGF-lI puede actuar como una sefal autocrina

que incrementa el numero de receptores a LH y la produccién de progesterona

25



(Schemm et al., 1990; Spicer y Echternkamp, 1995). Un aumento en las
concentraciones de IGF-I es asociado con una secrecion de progesterona
aumentada durante el diestro del primero y segundo ciclo estral posparto (Spicer
et al., 1990). Asimismo se ha visto que la actividad lutea reducida por un balance
energético negativo puede asociarse con la reduccion en las concentraciones de
IGF-I en suero (Spicer et al., 1990), siendo asi que in vivo estan correlacionadas
positivamente las concentraciones de progesterona e IGF-I en el ganado lechero
al momento del posparto (Spicer et al., 1990; Spicer et al., 1993). Conjuntamente
la insulina con el IGF-I aumentan la produccion de progesterona por parte de las
células de la granulosa inducida por la FSH (Spicer et al., 1993). Por lo tanto se
concluye que tanto la somatotropina y el sistema de de IGFs juegan un papel
importante en la secrecion de progesterona por el CL, tanto in vitro como in vivo
(Spicer y Echternkamp, 1995), debido a que el IGF-l aumentado puede llevar a un

aumento en la sintesis de DNA y crecimiento del CL (Lucy et al., 1995).

2.3.8 IGF-I en el desarrollo embrionario temprano

Tanto el IGF-I como el IGF-II estan presentes en los fluidos uterinos de la vaca,
pero los cambios en sus niveles no son temporalmente asociados con una rapida
elongacion trofoblastica (Geisert et al.,, 1991). Los componentes del sistema de
factores de crecimiento parecidos a la insulina (IGFs) pueden estimular el
desarrollo del concepto y jugar un papel importante en el proceso del
reconocimiento materno (Lucy et al., 1995). EIl crecimiento del concepto puede
ser parcialmente dependiente del IGF (Lucy et al., 1995), debido a que los
embriones bovinos producen y tienen receptores a IGF-l y —Il en todas las etapas
de desarrollo de ovocito a blastocisto (Watson et al., 1992; Winger et al., 1997).

In vitro Matsui et al. (1995) reportaron que el desarrollo a la etapa de moérula
proveniente de ovocitos se incrementd de 33 a 45% después de la adicion de IGF-
| (2-200ng/ml) al medio de cultivo. Ademas la adicion de IGF-I (100ng/ml) al medio
de cultivo mejoré de manera significativa el desarrollo a la etapa de blastocisto de
11 a 17% (Prelle et al., 2001).
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Estudios realizados con embriones producidos in vitro han demostrado la accién
mitogénica del IGF-I al aumentar el numero de células y evitando la apoptosis
cuando éste fue adicionado (100ng/ml) al medio de cultivo, no asi cuando se
adiciond al medio de maduraciéon (Makarevich y Markkula, 2002). De manera
similar se mejord en un 14.4% la proporcion de ovocitos que alcanzaron la etapa
de blastocisto cuando se adicioné 50ng/ml de IGF-I a un medio definido 18 horas
posinseminacion (Sirisathien et al., 2003). Se especula que la IGF-I puede
incrementar el numero de las células de la masa interna reduciendo la prevalencia
de la apoptosis dentro de esta (Shirisatien et al., 2003).

En ovinos los mecanismos a través del cual el IGF-I mejora el desarrollo
embrionario temprano es que puede ser liberado dentro del liquido oviductal para
estimular el crecimiento embrionario directamente o alternativamente estimular la
actividad secretoria de la ampula, que alcanza su maxima expresion durante este
periodo (Murray, 1996), ya que se ha visto que glicoproteinas moduladas por
esteroides son liberadas en este periodo y han sido postuladas para aumentar el
porcentaje de fertilizacion y la competencia de desarrollo de los embriones
(Murray, 1996).

