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RESUMEN

Se probo si la exposicion a estrés calorico reduce la proporcion de embriones
transferibles y de embriones que llegan a la etapa de blastocisto en ovejas y
ademas, si éste efecto es menor en las ovejas adaptadas al clima célido
(Pelibuey) que en las no adaptadas (Suffolk). Se utilizaron 32 ovejas, las cuales
tuvieron una esponja intravaginal con FGA durante 10 dias. Dos dias antes de
retirar la esponja se superovularon con FSH. El dia 2 del ciclo estral (estro=dia
0), las ovejas se asignaron a dos tratamientos: 1) Estrés caldrico (n=16; 8
Pelibuey y 8 Suffolk), desde el dia 2 y hasta el dia 6 del ciclo permanecieron
durante 6 h al dia en una cdmara climatica a una temperatura de 37.5 + 2.5 °C
y 25% de humedad relativa (HR) 2) Testigo (n=16; 8 Pelibuey y 8 Suffolk), se
alojaron a temperatura ambiente durante todo el estudio (18 + 3 °C con 50% de
HR). Se registrd la temperatura rectal (TR) y la frecuencia respiratoria (FR)
durante el periodo de exposicién. Se tom6 una muestra de sangre diariamente
del dia 0 hasta el dia 7 y se determinaron las concentraciones de progesterona.
En el dia 7 se colectaron los embriones mediante laparotomia media ventral.
Se compar6 la TR y la FR mediante andlisis de varianza. El porcentaje de
ovejas con regresion latea prematura se analiz6 mediante una comparacion de
dos proporciones binomiales. La cantidad de embriones transferibles y
blastocistos se analizaron mediante una comparacion de medias de dos
poblaciones Poisson independientes. La TR y la FR fue més alta (P<0.01) en
las ovejas del grupo de estrés calorico (39.1 + 0.1 °C y 97.5 + 6.4 resp/min) que
en grupo testigo (38.7 + 0.1 °C y 49.9 + 4.1 resp/min). Las proporciones de
embriones transferibles [55% (73/132) grupo de estrés calorico vs 69%
(98/142) grupo testigo] y de embriones que llegaron a la etapa de blastocisto
[34% (45/132) grupo de estrés calorico vs 42% (60/142) grupo testigo] fueron
similares entre tratamientos (P>0.05) y no se encontraron diferencias entre
razas (P>0.05). Una mayor proporcion (P<0.05) de las ovejas del grupo de
estrés calorico (26.7%) tuvieron regresion prematura del cuerpo liteo que en el
grupo testigo (0%). Se concluye que la exposicion de ovejas a un estrés
calorico durante 6 horas a partir del dia 2 al 6 posestro no afectd los
porcentajes de embriones transferibles ni de embriones que llegaron a la etapa
de blastocisto y no se encontraron diferencias entre las razas Pelibuey y
Suffolk. El estrés calérico aumentd la proporcion de ovejas con regresion
prematura del cuerpo luteo.

Palabras clave: Ovejas, embriones, estrés cal6rico, cuerpo luteo



ABSTRACT

Here was tested if the exposition to a heat stress reduces the proportion of
transferable embryos and of embryos that reached the blastocyst stage in
sheep and whether this effect is smaller in adapted sheep to the warm climate
(Pelibuey) than in those not adapted (Suffolk). Thirty-two sheep were used,
which had a vaginal sponge with FGA during 10 days. Two days before the
sponge was removed they were superovulated with FSH. The second day of
the estrous cycle (estrus=day 0), the sheep were assigned to two treatments: 1)
heat stress (n=16; 8 Pelibuey and 8 Suffolk), from the day 2 to day 6 of the
cycle, sheep remained during 6 h per day in a climatic room (37.5 + 2.5 °C and
25% of relative humidity (HR) 2) control (n=16; 8 Pelibuey and 8 Suffolk), they
were housed at ambient temperature during the whole study (18 + 3 °C with
50% of HR). The rectal temperature (TR) and respiration rate (RR) were
registered. A blood sample was taken daily from day 0 to day 7 and the
progesterone concentrations were determined by RIA. In day seven the
embryos were recovered by mid-ventral laparotomy. The TR and the RR were
analyzed by ANOVA. The percentage of sheep with premature luteal regression
was analyzed by a test of a comparison of two binomial proportions The
proportions of transferable embryos and blastocysts were analyzed by a test of
a comparison of two populations independent Poisson. The TR and FR were
higher (P < 0.01) in the sheep of the heat stress group (39.1 + 0.1 °C and 97.5
+ 6.4 resp/min) than in control group (38.7 + 0.1 °C and 49.9 + 4.1 resp/min).
The proportions of transferable embryos [55% (73/132) heat stress group vs
69% (98/142) control group] and of embryos that reached to the blastocyst
stage [34% (45/132) heat stress group vs 42% (60/142) control group] were
similar between treatments (P>0.05) and there were not differences between
breeds (P>0.05). A higher proportion (P < 0.05) of sheep of the heat stress
group (26.7%) had premature regression of the corpus luteum than in the
control group (0%). It is concluded that the exposition of sheep to a heat stress
during 6 hours starting from the day 2 to the 6 after estrus did not affect the
percentages of transferable embryos neither of embryos that reached the
blastocyst stage and there were not differences between Pelibuey and Suffolk
ewes. The heat stress increased the proportion of sheep with premature
regression of the corpus luteum.

Key words: sheep, embryos, heat stress, corpus luteum



|. INTRODUCCION

El estrés provocado por una temperatura ambiental elevada limita el potencial
reproductivo de los animales; en bovinos se ha demostrado que reduce la
expresion de la conducta estral (De Rensis y Scaramuzzi, 2003), afecta la
calidad de los foliculos ovaricos y disminuye la capacidad esteroidogénica de
las células foliculares (Badinga et al., 1993; Wolfenson et al., 1995; Wolfenson
et al.,, 1997; Guzeloglu et al., 2001; Roth et al., 2001b; Bridges et al., 2005).
Ademas, disminuye el potencial de los ovocitos para desarrollar un embrion
viable (Al-katanani et al., 2002; De Rensis y Scaramuzzi, 2003; Chebel et al.,
2004) y provoca anormalidades en el desarrollo embrionario, lo que en conjunto
reduce la fertilidad (Hansen et al., 2001; De Rensis y Scaramuzzi, 2003;
Garcia-Ispierto et al., 2006).

En ovejas se ha observado que las altas temperaturas aumentan la longitud del
ciclo estral (Sawyer, 1979b; Naqvi et al., 2004), reducen el numero de hembras
gue manifiestan estro (Sawyer, 1979b) asi como, la duracién del estro (Naqvi et
al., 2004). Sawyer (1979a) demostrd que el niumero de ovejas que concibieron
y parieron se redujo cuando fueron sometidas a estrés caldrico, siendo el
periodo mas critico los tres primeros dias después de la inseminacion.

Ealy et al. (1993) determinaron que los embriones de bovino son mas
resistentes a los efectos adversos del estrés cal6rico materno conforme
progresa la gestacion; asi, la viabilidad y desarrollo embrionario se reduce en
aguellos embriones que reciben estrés calorico en el dia uno comparado con
los embriones de los dias tres, cinco y siete de la gestacion.

Por otro lado, Paula-Lopes et al. (2003) encontraron diferencias raciales en la
resistencia de los embriones al estrés calérico, en este estudio, los embriones
de la raza Brahman fueron mas resistentes al estrés cal6rico que los embriones
de las razas Holstein y Angus. Resultados similares también fueron reportados
por Hernandez-Ceron et al. (2004) quienes observaron que los embriones de
las razas adaptadas a los climas tropicales (Brahman y Romosinuano) son mas
resistentes a las temperaturas elevadas que los embriones de razas no

adaptadas (Angus). Hansen et al. (2004) indicaron que esto probablemente se



debe a que durante su evolucion, el ganado Bos indicus ha adquirido genes
que le confieren termotolerancia a nivel celular y fisiologico; a nivel celular la
adaptacion genética se puede reflejar en menor inhibicion del desarrollo
embrionario en ganado Bos indicus que en Bos taurus.

Es probable que en ovinos suceda algo similar, ya que las ovejas de pelo por
su origen en el continente Africano se han adaptado al calor himedo y seco
(Gatenby, 1986; Valencia et al., 1990), desarrollando caracteristicas tales como
menor niumero de glandulas sebaceas, mayor grosor de la epidermis, presencia
de pelo, color claro de la piel e incremento en la sudoracion, que en conjunto
contribuyen a su habilidad para regular la temperatura corporal en condiciones
de estrés calorico (Berruecos et al., 1975; Gatenby, 1986). Ademas, las células
de las ovejas Pelibuey producen mayores concentraciones de la Proteina de
Choque Térmico 70 (HSP-70) que las ovejas de la raza Suffolk en condiciones
de estrés térmico in vitro (Montero et al., 2006).

Por lo tanto, resulta interesante determinar si la exposicién a temperaturas
ambientales altas durante el periodo posovulatorio afecta el desarrollo
embrionario en la oveja y conocer si hay diferencias genéticas en la
susceptibilidad a dicho efecto. En el presente estudio se probé si la exposicion
a un estrés caldrico durante el periodo posovulatorio reduce la proporcion de
embriones transferibles y de embriones que llegan a la etapa de blastocisto en
la oveja y si éste efecto adverso es menor en las ovejas adaptadas al clima

calido (Pelibuey) que en las no adaptadas (Suffolk).



ll. REVISION DE LITERATURA

2.1 ESTRES

Después de varias décadas de investigacion acerca del estrés y a pesar de que
el concepto es usado ampliamente, no se ha establecido una definicién
universalmente aceptable por que el concepto como tal es abstracto y puede
tener diferentes interpretaciones (Broom y Johnson, 1993; Clark et al., 1997).
Los primeros reportes sobre la definicion de estrés son desde 1440 en el
diccionario de ingles de Oxford, en €l se define como una presion fisica ejercida
en un objeto, sin embargo, esta definicidbn también corresponde a la tension de
una carga o de un peso (Broom y Johnson, 1993). Aproximadamente hace 150
aflos Claude Bernard introdujo el concepto de ambiente fisiol6gico interno y
establecio el principio de equilibrio fisiologico interior dinAmico que es esencial
para mantener al organismo en un ambiente externo. En 1930, Canon definié a
este equilibrio como homeostasis y describi6 al estrés como un sistema
simpato-adreno-medular, que refuerza la regulacion homeostatica cuando es
amenazada por una variedad de estimulos adversos (Clark et al., 1997; Ferin,
2006). Posteriormente Hans Selye citado por Veissier y Boissy (2006), definié
al estrés como una respuesta inespecifica del cuerpo y/o una consecuencia
biolégica por la exposicion a cambios externos tales como patégenos o
ambiente fisico severo. Ademas mencioné que el eje endocrino hipotalamo-
pituitaria-adrenal (HPA) tiene un papel central en la respuesta a un estresor
(Ferin, 2006).

Definiciones mas recientes sefialan al estrés como la inhabilidad de los
animales para hacer frente al ambiente o incluso la inaptitud de adaptarse al
ambiente o a reproducirse efectivamente (Borrel et al., 2007). También se ha
descrito al estrés como un fendmeno del exterior y una respuesta individual a
algunos factores externos (Clark et al., 1997). Sin embargo, el término mas
utilizado es el que define al estrés como una respuesta biolégica de un
individuo cuando percibe una amenaza de su homeostasis (Johnson et al.,
1992; Clark et al., 1997; Borrel et al., 2007).



Adicionalmente, Selye definid otros conceptos tales como, estresor que es la
amenaza, fuerzas perturbadoras o eventos que disturban y causan estrés
(Johnson et al., 1992; Clark et al., 1997; Borrel et al., 2007). El término estresor
también se usa para referirse a un ambiente extremo o a las condiciones
psicosociales que causan estados tales como ansiedad, conflicto, excitacion,
diestrés mental, frustracion y amenaza a la seguridad (Clark et al., 1997). A las
fuerzas que estan listas para neutralizar los efectos de los estresores y que
restablecen la homeostasis son llamadas respuesta adaptativa (Johnson et al.,
1992). El término euestrés es definido como un estrés bueno. Esto involucra
gue un estimulo puede no ser dafiino y tiene una respuesta inicial que beneficia
el confort de los animales, el bienestar y/o la reproduccién y son funciones que
mantienen el estado de homeostasis. El estrés que no es perjudicial para el
animal y que evoca una respuesta que en ninglin momento es dafiina o util en
el bienestar, confort o reproduccién de un animal puede llegar a terminar en un
estrés neutral. El diestrés ocurre cuando un animal no se adapta o habitda
satisfactoriamente. El sobreestrés describe una respuesta al dafio pero el

animal se adapta satisfactoriamente (Clark et al., 1997).

2.1.1 Tipos de estrés

De acuerdo a la duracion del estresor, el estrés puede resultar en agudo 6
cronico (Moberg, 2000; Tilbrook et al.,, 2000; Dobson et al.,, 2001). Los
mecanismos fisioldgicos utilizados para estos dos tipos de estrés son similares.
Sin embargo, el estrés agudo se debe a una exposicion breve a un estresor y
aungue la exposicion sea leve, el costo biologico del estresor puede ser
suficiente para alterar las funciones bioldgicas e inducir estrés innecesario. El
estrés agudo rompe la funcion bioldgica fundamentalmente por dos diferentes
mecanismos de accion: rompiendo los eventos biolégicos criticos o desviando
los recursos bioldgicos fuera de otras funciones biol6gicas (Moberg, 2000).

Se ha observado que durante el estrés agudo, se incrementa marcadamente
en el sistema porta-hipofisiario la amplitud y sincronizacion de pulsos del factor

liberador de corticotropina (CRF) y arginina vasopresina (AVP), resultando en



el aumento de la secrecion episodica de la hormona adrenocorticotropa (ACTH)
y cortisol (Tilbrook et al., 2000; Tsigos y Chousos, 2002).

Por otro lado, la exposicion a una serie de estresores agudos da lugar en la
mayoria de los animales a un estrés cronico y se asume que un animal se
encuentra bajo estrés cronico cuando experimenta un estrés continuo a largo
plazo (Ladewig, 2000; Moberg, 2000). Para la mayoria de los animales el
estrés cronico resulta indudablemente de las experiencias a una serie de
estresores agudos los cuales son acumulativos en un costo bioldgico que
fuerza al animal a presentar un estado pre-patolégico y posiblemente a
situaciones patologicas (Moberg, 2000).

Un organismo que es sujeto a largos periodos de estrés puede cambiar su
respuesta a los estresores en el tiempo. Algunas respuestas disminuyen por
que sufre adaptacion principalmente a nivel cognoscitivo (respuesta de
comportamiento). Otras respuestas pueden ser suprimidas, retornar a lo normal
(secrecion basal de cortisol) o se pueden incrementar por un proceso llamado
desensibilizacion (respuesta del cortisol a nuevos estresores o a los cambios
de la hormona ACTH). Esta situacion depende del tipo de exposicion; cuando
se expone en forma repetida a un estresor leve o de corta duracion, es mas
probable que resulte en una disminucion gradual de la respuesta al estrés que
una exposicion repetida a un estrés severo (Ladewig, 2000) y se podria llegar a
una respuesta adaptativa que depende de la calidad (fisica o emocional),
fuerza, y duracidén (agudo, cronico) del estimulo, asi como la constitucion y

estado del organismo (Johnson et al., 1992).

2.1.2 Causas de estrés

Existen varios estresores que provocan estrés, por ejemplo estresores
psicologicos, que tienen efectos de emocion y pueden resultar en miedo,
ansiedad o frustracion, estresores inmunoldgicos (infecciéon, administracion de
citocinas o endotoxinas), estresores cardiovasculares y finalmente los
estresores fisicos (transporte, ejercicio, esquila, lesiones) incluyendo disturbios
del medio ambiente interno (anoxia, hipoglucemia) y medio ambiente externo

extremo (calor o frig), también se debe mencionar que los estresores pueden



actuar en combinacion y son activadores potentes del eje HPA (Johnson et al.,
1992; Tilbrook et al., 2000).

2.2 ESTRES CALORICO

El estrés caldrico es aquel estado al que llega el organismo animal al no poder
mantener su temperatura corporal dentro de los limites fisiologicos que
permitan indices satisfactorios de produccion y de reproduccion. El estrés
caldrico depende de muchos factores ligados al medio ambiente, como la
radiacion solar, la temperatura, la humedad y la circulacion del aire, pero esta
vinculada también al animal mismo a través de su genotipo o su nivel de

produccion (Chemineau, 1993).

2.2.1 Respuesta fisioldgica del animal al calor

Los animales domésticos pertenecen al subgrupo de vertebrados
homeotérmicos. Los animales homeotérmicos cuentan con un mecanismo
termorregulador que les permite mantener en condiciones normales, una
temperatura corporal interna constante dentro de un rango reducido
independiente de los cambios considerables de la temperatura ambiental
(Thatcher, 1983; Swenson y Reece, 1999; Cunningham, 2003). La
termorregulacién tiene mayor prioridad sobre cualquier otra de las funciones
productivas de los animales domésticos, tales como lactacién, crecimiento y
reproduccion. Por lo tanto, ésta es la causa basica del comportamiento
reducido de los animales domeésticos durante el estrés por calor (Thatcher,
1983).