El IGF-l1 tiene también relevancia como factor de supervivencia en la
preimplantacion de los embriones expuestos a estrés, uno de los estresores en las
zonas aridas que compromete el desarrollo embrionario son las temperaturas
elevadas (Jousan y Hansen, 2004) como se reviso en el capitulo anterior. En un
estudio reciente realizado con embriones cultivados in vitro sometidos a 41°C por
9 horas seguidas, la adicion de 100ng/ml de IGF-I al medio de cultivo incremento
el porcentaje de embriones 216 células que desarrollaron a la etapa de blastocisto
al dia 5 después de la inseminacion, es probable que esto se debid a que
disminuye el porcentaje de apoptosis en comparacion a los embriones a los que
no se les adicioné IGF-I (P < 0.05) y permite a una mayor proporcion de
embriones con una alta proporcién de células viables (Block et al., 2003) a
desarrollar exitosamente a esta etapa, ademas se sugiere otra posibilidad

independiente de la proliferacion y apoptosis que aumente la capacidad de
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desarrollo de los embriones y los haga mas aptos para sobrevivir a las
temperaturas elevadas, uno de ellos es bloqueando los efectos deletéreos de los
radicales libres (Jousan y Hansen, 2004). De igual manera el porcentaje de prefiez
en las vacas receptoras de transferencia de embriones en el verano (estrés
caldrico) fue mas alto para las vacas que recibieron embriones cultivados con IGF-
I (100ng/ml) que para las vacas que recibieron embriones control, sin afectar el

peso del becerro al nacimiento o la proporcidn del sexo (Block et al., 2003).

2.3.9 Proteinas ligadoras de los factores de crecimiento parecidos a la
insulina (IBGPs)

La bioactividad de los factores de crecimiento parecidos a la insulina (IGFs) | y |l
esta controlado por su asociacion con una familia de proteinas ligadoras a los
IGFs (Armstrong y Webb, 1997), en la actualidad se han caracterizado 6
diferentes IGFBPs a través de purificacion o aislamiento y secuenciamiento de
DNA (Clemmons et al., 1995). La manera en como controlan la actividad de los
IGFs es diversa; las IGFBPs son encontradas en asociacion con la matriz
extracelular y membranas celulares, siendo asi que mediante la localizacidon
inmunohistoquimica de los IGFs se ha visto que estan codistribuidos con las
IGFBPs y asi, proveen un almacén extracelular de IGFs que pueden ser dirigidas
a poblaciones especificas de células mediante la interaccion de las IGFBPs de las
membranas celulares y la accion de proteasas especificas (Hill et al., 1989). La
liberacion de los IGFs de las IGFBPs esta controlada por la accion de proteasas
especificas de IGFBP (Parker et al., 1995). Por consiguiente, si ocurre una
disminucién en la produccion folicular de IGFBP se puede esperar que aumente la
actividad biolégica del IGF producido localmente y aumente la respuesta del
foliculo hacia las gonadotropinas (Armstrong y Webb, 1997), esto se sugiere a
partir que en estudios previos se ha observado una disminucion en las
concentraciones de IGFBP-2, -4 y -5 en el liquido folicular durante el desarrollo de

la dominancia (Armstrong et al., 1996).
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El sistema de IGF (IGF-I y —II; IGF receptor-l y las IGFBPs) no esta involucrado en
la iniciacién del crecimiento del foliculo primordial, contrario a los eventos
subsecuentes.

Se ha hipotetizado que la IGFBP-2 y -3 pueden unirse a cualquier IGF que llegue
de la circulacion o de foliculos antrales adyacentes y regulan su acceso a los
receptores tipo-l en las células del ovocito y de la granulosa de los foliculos
preantrales (Armstrong et al., 2002).

Un rasgo importante en el desarrollo de la dominancia folicular es la inhibicién
FSH-dependiente de la expresion de RNAm que codifica para IGFBP-2 en las
células de la granulosa. El incremento consiguiente en la bioactividad de IGF en
estos foliculos podria aumentar la sensibilidad de sus células de la granulosa a la
FSH (Armstrong y Webb, 1997). Por lo que respecta a la disminuciéon de la
concentracion de IGFBP-4 en el liquido folicular de ovejas durante el desarrollo de
la dominancia es debido al correspondiente aumento de la actividad de proteasas
especificas a IGFBP-4 (Besnard et al., 1996).

El establecimiento de la dominancia del foliculo seleccionado parece estar
asociado con un aumento de receptores a LH en las células de la granulosa, esto,
acoplado con el aporte de la IGFBP-2 y -4 (Hunter et al., 2004), ya que se ha
observado que las concentraciones de IGFBP-2 y posiblemente la -4 y -5, es
superior en el liquido folicular de foliculos medianos y pequefios asi como de los
foliculos atrésicos, contrariamente se encuentra reducido de manera significativa o
son indetectables en el liquido folicular de los foliculos dominantes y/o largos
(Nicholas et al., 2002).

En rumiantes aparentemente un nuevo hallazgo es la asociacion de la IGFBP-I
con la luteolisis (Sayre et al., 2000), ya que la IGFBP-I se presenta en el
endometrio bovino por el dia 13 de prefiez (Keller et al., 1998) y podria estar
involucrado regulando los efectos de la IGF-I e IGF-II en el desarrollo embrionario
(Palma et al., 1997). La presencia temprana de I|IGFBP-I podria causar
inesperadamente cambios en la accién o disponibilidad de los IGFs, y asi

contribuir al efecto embriotoxico luteo en la prefiez prematura (Inskeep, 1995).

29



La IGFBP-I puede promover la regresion lutea antagonizando los efectos de la

IGF-I en la funcion lutea (Sayre et al., 2000).

2.3.10 bST en la fertilidad

Los estudios de la somatotropina en la fertilidad son amplios. La aplicacién de
500mg de bST el dia del estro y una segunda inyeccion 10 dias después (Morales,
1993) resultdé en una mejora del 10.57% en el indice de concepcion de vacas
Holstein repetidoras (mas de 4 servicios fallidos), resultando en 36.59% y 26.02%
para las vacas tratadas y testigo respectivamente (P<0.05). En un estudio
posterior de manera similar se administraron dos inyecciones de 500 mg de bST
a diferencia de que fue a un intervalo de 14 dias, en el dia 3 y 17 post-
inseminacion tanto de vacas de primer servicio como repetidoras (Rodriguez,
1999), no encontrando diferencias en los grupos tanto de primer servicio (42.1% y
40.2%) como de repetidoras (40.4% y 40.9%), a partir de estos resultados se
determind la importancia del momento de la primera aplicacién. La aplicacion de
bST solamente en el dia del estro en vacas de primer servicio como de
repetidoras (Mendoza, 2000), mostré una diferencia estadistica en las vacas
repetidoras (46.2% y 34.9%) pero no en las vacas de primer servicio (39.7% vy
34.8%), tales resultados concordaron con los obtenidos anteriormente con la doble
administracion (Morales, 1993), concluyendo que tal mejora en la fertilidad se
puede lograr con solo una aplicacion de bST. También se ha analizado el
porcentaje de concepcion de mas de 100 dias en vacas a las que se les
administré bST al momento de la inseminacién, resultando en una mejora del
38.5% (64.3% y 25.8% respectivamente), no asi en el grupo de vaquillas o vacas
lactantes especializadas en la produccion de carne (Starbuck et al., 2006).

La bST se ha aplicado también en programas de superovulacién tanto a vacas de
primer servicio como de repetidoras al inicio del estro, mejorando solamente la
calidad embrionaria de las hembras repetidoras (Morales, 2000). Por otra parte se
ha analizado la aplicacion de bST tanto a las donadoras al momento de la

inseminacion como a las receptoras un dia después de la presentaciéon del estro,
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mejorando la taza de prefiez del grupo en el que solo a la donadora se le
administré la bST (56.1%) en comparacion con los otros grupos (control/control:
25.6%; receptora bST/embriéon control: 43.2%, receptora bST/embrién bST:
43.3%), sin embargo se observé que no hubo ningun efecto aditivo cuando a los

dos grupos de vacas se les administré bST (Moreira et al., 2002b).

Dados los resultados de todos los trabajos previos en donde se ve involucrado el
IGF-I en respuesta a la administracion de bST y como el EC deteriora la fertilidad;
el objetivo del presente estudio fue el de conocer el efecto de dos inyecciones
(250mg) de bST sobre la fertilidad de vacas Holstein de primer servicio bajo

condiciones de estrés calorico.

31



lll. MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se realizd entre junio y diciembre de 2006, en una
unidad de produccion lechera de la Comarca Lagunera, México. El sitio
experimental esta ubicado a 25°32’ latitud norte y 103°27’ longitud oeste, a
1,013msnm, en una region calida donde en los meses mas calurosos la
temperatura minima es de 18.7 C y la maxima media de 34 C vy la precipitacion
pluvial es de 326.8 mm anuales (Garcia, 1987).