Todos los animales homeotérmicos tienen una zona de comodidad o de
neutralidad térmica, esta zona es el ambiente preferido para la produccién
Optima sin cambios en el metabolismo basal (Thatcher 1983, Ruckebusch et
al., 1994; Kadzere et al., 2002), dicha zona esta limitada por las temperaturas
criticas altas y bajas. La zona de neutralidad térmica en términos de
temperatura ambiente, estad entre 13 y 25 °C para becerros, 0 y 15 °C para
vacas y cerdos y de -2 a 20 °C para ovejas (Thatcher, 1983; Yousef, 1985;

Ruckebusch et al., 1994; Kadzere et al., 2002). Dentro de la zona, ajustes



como distribucion vascular, pelaje o comportamiento son usados con éxito para

mantener la homeotermia (Thatcher, 1983).

2.2.1.1 Pérdida de calor

Los animales intercambian calor con el medio ambiente a través de
mecanismos sensibles de pérdida de calor que requieren un gradiente térmico
para operar, estos mecanismos son la conduccién, conveccién y radiacion,
también se pierde calor por evaporacion de agua de la piel y de las vias
respiratorias, estas se clasifican como pérdida insensible de calor y no
requieren de gradiente térmico (las ovejas pierden calor principalmente por
evaporacion de agua en el tracto respiratorio) y finalmente el calor se puede
perder a través de la excrecion de heces y orina (Brockway et al., 1965;
Thatcher, 1983; Ruckebusch et al., 1994; Swenson y Reece, 1999).

La conduccion se presenta por intercambio directo entre un animal y cualquier
superficie (particularmente el piso) con la que esté en contacto. EI cambio
calorico por conveccion es la transferencia de calor mediante el movimiento del
aire o del agua (Thompson, 1973; Thatcher, 1983; Echeverria y Miazzo, 2002;
Bavera y Beguet, 2003). Siendo el flujo sanguineo, el principal medio
convectivo de transferencia de calor hacia el exterior del cuerpo o superficie de
la piel. La radiacion es el intercambio de calor entre dos objetos que no estan
en contacto. El calor fluye desde un objeto més caliente a uno més frio. Un
animal en confinamiento puede perder calor por radiacion cuando la
temperatura de las paredes y del techo son mas bajas que la temperatura del
animal (Thatcher, 1983; Ruckebusch et al., 1994; Swenson y Reece, 1999;
Echeverria y Miazzo, 2002).

El movimiento de calor hacia la superficie y su disipacién se ven afectados en
gran parte por las propiedades aislantes de la piel. Este es afectado por la
cantidad de flujo sanguineo a través de los vasos de la superficie, densidad de
la capa de grasa, espesor de la cubierta del pelo y piloereccion. Cuando la
temperatura ambiental es mayor que la temperatura corporal normal del animal,

éste debe confiar en la pérdida de calor evaporativa y disminuir el calor en el



metabolismo a fin de mantener la homeotermia (Thatcher, 1983; Echeverria y
Miazzo, 2002).

2.2.1.2 Equilibrio del fluido

El agua corporal tiene una funcion central en el enfriamiento evaporativo. Los
aumentos en la pérdida de calor por evaporacion requieren una expansion del
volumen del plasma para mover mas agua hacia la superficie del cuerpo por
evaporacion. Estos requerimientos de agua son reunidos mediante el aumento
en el consumo de agua, retencion de agua fecal y renal (Thatcher, 1983;
Thompson, 1973).

2.2.1.3 Sistema respiratorio

En el ganado que es expuesto a temperaturas ambientales altas hay un
incremento subsecuente en la frecuencia respiratoria. Este incremento en el
indice respiratorio aumenta la pérdida de calor por evaporacion en las vias
respiratorias altas (Hales y Webster, 1967; Thompson, 1973).

El jadeo efectia el enfriamiento evaporativo de la sangre en la mucosa nasal
por movimientos rapidos del aire en la mucosa humeda de la region turbinada
vasodilatada de la nasofaringe. En los ovinos hay dos tipos de jadeo: el jadeo
de primera fase que implica una inspiracién poco profunda, principalmente a
través de la nariz. La exposicion a un calor mas severo, causa un cambio hacia
un tipo de respiracion mas lenta y profunda, con la boca abierta, llamada jadeo
de segunda fase (Hales y Webster, 1967; Thompson, 1973; Echeverria y
Miazzo, 2002). La mayor parte de los animales domésticos jadean cuando se
sobrecalientan a un punto donde la temperatura rectal se eleva por encima de
39 a 41 °C. Los ovinos pueden tolerar altas temperaturas ambientales (43.4 °C
y mayores), si la humedad relativa es por debajo de 65% (Ruckebusch et al.,
1994).

2.2.1.4 Sistema cardiovascular
Durante el estrés por calor se presentan ajustes en el sistema cardiovascular.

Los ajustes comprenden redistribucion del gasto cardiaco a favor de los tejidos



esenciales para la disipacion de calor (Ruckebusch et al., 1994), incremento en
el volumen sanguineo central y vasodilatacion periférica (Thompson, 1973). El
estrés por calor moderado en ovinos (0.5 °C mas en temperatura corporal
profunda), provoca que el flujo de sangre sea mayor a la piel, regién nasal y
musculos respiratorios, mientras que el flujo de sangre es menor en muasculos
no respiratorios y en la mayor parte de los érganos abdominales (Ruckebusch
et al., 1994).

Otros ajustes cardiovasculares son el uso de mecanismos contrarios de
intercambio para enfriar alguna parte determinada del organismo, como el
cerebro y los testiculos (Thatcher, 1983). Varias especies de mamiferos como
ovejas, cabras, cerdos y antilopes utilizan la red carétida para bajar la
temperatura que llega al cerebro. En estas especies la red carétida es una red
bilateral de arterias en la principal arteria que abastece al cerebro. Las
delgadas paredes y la gran superficie del area de los vasos de la red carétida
permiten a la sangre arterial mas caliente el intercambio répido con la sangre
venosa fresca, facilitando la entrada de sangre arterial fresca al cerebro y asi
refrescarlo. El cerebro ademas se refresca sustancialmente al reducir la
pérdida evaporativa de agua en el tracto respiratorio y por consiguiente

conserva el agua del cuerpo (Fuller et al., 2007).

2.2.1.5 Sistema digestivo

En temperaturas termoneutrales el consumo de alimento voluntario y el
metabolismo no varia con la temperatura ambiente. Sin embargo, en
temperaturas elevadas, tanto el consumo de alimento como el metabolismo
basal se reducen (Thompson, 1973; Thatcher, 1983; Silanikove, 2000; Bavera y
Beguet, 2003).

La depresién en el consumo voluntario de alimento por hipertermia se cree que
es debida a diversos factores. Uno es el efecto negativo directo de la
temperatura sobre el centro del apetito en el hipotdlamo. Una segunda causa
es la reduccion en la motilidad intestinal y rumia lo cual conduce al llenado
intestinal deprimiendo el apetito (Alvarez y Johnson, 1973; Thompson, 1973;
Thatcher, 1983; Silanikove, 2000).



2.2.2 Respuesta reproductiva de la hembra al calor

Las hembras domésticas son expuestas a una gran variedad de estresores
relacionados con el ambiente y el manejo. Como consecuencia, la habilidad
reproductiva puede ser comprometida a través de mecanismos que actlan en
el hipotalamo, pituitaria, ovario y Utero. La respuesta al estrés induce diversas
reacciones neuroendocrinas que pueden decrecer la probabilidad de que un
animal se reproduzca (Tilbrook et al., 2000; De Rensis y Scaramuzzi, 2003;
Borrel et al., 2007).

Los mecanismos por los cuales el estrés calorico altera las concentraciones de
las hormonas reproductivas circulantes no son conocidos, pero se ha
observado que altas concentraciones de cortisol inhiben la frecuencia de pulsos
de la hormona luteinizante (LH) por la inhibicion de la secrecion pulsatil de la
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) en la fase folicular de las ovejas
(Macfarlane et al., 2000; Tilbrook et al., 2000; De Rensis y Scaramuzzi, 2003;
Borrel et al.,, 2007). Sin embargo, los efectos del estrés caldrico en las
concentraciones de LH en la sangre periférica son inconsistentes. Algunos
estudios indican que las concentraciones no cambian (Gwazdauskas et al.,
1981), otros reportan un incremento (Roman-Ponce et al., 1981) y también
existen reportes en donde las concentraciones decrecen (Wise et al., 1988). El
estrés calorico afecta el patron de secrecion de LH, al decrecer la amplitud y
frecuencia de pulsos de LH (Gilad et al., 1993; Dobson y Smith, 2000; Smith y
Dobson, 2002; De Rensis y Scaramuzzi, 2003). Varias investigaciones reportan
gue los niveles de LH en la vaca son decrecientes por efecto del estrés
calorico, lo que hace suponer que en el verano los foliculos dominantes
desarrollados con bajas concentraciones de LH resultan en una secrecién
reducida de estradiol, por lo tanto llevan a una pobre expresion del estro y
como consecuencia una reducida fertilidad (Dobson y Smith, 2000; De Rensis y
Scaramuzzi, 2003; Smith et al., 2003; Borrel et al., 2007).