Se realizaron dos experimentos. El primer experimento denominado estrés
caldrico agudo (ECA) se realizé en los meses de junio a septiembre con un indice
de temperatura-humedad (ITH) medio de 75.9. Se utilizaron 185 vacas multiparas
de primer servicio (47.4% 8.4 dias posparto, 2.7+ 0.5 condicién corporal y 2.5+£1.7
partos; XtDE), se formaron dos grupos bST (n=119) que recibidé una inyeccion de
250 mg de bST (Boostin®-S, Schering-Plough Divisién Veterinaria®, México) de
liberacion prolongada por via subcutanea en la fosa isquiorectal, 7 dias antes del
servicio y una segunda inyeccion al momento de la inseminacion artificial,
alternando el lado anatémico en cada aplicacion. El grupo testigo (n=66 vacas)
recibio 2ml de solucién salina fisiolégica en lugar de bST (Figura 1).

El segundo experimento, denominado estrés calérico residual (ECR) se
llevé a cabo en los meses de septiembre a noviembre con un ITH medio de 68.6;
se emplearon 262 vacas multiparas de primer servicio (50.7+ 4.8 dias posparto,
2.6x 0.4 condicion corporal y 2.5+ 1.4 partos) que se dividieron en dos grupos:
bST (n = 126) cuyos animales recibieron una inyeccion de 250 mg de bST
(Boostin®-S, Schering-Plough Division Veterinaria®, México) de liberacion
prolongada por via subcutdnea como se describié en el experimento ECA. El
grupo testigo (n=136 vacas) donde las vacas recibieron 2 ml de solucién salina
fisiolégica en lugar de bST (Figura 1). En ambos experimentos, las vacas
recibieron una dieta integral constituida de heno de alfalfa, silo de sorgo, heno de
avena, silo de maiz, grano de destileria, semilla de algodén, maiz rolado, y una
premezcla de minerales. Todas las vacas después del parto fueron sometidas

periddicamente a examenes del aparato reproductor por via rectal.
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La deteccion de estros fue realizada de manera visual, por 2 personas con
experiencia, durante las 24 horas como tarea exclusiva. Se consider6 como
positiva a estro cuando una vaca se dejaba montar por una compafiera o
desaparecia la marca con crayon en la grupa o cuando el registro de su actividad
locomotora lo indicaba (poddometro). Las vacas positivas a cualquiera de los
métodos anteriores fueron revisadas por el inseminador por via rectal para
confirmar el estro. La inseminacion artificial (IA) se realizé aproximadamente 12
horas después de iniciado el estro por 2 inseminadores. Al momento de la IA se
tomo la temperatura rectal y se registrd la condicién corporal (en escala de 1 a 5,
con incrementos de .25; Edmondson et al., 1989).

De la base de datos de la unidad de produccion se obtuvo la produccion de
leche el dia de la inseminacion, el numero de partos, numero de servicios, dias
posparto, y tipo de puerperio. Se consideré puerperio anormal cuando la vaca tuvo
cualquiera de los siguientes padecimientos: retencidn de placenta, metritis o
piometra. El diagndstico de gestacion se realizé a través de palpacion rectal a los

45 dias posteriores a la |A.

Analisis estadistico

El porcentaje de concepcion (la proporcion de vacas que quedaron
gestantes de aquellas que mostraron estro y fueron inseminadas), asi como el
porcentaje de vacas inseminadas (la proporcion de vacas inseminadas del total de
vacas que fueron consideradas dentro del estudio) se compararon entre grupos
mediante una prueba de Ji-cuadrada para comparaciéon de homogeneidad entre
dos grupos ( Procedimiento de CATMODE; SAS, 1993).
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Para determinar si las variables: temperatura rectal, condicion corporal al
momento de la inseminacion, dias posparto, tipo de puerperio, numero de partos y
produccion de leche al momento de la inseminacién influyeron en el porcentaje de
vacas inseminadas o en el porcentaje de concepcion, se realizd un analisis de
regresion logistica para variables binarias, calculando la oportunidad relativa “odds
ratio” y el intervalo de confianza al 95% de las variables tipo de puerperio, numero

de lactacion y porcentaje de concepcion (SAS, 1993; Daniel, 2002).