La informacion publicada en bovinos acerca de las concentraciones
sanguineas de la hormona foliculoestimulante (FSH) e inhibina sugiere que la

FSH es incrementada por el estrés calérico y esto puede ser debido a un
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decremento en la produccion de inhibina por los foliculos comprometidos
(Wolfenson et al., 1995; Roth et al., 2000; Wolfenson et al., 2000).

El efecto del estrés calérico en las concentraciones plasméticas de
progesterona es aun mas controversial debido a que se ha reportado
incremento (Roth et al., 2001b; Bridges et al., 2005), decremento (Howell et al.,
1994; Wolfenson et al., 2000) o sin cambio (Guzeloglu et al., 2001) en las
concentraciones sanguineas de esta hormona durante el caluroso verano en
vacas lecheras. Las diferencias en las concentraciones de progesterona
pueden deberse a que no se han tomado en cuenta algunos factores que
afectan las concentraciones de progesterona en sangre, como la secrecion de
progesterona suprarrenal, hemodilucion o hemoconcentracion, tipo de estrés
caldrico (agudo o crénico), factores genéticos asociados con la produccion de
leche (alta o baja produccion de leche, asi como etapa de lactacién), edad y/o
estado metabdlico (diferencias en la ingestion de materia seca; Wolfenson et
al., 2000; De Rensis y Scaramuzzi, 2003; Borrel et al., 2007).

Si los niveles de progesterona en plasma se reducen por el estrés calorico esto
tiene consecuencias en la fertilidad. Bajas concentraciones de progesterona
durante la fase Iutea en el ciclo estral previo a la concepcion pueden desarrollar
foliculos comprometidos, llevando a la maduracion de ovocitos anormalesy a la
muerte embrionaria temprana (Ahmad et al.,, 1995). En la concepcién, la
concentracion baja de progesterona también puede llevar a fallas en la

implantacion (De Rensis y Scaramuzzi, 2003).

2.2.2.1 Desarrollo folicular y conducta estral

Se ha observado en bovinos que el estrés calérico retrasa la seleccion folicular,
reduce el grado de dominancia de los foliculos seleccionados (Badinga et al.,
1993; Wolfenson et al., 1995) y alarga la oleada folicular, esto se traduce en
capacidad reducida de esteroidogénesis en las células de la teca y de la
granulosa, falla en las concentraciones de estradiol sanguineo (Wolfenson et
al., 1997; Roth et al., 2001b; Bridges et al., 2005) y efectos potencialmente

adversos en la calidad de los ovocitos (Roth et al., 2001a; Roth et al., 2001b).
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El incremento de la temperatura y humedad reducen la intensidad y la duracion
de la conducta estral en las vacas (Hansen et al., 2001; De Rensis y
Scaramuzzi, 2003; Borrel et al., 2007). En ovejas se ha observado que las altas
temperaturas reducen el porcentaje de hembras que presentan estro (Sawyer,
1979b), la duracion del mismo (Naqvi et al., 2004) e incrementa la duracion del
ciclo estral (Sawyer, 1979b; Nagvi et al., 2004).

Es probable que la expresion del estro sea reducida por una letargia fisica
experimentada en vacas estresadas con calor. En el verano, la actividad
motora y otras manifestaciones del estro son reducidas y la incidencia de
anestro y de ovulacion silenciosa se incrementa (Hansen et al., 2001; De
Rensis y Scaramuzzi, 2003; Borrel et al., 2007) pero también el mecanismo por
el cual el estrés caldrico reduce la expresion del estro puede ser en parte
hormonal dado que hay estudios en los que se menciona que el estrés calérico
reduce las concentraciones circulantes de estradiol (Roth et al., 2001b; Bridges
et al., 2005).

La elevada temperatura ambiental reduce severamente la fertilidad en vacas
lecheras inseminadas. El decremento en las tasas de concepciéon durante el
verano puede ubicarse en un rango de entre 10 y 30% comparado con el
invierno (Wolfenson et al., 2000; De Rensis y Scaramuzzi, 2003; Chebel et al.,
2004; Borrel et al., 2007). EI mecanismo preciso de este efecto no ha sido
identificado. Sin embargo, podria estar relacionado con los niveles decrecientes
de estradiol, a la vez por la secrecion incrementada de FSH probablemente por
la baja secrecion de inhibina por parte de los foliculos pequefios (Roth et al.,
2000).

2.2.2.2 Desarrollo embrionario temprano e influencia del genotipo en la
termotolerancia de los embriones

La formacion de gametos en el macho y en la hembra es muy sensible a fallar
a causa de la temperatura elevada con pronunciadas consecuencias, llegando
a reducir en los machos la cantidad y calidad de los espermatozoides y a un

decremento en la fertilidad de las hembras por la interferencia en la produccién
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de ovocitos fértiles (Hansen et. al., 2001; Al-katanani et al., 2002; De Rensis y
Scaramuzzi, 2003; Barros et al., 2006; Borrel et al., 2007).

Hay varios mecanismos por los que el estrés calérico puede comprometer la
calidad del ovocito; puede reducir la magnitud de la oleada preovulatoria de LH
y de estradiol (De Rensis y Scaramuzzi, 2003; Borrel et al., 2007; Hansen,
2007b), por dafio en el desarrollo folicular o quizas por efectos directos de la
temperatura ambiental elevada en el ovocito que pueden llevar a la ovulacion
de un ovocito viejo con bajo potencial para la fertilizacién (Hansen et al., 2001;
Sartori et al., 2002; Hansen, 2007b). Estudios in vitro sefialan que el estrés
calérico provoca que menos ovocitos fertilizados lleguen a la etapa de
blastocisto (Roth y Hansen, 2004; Sakatani et al., 2004; Schrock et al., 2007).
El mecanismo por el cual el estrés caldrico decrece el desarrollo embrionario es
probablemente multifactorial. El estrés calorico afecta el tracto reproductivo,
esto es por un decremento del flujo sanguineo en el Utero y un incremento en la
temperatura uterina (Roman-Ponce et al., 1978). Estos cambios inhiben el
desarrollo embrionario, reduciendo la probabilidad de implantacion del embrion
e incrementando la pérdida embrionaria temprana (Dreiling y Carman, 1991;
Hansen et al., 2001; De Rensis y Scaramuzzi, 2003; Barros et al., 2006;
Garcia-Ispierto et al., 2006; Vasconcelos et al., 2006).

El estrés caldrico también puede alterar la secrecion endometrial de
prostaglandinas, llevando a una luteolisis prematura y pérdida embrionaria
(Putney et al.,, 1988b; Putney et al.,, 1989b; Aréchiga, 2004). La alta
temperatura ambiental afecta la predivision del estado embrionario pero la
magnitud de los efectos decrece conforme los embriones se desarrollan
(Wolfenson et al. 2000; De Rensis y Scaramuzzi, 2003).

Se ha observado que el estrés calérico puede afectar la viabilidad de los
embriones en etapa de moérula y blastocisto (Monty y Racowsky, 1987). Sin
embargo, se ha demostrado que la exposicion de vacas a estrés calérico en el
dia 1 después del estro afecta la viabilidad y desarrollo del embridén pero esto
no sucede cuando el estrés caldrico es impuesto en los dias 3, 5 0 7 (Ealy et
al., 1993). Por lo que, embriones de dos células son mas susceptibles cuando

se someten a estrés calorico que los embriones en estadios de desarrollo mas
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avanzados como son moérula o blastocisto (Sugiyama et al., 2003; Barros et al.,
2006; Hansen, 2007a; Hansen, 2007b).

En ovejas, se ha visto que el estrés térmico provoca la produccion de
embriones de calidad pobre, ademas reduce el porcentaje de embriones
transferibles (Naqvi et al., 2004) y reduce el numero total de células por
embrién (Putney et al., 1988a; Putney et al., 1989a; Sakatani et al., 2004).

En la oveja se ha identificado que el periodo de sensibilidad es durante los
primeros 16 dias; esto demuestra que es durante los estados tempranos del
desarrollo embrionario, antes de la implantacion, que el embrién es sensible a
un aumento de la temperatura uterina inducida por el estrés térmico. Al
parecer, una vez implantado el embrion, este se vuelve menos sensible a las
variaciones térmicas del tracto genital, al menos hasta la mitad de la gestacion,
cuando el desarrollo fetal puede ser afectado nuevamente por altas
temperaturas (Chemineau, 1993).

Por otro lado, se ha observado que la fertilidad es superior en razas adaptadas
al trépico (Bos indicus) durante el estrés calorico esto se debe principalmente a
la habilidad de animales de estas razas a regular la temperatura corporal en
respuesta al estrés calorico (Carvalho et al.,, 1995; Hansen et al., 2001;
Hansen, 2004). Ciertas razas adaptadas al tropico son también mas resistentes
a nivel celular, protegiendo a los embriones de la elevada temperatura
ambiental (Hansen et al., 2001; Hansen, 2004; Hansen, 2007a). Por ejemplo, el
incremento de la apoptosis en embriones por el estrés calorico fue mas grande
en vacas Angus y Holstein (Bos taurus) que en vacas Brahman y Senepol (Bos
taurus; Paula-Lopes et al., 2003). Se ha demostrado que las vacas Holstein y
Angus tienen mas bajo porcentaje de ovocitos normales y bajo porcentaje de
ovocitos fertilizados que desarrollaron a las fases de 8 células, moérula y
blastocisto que las vacas Brahman cuando son expuestas a estrés térmico
(Rocha et al., 1998; Paula-Lopes et al., 2003).

Estudios in vitro también han mostrado que embriones de Bos indicus
sometidos a estrés caldrico en estados tempranos del desarrollo son capaces

de sobrevivir comparado a embriones de Bos taurus (Barros et al., 2006).
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Las condiciones ambientales no necesariamente llevan a la muerte embrionaria
por que dentro del embrion existen los mecanismos para conservar
componentes importantes de la funcion celular ante el estrés. Si un embrién
sobrevive a un estrés ambiental depende de su herencia genética, de la fase
de desarrollo y de la presencia de moléculas citoprotectivas (HSP-70) en el
microambiente que alteran la funcion celular para proporcionar proteccion ante
los estimulos adversos. Asi, el embridén expuesto a estrés se puede ajustar con
éxito al ambiente adverso y puede continuar el desarrollo o no puede ajustarse

y morir como resultado de necrosis o0 apoptosis (Hansen, 2007a).

2.2.2.3 CUERPO LUTEO

El cuerpo luteo (CL) es una glandula endocrina transitoria localizada en el
ovario y formado de las paredes del foliculo después de la liberacién del
ovocito (Wiltbank, 1994; Milvae et al., 1996; Sangha et al., 2002; Webb et al.,
2002; Arosh et al., 2004). Es una glandula endocrina dinamica, que muestra
variaciones en tamafo, estructura y actividad esteroidogénica en diferentes

estados del ciclo estral y gestacion (Sangha et al., 2002).

Regresion del cuerpo lateo

Luteolisis se define como la lisis o fallecimiento estructural del CL (Milvae et al.,
1996; Niswender et al., 2000). En las ovejas el diametro maximo del CL es
alcanzado 6-9 dias después de la ovulacién y entonces la regresion inicia entre
los dias 13 y 16 (Sangha et al., 2002). Durante la luteolisis, se presentan dos
eventos estrechamente relacionados. Primero, hay una pérdida de la capacidad
de sintetizar y secretar progesterona conocida como regresion latea funcional
probablemente mediada por prostaglandinas, seguida por la pérdida o
involucion de las células que conforman el CL, conocida como regresion lutea
estructural. Los cambios morfolégicos que ocurren después de que el CL
disminuye la produccion de progesterona son asociados con la muerte celular
programada (apoptosis) de las células luteas (McCracken et al., 1999;
Niswender et al., 2000; Diaz et al, 2002; Goyeneche et al., 2003; Arosh et al.,
2004).
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En la mayoria de los mamiferos (vacas, ovejas, cerdas), la luteolisis depende
de la presencia del Utero. Se acepta que la prostaglandina F2a (PGF2a) es un
factor originado del Gtero que inicia la luteolisis en la mayoria de las especies
no primates (Milvae et al., 1996; McCracken et al., 1999; Niswender et al.,
2000; Diaz et al, 2002; Sangha et al., 2002; Arosh et al., 2004). El inicio de la
luteolisis por la PGF2a. en muchas especies, parece ser un efecto local entre
cada cuerno uterino y su ovario ipsilateral. Se ha postulado que la PGF2a
ingresa a la arteria ovérica por la vena uUtero-ovéarica, por un mecanismo de
intercambio de contracorriente. Esto permite a la PGF2a ir a la arteria ovarica
sin entrar a la circulacion pulmonar donde seria inactivada enzimaticamente en
los pulmones (Milvae et al., 1996; McCracken et al., 1999; Niswender et al.,
2000).

Durante la regresion IUtea, los descensos iniciales de progesterona en el suero
no parecen deberse a la pérdida de células luteas esteroidogénicas, ya que el
namero de células lateas no desciende hasta después de que las
concentraciones de progesterona en el suero han disminuido. La disminucién
de progesterona es mas probable que sea a causa de un descenso en el flujo
sanguineo luteo y por descenso en la capacidad esteroidogénica de cada una
de las células luteas (Niswender et al., 2000; Sangha et al., 2002).

Una de las interrogantes acerca de la luteolisis es cual es la sefial que inicia la
liberacion de PGF2a. En rumiantes aparentemente es controlada
indirectamente por las hormonas esteroides ovéaricas 17-B estradiol y
progesterona, se ha propuesto que hacia el final de la fase lutea la pérdida de
accion de progesterona ocurre en el hipotadlamo y en el Utero debido a la
reduccion catalitica (regulacion baja) de receptores para progesterona por la
progesterona, la pérdida de accion de la progesterona podria permitir la accidon
del 17-p estradiol (derivado del foliculo preovulatorio en desarrollo)
centralmente en el hipotalamo y periféricamente en el Gtero. La accion de los
estrogenos a nivel central causa que el generador de pulsos de oxitocina
hipotalamica pudiera alterar su frecuencia y produce una serie de episodios
intermitentes de secrecion de oxitocina y en el utero los estrogenos regulan los

receptores endometriales para oxitocina. La interaccibn de la oxitocina
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neurohipofisiaria con receptores de oxitocina en el endometrio provoca la
secrecion uterina de pulsos luteoliticos de PGF2a. La PGF2a inicia entonces
un circuito de retroalimentacion positiva de oxitocina Iitea adicional y de
PGF2a de origen lateo y uterino (Milvae et al., 1996; McCracken et al., 1999;
Niswender et al., 2000; Sangha et al., 2002). La oxitocina litea es producida
principalmente por las células luteas grandes (CLG) aunque también se ha
reportado que existen comunicaciones intracelulares entre CLG y células lateas
pequefias (CLP) en la secrecion de progesterona y oxitocina (Sangha et al.,
2002).

La PGF2a puede sintetizarse en el CL de la mujer, cerda, oveja, vaca y
roedores. Durante la fase lutea tardia del ciclo estral, la PGF2o de origen
periférico puede estimular la sintesis de PGF2a en el CL de ovejas (Niswender
et al., 2000).

La PGF2a reduce el flujo sanguineo al CL y de esta manera puede provocar
luteolisis al privar a la glandula de nutrientes, sustratos para la
esteroidogénesis y de soporte luteotrépico. La PGF2a causa degeneracion de
células endoteliales luteas, provocando una reduccién marcada en la densidad
capilar, reduciendo por lo tanto el flujo sanguineo al parénquima luteo (Milvae
et al., 1996; Niswender et al., 2000; Sangha et al., 2002). Recientemente, se ha
implicado a la endotelina-1 como una posible mediadora de los efectos de la
PGF2a sobre el flujo sanguineo. La endotelina-1 es un potente vasoconstrictor,
ademas inhibe la actividad esteroidogénica de poblaciones enriquecidas de
células luteas esteroidogénicas (Milvae et al., 1996; Niswender et al., 2000;
Diaz et al, 2002).

La PGF2a estimula una serie de cambios morfologicos en las células luteas
esteroidogénicas (pequefias y grandes), los cambios morfolégicos son
evidentes hasta 24-36 horas después de la exposicion a la PGF2a, aunque la
capacidad esteroidogénica de las células se reduce bastante para este
momento. La PGF2a actia uniéndose a receptores transmembranales
acoplados a la proteina G localizados en las CLG (Niswender et al., 2000).

La PGF2a puede disminuir la sintesis de progesterona por mecanismos

intracelulares incluyendo baja regulacion de receptores para hormonas

17



luteotropicas, disminucion de la absorcion celular de colesterol, disminucion en
el transporte de colesterol a través de la célula y/o a través de las membranas
mitocondriales y disminucion en la actividad de las enzimas esteroidogénicas
gue se requieren para la biosintesis de progesterona. La PGF2a también
podria reducir la respuesta del tejido lateo a las hormonas luteotrdpicas (Milvae
et al., 1996; Niswender et al., 2000; Diaz et al, 2002).