Figura 1. Secuencia de la aplicacion de los tratamientos bST vy testigo en los experimentos
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IV. RESULTADOS

En el primer experimento, no se observo efecto (P>0.05) de la temperatura rectal,
dias posparto, produccion de leche al momento de la inseminacion artificial,
numero de partos, tipo de puerperio y condicion corporal en el porcentaje de
concepcion (Cuadro 1), en el experimento posterior a la exposicion del estrés

caldrico la condicion corporal fue menor (P<0.05) en el grupo bST.

Cuadro 1. Comparacién de variables incluidas en el estudio de acuerdo al tipo de vaca en el
experimento estrés calorico agudo (ECA)

Tratamientos N Dias Numero Condicién  *Prod. Lact. Temperatura Puerperio
posparto de partos corporal alA rectal

TESTIGO 66 48.97+6.92  2.9+1.53 2.83+0.39 31.07+18.03  39.36+0.22 0.21+£0.41

bST 119 46.60+9.04 2.57+1.75 2.61+0.48 30.71+16.51  39.39+0.16 0.20+0.40

Cuadro 2. Comparacion de variables incluidas en el estudio de acuerdo al tipo de vaca en el
experimento posterior a la exposicién al estrés calérico (ECR).

Tratamientos N Dias Numero Condicién *Prod. Lact. Temperatura Puerperio
posparto de partos corporal alA rectal

TESTIGO 136 51.53#545 2.51+1.35 2.66+0.35° 35.73+15.86 38.28+0.18 0.19+0.39

bST 126 47.79+3.93  2.50+1.37 2.62+0.38° 36.41+£16.37 38.31+0.18 0.21+0.41

a.,b Para una determinada columna, diferente literal indica diferencia entre grupos experimentales (P>0.05).
* Prod. Lact. a IA: Produccion de leche al momento de la inseminacién artificial.

El porcentaje de vacas inseminadas fue similar (P>0.05) entre los grupos testigo y
tratado con bST tanto en el experimento ECA como en el de ECR (cuadro 3). El
intervalo de confianza del porcentaje de concepcion del experimento ECA es de
34.93% a 59.01% y en el ECR de 18.7% a 43.12% con una confianza del 95%.

La produccion de leche fue similar (P>0.05) entre las vacas tratadas con bST y las
del grupo testigo (cuadro 5). Por lo que respecta al porcentaje de concepcion, éste

fue mayor (P<0,05) en las vacas del grupo testigo que en el grupo bST tanto en el
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experimento ECA como en el de ECR (Cuadro 4). No se encontré efecto (P>0.05)

de la bST sobre la condicion corporal (Cuadro 6).

Cuadro 3. Porcentaje de vacas Holstein inseminadas con dos inyecciones de 250 mg de bST (7
dias antes del servicio y al momento de la inseminacién) en condiciones de estrés caldrico agudo
(ECA) y después de la exposicién (ECR).

Tratamientos N Numero de Porcentaje de P
vacas vacas
inseminadas inseminadas
Testigo 66 31/66 46.9
ECA >0.05*
bST 119 64/119 53.8
Testigo 136 55/136 404
ECR >0.05
bST 126 61/126 48.4

*P>0.05, no se encontré diferencia estadistica significativa entre los tratamientos de cada experimento.

Cuadro 4. Porcentaje de concepcion en vacas Holstein con dos inyecciones de 250 mg de (bST 7
dias antes del servicio y al momento de la inseminacion) en condiciones de estrés calérico agudo
(ECA) y después de la exposicion (ECR).

Tratamientos N  Numero Porcentaje P
de vacas de
gestantes concepcion

Testigo 31 17/31 54.8

ECA <0.05*
bST 64 19/64 29.7
Testigo 55 17/55 30.9

ECR <0.05
bST 61 6/61 9.8

*P<0.05 se encontré diferencia entre los tratamientos de cada experimento.