Hay evidencia de un rol critico del sistema inmune en el proceso de luteolisis.
Los leucocitos infiltran el CL durante la luteolisis. Los eosinoéfilos, como los
macréfagos, se acumulan en el CL en regresion antes de la baja en los niveles
séricos de progesterona, en respuesta a un factor quimiotdxico no
caracterizado. Los macrofagos realizan tres funciones durante las etapas
tempranas de la luteolisis: 1) fagocitosis de células luteas degenerativas, 2)
inhibicion de la esteroidogénesis mediada por citocinas y 3) estimulacion de la
secrecion de PGF2a por el CL (Niswender et al., 2000; Webb et al., 2002).

La atraccion e infiltracion de los leucocitos dentro del parénquima liteo provoca
un aumento en la produccion de citocinas (particularmente IL-1, TNF-a e IFN-y)
y las proteinas del complejo mayor de histocompatibilidad que estimulan
finalmente la sintesis de PGF2a IGtea y activa los macréfagos. En resumen, las
células inmunes y citocinas participan en la luteolisis mediante la regulacion de
la sintesis de PGF2a, la esteroidogénesis y la fagocitosis (Niswender et al.,
2000; Diaz et al, 2002; Webb et al., 2002).

Regresion prematura del cuerpo luteo

La funcidn latea inadecuada o anormal ocurre en varias situaciones fisiol6gicas
en los rumiantes domésticos y han sido categorizadas en dos grupos: el primer
grupo incluye el CL que tiene un periodo de vida corto y se presenta en la
pubertad (Foster et al., 2006a; Foster et al., 2006b), posparto (Copelin et al.,
1989), inicio de la estacion reproductiva (Hunter, 1991) y en la superovulacién
(Mejia et al., 2000). El segundo grupo incluye el CL que tiene el periodo de vida
normal pero con secrecion reducida de progesterona, esto se presenta
después de la ovulacion inducida por la hormona liberadora de gonadotropinas
(Hunter, 1989).
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La fase lutea anormal se caracteriza por ciclos estrales de duracion corta (7-10
dias) con decremento en las concentraciones de progesterona después de los
dias 5 y 6 comparados con animales que tienen fase Iitea de longitud normal
(Garverick et al., 1992).

Se ha observado que el numero total y tamafio de células pequefias o grandes
es bajo en los CL de vida corta. Sin embargo, el CL de vida corta en la vaca no
es més sensible a los efectos luteoliticos de la PGF2a. (Garverick et al., 1992).
Los mecanismos asociados con la funcion lutea anormal pueden incluir: 1) Un
inadecuado desarrollo folicular preovulatorio debido a que el CL es una
continuacion de la maduracion folicular. Durante la fase folicular es importante
preparar adecuadamente a las células foliculares para la luteinizacion y
secrecion de progesterona, la alteracion del microambiente del foliculo
preovulatorio puede dafiar la habilidad de las células foliculares para secretar
progesterona y como consecuencia provocar una funcion lutea anormal; 2) Un
decremento en el soporte luteotropico. En la fase lutea la secrecion de
progesterona depende del equilibrio entre los estimulos luteotrépicos y
luteoliticos, la funcion lutea anormal puede ser debida ya sea a un estimulo
luteotrépico inadecuado o a la incapacidad del tejido luteo para responder a un
estimulo luteotrépico y 3) Un estimulo luteolitico prematuro puede estar
involucrado en la funcién Idtea anormal. Especificamente, la luteolisis
prematura puede resultar de un aumento o descarga prematura de PGF2a
desde el utero o quizas de una mayor sensibilidad del tejido luteo a la PGF2a
(Garverick y Smith, 1986; Hunter, 1991; Garverick et al., 1992).

El mecanismo por el cual el momento de la secrecién de PGF2a en rumiantes
se adelanta durante el ciclo estral corto no es claro, sin embargo podria
deberse a incrementos en las concentraciones de estradiol debidas a una onda
de crecimiento folicular que puede inducir una luteolisis prematura en las
ovejas (Silvia et al., 1991) o también podria ser por la presencia de receptores
de oxitocina durante la fase lutea temprana (Roberts y McCracken, 1976;
Hunter, 1991; Garverick et al., 1992).
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lIl. MATERIAL Y METODOS

3.1 Ubicacion del area de estudio

El trabajo se realizd en las instalaciones del Centro de Ensefianza Practica e
Investigacion en Produccion y Salud Animal (CEPIPSA) y en el Departamento
de Reproduccion de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Nacional Autonoma de México. EI CEPIPSA esta ubicado en el
kilbmetro 29 de la carretera federal México-Cuernavaca, delegacién Tlalpan,
Distrito Federal a 2800 msnm, 19° 13’ de latitud norte y 99° 8’ longitud oeste. El
clima de la region es de tipo c(w) (w) b (ij) que corresponde a semifrio-
semihumedo, con el 86 % de las lluvias en los meses de Mayo a Octubre,
dando una precipitacion pluvial de 800 a 1200 mm al afio y una temperatura
media anual de 10 °C (Garcia, 1981).

3.2 Animales experimentales

Se utilizaron 32 ovejas, 16 de raza Pelibuey y 16 de raza Suffolk, con condicién
corporal 3 en una escala de 0 a 5 (Russel et al., 1969). Las ovejas fueron
alimentadas con una dieta a base de heno de avena con melaza, ensilado de
maiz, y concentrado comercial. Todas las ovejas estaban ciclando al inicio del
estudio, esto se confirmd mediante la deteccidn de calores y ultrasonografia.
Las ovejas se dividieron aleatoreamente en 2 grupos (testigo y estrés calorico),
cada grupo estuvo integrado por 16 ovejas: 8 Pelibuey y 8 Suffolk (Cuadro 1).

Cuadro 1. Distribucioén de las ovejas en los grupos testigo y estrés calorico

Grupo testigo Grupo estrés caldrico TOTAL
Pelibuey Suffolk Pelibuey Suffolk
8 8 8 8 32

3.3 Manejo de los animales

Todas las ovejas se sincronizaron con esponjas intravaginales impregnadas
con 40 mg de Acetato de Fluorogestona (FGA; Chrono Gest, Intervet) por un
periodo de 10 dias. El esquema de superovulacién inicié dos dias antes del

retiro de la esponja, se utilizé una dosis total de 180 mg de Hormona Foliculo
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Estimulante de origen porcino (Folltropin-V, Bioniche) para ovejas Pelibuey y
200 mg para ovejas Suffolk, aplicada por via intramuscular, cada 12 horas

durante 4 dias en esquema decreciente (Cuadro 2).

Cuadro 2. Esquema de superovulacion en ovejas Pelibuey y Suffolk

DIA DE APLICACION PELIBUEY SUFFOLK
DE FSH * Mafiana (mg) | Tarde (mg) | Mafana (mg) | Tarde (mg)
8 40 30 50 40
9 30 20 30 30
10 20 20 20 10
11 10 10 10 10

* El dia 1 corresponde al programa de sincronizacion

Al momento de retirar la esponja se aplicaron 0.075 mg de cloprostenol,
analogo sintético de prostaglandina F2a (Prosolvin C, Intervet) y veinticuatro
horas después se realizd la deteccion de estro dos veces al dia, utilizando un
carnero cubierto con mandil. A las hembras que presentaron estro conductual
se les dio monta dirigida con un semental de la misma raza cada 8 horas,
mientras permanecieron receptivas; ocho horas después de la ultima monta se
colocé una esponja intravaginal con FGA. El dia de la primera monta se
considerd como dia cero. Durante los dias 2 a 6 posestro las ovejas del grupo
de estrés calorico se introdujeron en una camara de control climatico, a una
temperatura de 35 a 40 °C con humedad relativa de 20 a 30 %, durante 6 h (de
12 a 18 PM) [indice temperatura humedad (THI) = 82 estrés severo (Moran,
2005)]. Después de este manejo, las ovejas regresaron a sus corrales a
temperatura ambiente. Se registrd6 la temperatura rectal y la frecuencia
respiratoria tres horas después del ingreso a la camara de control climatico.

Las ovejas del grupo testigo permanecieron en su corral a una temperatura
ambiente de 15 — 21 °C con 47 — 54% de humedad relativa (THI = 63 sin
estrés; Moran, 2005). En los dias 2 a 6 posestro también se les tomé la
frecuencia respiratoria y la temperatura rectal.