Cuadro 5. Comparacion de la produccion de leche por grupo en el experimento posterior a la
exposicion del estrés calérico (ECR)

Tratamientos N *Primera **Segunda
medicion medicion de
de leche leche (kg)
(kg)

bST 92 39.6+15.62 43.7+11.42

Testigo 78 39.7+15.62 44 1+11.728

No se detectaron diferencias entre valores medios de los tratamientos en ninguno de los experimentos (P>0.05).
(*) Esta medicion se realiz6 a 7 dias después de la administracion de la primera dosis de 250mg de bST.
(**) Esta medicion se realizé 15 dias después de la administracién de la segunda dosis de 250 mg de bST.
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Cuadro 6 Efecto de la aplicacion de dos inyecciones de 250 mg de bST sobre la condiciéon
corporal (7 dias antes del servicio y al momento de la inseminacién) en condiciones de estrés
caldrico agudo (ECA) y después de la exposicion (ECR)

Tratamientos *Primera *Segunda ***Tercera
CcC cC CcC

bST 2.6x.5 24+5 2.4+.2
ECA

Testigo 2.8+.4 2.8+.4 2.8+.4

bST 2.6+.4 2.6t4 2.7+4
ECR

Testigo 2.7+.3 2.7+4 2.7+.4

No se detectaron diferencias entre valores medios de los tratamientos en ninguno de los experimentos (P>0.05).
* El primer registro de la condicién corporal (CC) se realizé al momento de la primera aplicacion de bST
** El segundo registro de la CC se realizo 14 dias después de la primera aplicacion de la bST
*** La tercera CC se registro 28 dias después de la primera aplicacion de la bST
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V. DISCUSION

El tratamiento con 250 mg de bST 7 dias antes y al momento de la
inseminacion tuvo un efecto desfavorable en la fertilidad tanto en el periodo de
estrés caldrico como en los meses posteriores. En los dos experimentos las vacas
tratadas con bST tuvieron un porcentaje de concepcion significativamente menor
que las vacas del grupo testigo.

Estos resultados contrastan con los obtenidos en otros estudios con vacas de
primer servicio, en los cuales el tratamiento con 500 mg de bST antes del servicio
y aplicaciones subsiguientes cada 14 dias incrementaron el porcentaje de
concepcion (Moreira et al., 2000; 2001; Santos et al., 2004); sin embargo,
concuerdan con los resultados obtenidos en estudios realizados en vacas no
lactantes y en vaquillas, en los cuales la bST inyectada al momento de la
inseminacion o cada 14 dias a partir del servicio redujo el porcentaje de
concepcion (Bilby et al., 2004; Rorie et al., 2004). Asimismo, los datos aqui
obtenidos son similares a los obtenidos por Cole et al. (1991), en los cuales fue
evidente una reduccion del porcentaje de concepcion de 18% en las vacas que
recibieron bST en comparacion con vacas no tratadas.

Las causas de la reduccion del porcentaje de concepcidn en las vacas tratadas
con bST tanto en el periodo de estrés caldrico como en los meses posteriores
observadas en el presente estudio, se desconocen; sin embargo estos resultados
pueden estar relacionadas con los dias posparto al momento de la administracion
de la bST, ya que en estudios en los cuales se ha encontrado un efecto positivo
en la fertilidad, la bST comenzé a aplicarse a los 63 dias (Moreira et al., 2000;
2001; Santos et al., 2004), mientras que en el presente estudio la primera dosis de
bST se aplic6 en promedio a los 48 dias posparto. De esta forma, es muy
probable que las vacas recibieran la bST cuando todavia estaban en balance
energético negativo (Zurek et al., 1995).

El balance energético negativo (BEN) es una condicion que se presenta en la

lactancia temprana, en la cual el consumo de materia seca es incapaz de cubrir
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las demandas de energia requeridas por la alta produccidon de leche, por lo tanto
la vaca necesita movilizar sus reservas corporales para compensar el déficit de
energia (Collard et al., 2000). Bajo estas circunstancias, la respuesta endocrina al
tratamiento con bST esta disminuida, lo que se refleja en bajas concentraciones
de IGF-I (Fenwick et al., 2006). Por lo que respecta a la respuesta del IGF-I al
tratamiento con bST, aunque no se realizd la determinacidén de la concentracion
de IGF-I en plasma, se sabe que bajo condiciones similares a las de las vacas del
presente estudio, la secrecion de IGF-I en respuesta a la bST es limitada (Butler,
2000).

Por otra parte, la concentracion plasmatica de la hormona del crecimiento (GH) en
vacas durante el posparto temprano se encuentra elevada, contrario a los niveles
de insulina que se encuentran disminuidos, ademas, la respuesta de la GH se
encuentra alterada por el BEN (Bradford y Allen, 2007). Durante esta etapa los
receptores a somatotropina en el higado tienen una baja afinidad por dicha
hormona, ademas de que se sugiere que puede haber una secrecién disminuida o
un incremento en la eliminacion de la circulacién sanguinea del IGF-I (Vicini et al.,
2001). La secrecion aumentada de GH ha sido observada como una adaptacion
homeorrética para dirigir los nutrientes de las reservas corporales hacia la sintesis
de leche (Bauman, 1982). Lo que permite sugerir que al momento de administrar
bST de manera exdgena posiblemente se saturaron los receptores que de manera
normal se encuentran disminuidos durante esta etapa (Fenwick et al., 2006), lo
cual explicaria la ausencia de un efecto favorable en la fertilidad, pero no el efecto
negativo del tratamiento.

Ademas, en un estudio realizado por Bilby et al. (2004), se observé que cuando se
sobrestimula la secreciéon de IGF-I puede haber un efecto negativo en la fertilidad
ya que se causa una asincronia entre el ambiente uterino y el desarrollo del
embridn. Aunque en el presente estudio la sobreestimulacion de la secrecion de
IGF-I es poco probable, debe ser considerada como una posible causa de
depresion de la fertilidad. Cabe sefalar que en un estudio reciente, la

administracion de una dosis de 250 mg de bST en vacas con 56 dias postparto,
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incrementd 3 veces la concentracién plasmatica de IGF-l y la mantuvo elevada
durante 7 dias en comparacioén con las vacas que no recibieron el tratamiento
(Garcia et al., 2006).

Loeffler et al. (1999) encontraron que la condicidon corporal al momento de la
inseminacion afecta la fertilidad, sin embargo, en el presente estudio no se
encontré diferencia entre los grupos tratados con la bST y los grupos testigo de
ambos experimentos, todos los grupos al momento de la inseminacion tuvieron
una condicion corporal promedio de 2.7 y ademas no hubo cambios de la CC
después del tratamiento con bST.

En cuanto a la produccién de leche, se ha observado que la administracion de la
dosis comercial (500 mg) de bST puede agudizar el balance energético negativo,
ya que tiene un efecto rapido en la produccion de leche, que se acompafa de un
incremento lento en el consumo de materia seca (Kirby et al., 1997). La ausencia
de un efecto en la produccion de leche en el presente estudio no es clara, pero
pudo obedecer a la administracion de dos aplicaciones de la dosis reducida (250
mg) de bST, ya que en un estudio en el cual se administré la misma dosis de 250
mg de bST a vacas de primer servicio en el dia 63 incremento la produccion de
leche solo en un 5%, contrario a lo que sucede cuando se administra la dosis de
500 mg que aumenta la produccion de leche hasta en un 25% (Garcia et al.,
2006).

Aunado a las razones anteriores se debe considerar también el efecto que el
estrés calorico pudo tener en la respuesta al tratamiento, ya que en estudios en
los que se aplico un choque de estrés caldrico a embriones in vitro, disminuyo el
numero de células del trofoectodermo en un 30% y promovié la apoptosis, lo que
en conjunto afectd la viabilidad de las células del cumulo, teniendo como efecto
una disminucion en la tasa de division y en la proporcion de embriones que se
desarrollaron hasta la etapa de blastocisto (Paula-Lopes y Hansen, 2002; Roth y
Hansen, 2004; Ju et al., 2005). No obstante, en un estudio realizado bajo

condiciones de estrés calorico las vacas que recibieron un tratamiento con una
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dosis completa de bST (500 mg) al momento del servicio, la fertilidad fue similar a
la del grupo testigo. Por lo tanto, es poco probable que el tratamiento con bST en
vacas bajo estrés calorico agudice los problemas de infertilidad.

Después del tratamiento con bST se observa una movilizacion de grasa (lipdlisis)
la cual pudo afectar la viabilidad de los ovocitos y el desarrollo embrionario
temprano, ya que se tiene evidencia que los acidos grasos circulantes durante el
periodo de lipdlisis afectan dichos procesos (Leroy et al., 2005). Si embargo, lo
anterior no coincide con lo observado en experimentos realizados con
suplementacién de grasa de sobrepaso en vacas, en las cuales se ha observado
un incremento en la fertilidad. Lo cual obedece a que los acidos grasos no son los
mismos, ya que los acidos grasos involucrados en el efecto nocivo son el
palmitico y estearico, mientras que el alfa-lipoico es el que mostré6 un efecto
favorable en la fertilidad (Petit y Twagiramungu, 2006).