En todas las ovejas se tomaron muestras de sangre por puncién de la vena

yugular cada 24 horas a partir del dia 0 al 7 posestro, para determinar los
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niveles plasmaticos de progesterona mediante radioinmunoanalisis en fase
sélida (Coat-A-Count, DPC,USA), con una sensibilidad del ensayo de 0.1 ng
mL" y un coeficiente de variacién intra-ensayo de 13.63%.

Se consider6 que ocurrid regresion prematura del cuerpo luteo si las
concentraciones de progesterona se elevaron a mas de 1 ng mL™" después del
estro y regresaron a niveles basales el dia 7 (Mejia et al., 2000). Al momento
de la coleccion embrionaria se hizo una evaluacion visual de los cuerpos luteos
y aquellos que tuvieron un color blanquecino y eran de menor tamafo se

clasificaron como cuerpos luteos en regresion (Schiewe et al., 1991).

3.4 Coleccién embrionaria

Los embriones se colectaron mediante laparotomia media ventral en el dia 7
posestro. Las estructuras recuperadas fueron clasificadas de acuerdo con su
calidad (Lindner y Wrigth, 1983). Después de la evaluacion, los embriones se
fijaron en paraformaldehido al 4 % y se conservaron en solucién PBS/PVP a
4 °C para realizar posteriormente el conteo celular a través de una tincion
nuclear (Hoechst 33342; Moreira et al., 2001).

3.5 Analisis estadistico

Se comparo la temperatura rectal y frecuencia respiratoria entre tratamientos
y entre razas mediante analisis de varianza para mediciones repetidas por el
procedimiento Mixed del paquete estadistico SAS (SAS, 2003). La regresion
de cuerpo luteo de acuerdo a los niveles de progesterona se analizd
mediante comparacion de dos proporciones binomiales (Montgomery y
Hines, 1993). El numero de cuerpos luteos en regresioén presentes en el
ovario, embriones transferibles y blastocistos se analizaron mediante
comparacion de medias de dos poblaciones Poisson independientes del
paquete estadistico Minitab (Minitab, 2006) y el numero de células
embrionarias se compard mediante analisis de varianza por el procedimiento
General lineal models (SAS) (SAS, 2003), realizando la transformacién de la

variable de acuerdo a Federer (1955).
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IV. RESULTADOS

Las ovejas del grupo de estrés calorico tuvieron una temperatura rectal
(39.1 + 0.1 °C) mas alta (P<0.01) que el grupo testigo (38.7 + 0.1 °C). En la
gréafica 1 se muestran los promedios de la temperatura rectal durante el periodo

de estudio en las ovejas del grupo de estrés caldrico y testigo.

Figura 1. Temperatura rectal en ovejas sometidas a estrés caldrico durante los

dias 2 al 6 posestro.
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Literales distintas entre grupos indica diferencia (P<0.05)

Las ovejas Suffolk registraron mayor temperatura rectal que las ovejas de la
raza Pelibuey tanto en el grupo de estrés caldrico como en el testigo (P<0.01).
Las ovejas Suffolk y Pelibuey de los grupos de estrés caldrico tuvieron mayor
temperatura rectal que las ovejas de su misma raza correspondiente en el

grupo testigo (P<0.01; Cuadro 3).
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Cuadro 3. Promedio de la temperatura rectal en ovejas Pelibuey y Suffolk de

los grupos estrés calorico y testigo.

Grupo Ovejas Pelibuey (°C) Ovejas Suffolk (°C)
Estrés calérico 38.9%°+0.1 39.3°°+0.2
Testigo 3859+ 0.2 38.9"9+0.2

a,b: Literales distintas en el mismo rengldn indica diferencia (P<0.01)
c,d: Literales distintas en la misma columna indica diferencia (P<0.01)

La frecuencia respiratoria fue mayor en las ovejas del grupo de estrés calérico

(P<0.01) que en el grupo testigo (97.5 + 6.4 y 49.9 + 4.1 respiraciones

minuto™). En la gréfica 2 se presenta la frecuencia respiratoria durante los dias

2 al 6 posestro en el grupo de estrés caldrico y testigo.

Figura 2. Frecuencia respiratoria de ovejas bajo estrés térmico durante los dias

2 al 6 posestro.
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Las ovejas Suffolk presentaron mayor frecuencia respiratoria que las ovejas

Pelibuey tanto en el grupo de estrés caldrico como en el grupo testigo (P<0.01).
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Ademas, la frecuencia respiratoria dentro de razas fue mayor en las ovejas
Suffolk y Pelibuey del grupo de estrés caldrico que las ovejas de la misma raza

en el grupo testigo (P< 0.01; Cuadro 4).

Cuadro 4. Promedio de la frecuencia respiratoria de ovejas Pelibuey y Suffolk

de los grupos estrés caldrico y testigo.

GRUPO OVEJAS PELIBUEY OVEJAS SUFFOLK
(respiraciones minuto™) (respiraciones minuto™)
Estrés calorico 89.6°¢ +11.4 105.4°° +10.4
Testigo 41.7°%+54 58.1°9+ 7.4

a,b: Literales distintas en el mismo renglén indica diferencia (P<0.01)

c,d: Literales distintas en la misma columna indica diferencia (P<0.01)

Por otro lado, la evaluacion visual de los cuerpos lateos (CL) durante la
colecciébn de embriones permitio detectar un mayor porcentaje de CL en
regresion en las ovejas del grupo de estrés calorico (30.1%) que el grupo
testigo (9.5%; P< 0.01; Cuadro 5). Ademas, los niveles de progesterona
confirmaron los hallazgos de regresion prematura de CL de ovejas sometidas a
estrés caldrico (P<0.05; Cuadro 5; Grafica 3). No se presentaron diferencias

entre las razas Pelibuey y Suffolk en ambos criterios de evaluacion (P>0.05).

Cuadro 5. Regresién prematura de cuerpo lateo en ovejas del grupo de estrés

calorico y testigo.

GRUPO REGRESION PREMATURA DE REGRESION PREMATURA DE
CUERPO LUTEO* CUERPO LUTEO***
% Relacion** % Relacion****
Estrés cal6rico 30.12 70/223 26.7°¢ 4/15
Testigo 95" 24/253 0.0¢ 0/16

a,b: Literales distintas en la misma columna indica diferencia (P<0.01)
c,d: Literales distintas en la misma columna indica diferencia (P<0.05)
* De acuerdo al conteo de CL en el ovario de manera visual
** No. de CL en regresion/No. total de CL
** De acuerdo a los niveles de progesterona (< 1 ng mL™)
**x* No. de ovejas con CL en regresion/No. total de ovejas del grupo
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Figura 3. Niveles plasmaticos de progesterona en ovejas con regresion

prematura de cuerpo lateo (estrés calorico) y funcion lutea normal (testigo).
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El tratamiento con estrés calérico no afectd el porcentaje de embriones
transferibles y embriones que llegaron a la etapa de blastocisto (Cuadro 6),
asimismo no se presentaron diferencias entre la raza Suffolk y Pelibuey
(P>0.05; Cuadro 7).

Cuadro 6. Estructuras totales y porcentaje de ovocitos fertilizados, embriones

transferibles y blastocistos en ovejas de los grupos estrés calérico y testigo.

GRUPO n  ESTRUCTURAS OVOCITOS EMBRIONES BLASTOCISTOS
TOTALES * FERTILIZADOS (%)  TRANSFERIBLES (%) (%)

Estrés

calérico 14 150 88 (132/150) 55 (73/132)* 34 (45/132)°

Testigo 16 163 87 (142/163) 69 (98/142)% 42 (60/142)°

Literales iguales en la misma columna indica que no hay diferencia  (P=0.334) °(P=0.494)
* Incluye los ovocitos y todos los embriones colectados
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Cuadro 7. Estructuras totales y porcentaje de ovocitos fertilizados, embriones

transferibles y blastocistos en ovejas Pelibuey y Suffolk en estrés calorico.

GRUPO n ESTRUCTURAS OVOCITOS EMBRIONES BLASTOCISTOS
TOTALES * FERTILIZADOS (%) TRANSFERIBLES (%) (%)

Pelibuey 6 63 58 47 (27/58) @ 24 (14/58) °

Suffolk 8 87 74 62 (46/74) @ 42 (31/74)°

Literales iguales en la misma columna indica que no hay diferencia ® (P= 0.371) b (P=0.146)
* Incluye los ovocitos y todos los embriones colectados

El estrés caldrico no disminuy6 (P>0.05) el nimero de células en los embriones

en etapa de mérula y en etapa de blastocisto (Cuadro 8).

Cuadro 8. Numero de células promedio en etapa de moérula y en etapa de

blastocisto en los grupos de estrés calérico y testigo.