Los datos del porcentaje de concepcion atipicos obtenidos en el presente trabajo
(Cuadro 2) son elevados en comparacién con los reportados por Jousan et al.
(2007) durante los mismos meses de estudio, pero concuerdan con los obtenidos
por otros autores (Ingraham et al., 1973; Townson et al., 2002; Starbuck-Clemmer
et al., 2007) quienes, encontraron que el porcentaje de concepcion a primer
servicio resultd superior al obtenido de forma general por el hato bajo estudio. La
alta fertilidad observada puede deberse al manejo frecuente de los animales
durante el desarrollo del estudio y el 6ptimo momento de la inseminacion, asi
como la inseminacion de las vacas que realmente se encontraban en estro.
Asimismo el tamafio de muestra también pudo afectar el resultado.

Otro de los aspectos que se debe considerar en el tratamiento de las vacas con
bST es el efecto negativo sobre la expresion y duracion del estro ya que esto
afecta negativamente el porcentaje de estros detectados y a su vez el porcentaje
de vacas inseminadas (Santos et al., 2004). Se ha demostrado (Lefebvre y Block,
1992) que la bST disminuye la expresion del estro en vaquillas ovariectomizadas,
en éste estudio propusieron que la bST disminuye la expresion del estro a nivel

cerebral, Otra de las razones de este efecto negativo, es que hay una elevacion
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de la temperatura corporal como consecuencia del calor metabdlico debido al
aumento en la produccién de leche (West et al., 1990), aunque éste incremento en
la temperatura corporal puede ser independiente del efecto lactacional (Elvinger et
al., 1992; Cole y Hansen, 1993). Este incremento en la temperatura corporal
contribuye en conjunto con el estrés calorico para aumentar la letargia en las
vacas (Hansen et al.,, 1997), disminuyendo asi el porcentaje de deteccion de
estros.

En la actualidad existen varias técnicas y tecnologias aplicadas en la deteccién de
estros para mejorar el funcionamiento reproductivo en los hatos lecheros, de las
cuales en el hato en estudio se emplean de forma rutinaria la técnica del pintado
en la base de la cola o “crayoneo”, el podémetro y la deteccion visual, los cuales
tienen una eficiencia en la deteccién de calores de 88%, 60 a 100% y mas del
50%, respectivamente (Kerr y McCaughey, 1984; Senger, 1994). Por otra parte,
Rorie et al. (2002) concluyen que los poddémetros son una tecnologia aplicable en
el ganado lechero y que tienen mas exactitud en la deteccion de estros cuando se

combina con la deteccion por observaciéon de personal calificado.

En los resultados obtenidos en el presente estudio no se encontré diferencia en el
porcentaje de vacas inseminadas entre grupos, lo que sugiere que tanto la
aplicacion de dosis reducidas, asi como el empleo de tecnologias en conjunto que
ayuden en la deteccion de estros (podometro, crayoneo, deteccion visual)
disminuyen el efecto negativo de la bST y el estrés calorico en la expresion del
estro. Esta observacién se confirma mediante un estudio realizado en condiciones
de estrés caldrico en el cual se demostré que la aplicacion en conjunto del
podometro, detector de montas (Heat Watch®) y deteccién visual tuvo como efecto
un porcentaje de deteccidn de estros de 80%, mas elevado que cuando se
utilizaron cada uno de ellos por separado (49%, deteccion visual; 37%, podémetro

y 48% para detector de montas; Peralta et al., 2005).
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Se concluye que tanto en la época de maximo calor asi como en los meses
posteriores, el tratamiento con dos aplicaciones de 250 mg de bST con siete dias
de diferencia disminuye el porcentaje de concepcion en vacas de primer servicio.
Por otra parte, el empleo de técnicas y tecnologias tales como la deteccion visual
por personal calificado, el crayoneo y el podémetro en conjunto, disminuyen el

efecto negativo de la bST sobre la expresion del estro.
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