Grupo Numero de células de Numero de células de
embriones en etapa de embriones en etapa de
morula blastocistos
Estrés caldrico 27.5+ 3.72 483 +5.0°2
Testigo 30.4+36°% 46.9 + 3.32

Literales iguales en la misma columna indica que no hay diferencia (P>0.05)

Finalmente, no se encontraron diferencias (P>0.05) en el niumero de células en
los embriones en etapa de morula entre las razas Pelibuey y Suffolk (Cuadro
9).

Cuadro 9. Numero de células promedio en etapa de mérula en ovejas Pelibuey

y Suffolk en el grupo de estrés calorico y testigo.

Raza Numero de células en Numero de células en
embriones en etapa de mérula  embriones en etapa de moérula
en el grupo de estrés calorico en el grupo testigo

Pelibuey 23.5+4.52 28.6 + 4.52
Suffolk 29.6+5.1° 32.1+55%

Literales iguales en la misma columna indica que no hay diferencia (P>0.05)
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V. DISCUSION

La exposicion de las ovejas Pelibuey y Suffolk a una temperatura de 35 a 40 °C
no afectd la proporcion de embriones transferibles ni el porcentaje de
embriones que llegaron a la etapa de blastocisto. Estos resultados son
diferentes a los observados por Naqvi et al. (2004) en donde la exposicién a
40°C durante el periodo pre y posovulatorio redujo la proporcion de embriones
transferibles (21 vs 14%, grupo testigo y grupo de estrés caldrico,
respectivamente). La diferencia de los resultados entre ambos estudios
probablemente obedece al periodo de exposicion al estrés calérico. Asi, en el
presente trabajo las ovejas fueron sometidas a un estrés cal6rico de 6 h al dia
a partir del dia 2 hasta el dia 6 posestro, mientras que en el estudio de Naqvi et
al. (2004) las ovejas recibieron un estrés térmico de 6 horas al dia durante 4
semanas (antes y después de la ovulacion). Lo anterior pudo influir en la
respuesta, ya que la exposicidon de los ovocitos a un estrés térmico durante su
maduracién afecta su capacidad para desarrollar embriones viables (Roth y
Hansen, 2005). En estudios realizados por Roth et al. (2001a) se observé que
el estrés térmico afecta a los ovocitos cuando el foliculo se encuentra en
etapas tempranas de desarrollo; asi, las vacas que estuvieron bajo estrés
térmico en verano mostraron baja fertilidad en otofio. Por otra parte, Rocha et
al. (1998), Al-Katanani et al. (2002), Roth y Hansen (2004) sefalaron que la
exposicidon de los ovocitos a un estrés térmico durante el proceso de
maduracién in vitro, ocasiona una disminucién en la proporcion de embriones
que llegan a la etapa de blastocisto.

Los resultados del presente trabajo también difieren de los encontrados en
estudios in vitro con embriones bovinos. En trabajos realizados por Al-katanani
y Hansen (2002), Paula-Lopes y Hansen (2002), 6 h de estrés térmico en
cualquiera de los dias 2 a 4 posfertilizacién afecta negativamente el desarrollo
embrionario. En dichos trabajos, se han sometido los embriones a una
temperatura de incubacion de 41°C durante 6 h, considerando que éste es el
incremento en la temperatura corporal que experimentan las vacas durante los
periodos de estrés calérico en el verano. En estos trabajos la aplicacion del

estrés térmico provoca anormalidades en el desarrollo embrionario y mayor
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incidencia de células apoptéticas, lo cual se refleja en una baja proporcion de
embriones que alcanzan la etapa de blastocisto.

En el presente trabajo las ovejas sometidas a altas temperaturas tuvieron una
condicién de estrés calorico, lo cual se demostré por el incremento en la
temperatura rectal y en la frecuencia respiratoria; no obstante, la temperatura
rectal de las ovejas mostré solo un incremento de 0.4 °C, lo cual contrasta con
el aumento que tienen las vacas expuestas a estrés térmico, el cual puede ser
hasta de 2.2 °C (Ealy et al., 1993). Esta diferencia en la temperatura corporal
puede explicar, en parte, la ausencia de un efecto en el desarrollo embrionario
observado en el presente estudio. Por otra parte, es posible que los embriones
de los ovinos sean mas resistentes al estrés térmico. También se debe
considerar que la duracion del estrés no fue suficiente ya que en el trabajo de
Naqvi et al. (2004) se aplicaron cuatro semanas continuas de estrés térmico y
si se redujo la proporcidon de embriones transferibles.

En el presente trabajo, tampoco se observdé un efecto negativo del estrés
caldrico en el numero de células de los embriones tanto en la etapa de mérula
como de blastocisto. Estos resultados contrastan con lo encontrado en otros
trabajos, en los cuales la exposicion de embriones bovinos a un estrés calérico
reduce la proporcion de embriones que llegan a la etapa de blastocisto y el
numero de células de estos embriones (Jousan y Hansen, 2004; Sakatani et
al., 2004). Aunque en el presente estudio se evaluaron los efectos mas
evidentes del estrés caldérico en los embriones, falta por determinar si hay
diferencia en la proporcion de células en apoptosis, ya que ésta condicion
también es un indicador de dafio embrionario provocado por el estrés calérico
(Paula-Lopes y Hansen, 2002; Jousan y Hansen, 2004).

El estrés caldrico también afectd la funcion del cuerpo luteo, esto se observé
durante la coleccion de embriones ya que el 30.1% de los cuerpos luteos de las
ovejas sometidas a estrés calorico tenian regresién prematura en contraste con
el 9.5% en las ovejas del grupo testigo. Cabe sefialar que la evaluacion anterior
se hizo visualmente, con base en el tamano y color del cuerpo luteo. Asi, los
cuerpos luteos pequenos y blanquecinos fueron considerados como cuerpos

luteos en regresion, de acuerdo con la descripcidon de Schiewe et al. (1991). Sin
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embargo, la regresion lutea fue corroborada con los niveles plasmaticos de
progesterona, de tal forma que 26.7% de las ovejas del grupo de estrés
calérico mostraron regresion prematura mientras que ninguna oveja la tuvo en
el grupo testigo. Este hallazgo es particularmente interesante, ya que en
nuestro conocimiento no se habia informado antes. El mecanismo por el cual el
estrés térmico indujo la regresion prematura se desconoce. Sin embargo, en
los rumiantes domésticos es frecuente que se desarrolle un cuerpo luteo de
vida corta, por la falta de exposicidén a progesterona de un ciclo estral previo,
como ocurre en la pubertad, en el posparto o al inicio de la estacidon
reproductiva (Hu et al., 1991; Hunter, 1991; Garverick et al., 1992; Foster et al.,
2006a; Foster et al., 2006b). Se ha demostrado que la regresion prematura del
cuerpo luteo ocurre por la secrecion adelantada de prostaglandinas, que se
desencadena cuando se incrementan las concentraciones de estradiol, con la
consecuente aparicion de receptores para oxitocina y la posterior liberacion de
prostaglandina F2a (PGF2a; Southee et al., 1988; Copelin et al., 1989; Hunter
et al., 1989; Hu et al., 1991; Zollers et al., 1991; Garverick et al., 1992).
También, los cuerpos luteos de vida corta pueden presentarse en otras
condiciones por ejemplo, cuando el animal es superovulado (Saharrea et al.,
1998; Mejia et al., 2000).

La regresion lutea prematura encontrada en las ovejas bajo estrés térmico
puede estar asociada con el tratamiento superovulatorio, ya que Rodriguez et
al. (2007) no encontré ningun efecto del estrés caldrico en la funcién lutea en
ovejas no superovuladas. En el citado estudio se aplicé un estrés térmico a
partir del dia 2 posestro hasta el retorno al estro y no se afectaron las
concentraciones de progesterona ni la longitud de la fase lutea. En animales
superovulados la liberacién de la PGF2a se asocia con la presencia de foliculos
anovulatorios, los cuales secretan estradiol, condicién que adelanta la sintesis
de receptores a oxitocina en el endometrio. Partiendo de éste mecanismo, es
probable que el estrés caldrico haya modificado la dinamica folicular, lo cual
pudo determinar la presencia de foliculos anovulatorios, desafortunadamente
se carece de ésta informacion. Se tendran que hacer mas estudios en

condiciones de estrés caldrico para corroborar la ocurrencia de regresion
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prematura en ovejas superovuladas y para determinar las causas de tal
proceso. Sin embargo, estos hallazgos deben ser tomados en cuenta para los
programas de transferencia de embriones durante los meses calidos del afio.

A diferencia de los estudios realizados en bovinos donde se ha observado que
los embriones de vacas adaptadas a los climas calidos [Bos indicus (Brahman,
Nelore) son mas resistentes al estrés caldrico que los embriones de Bos taurus
(Holstein, Angus, Romosinuano)] (Paula-Lopes et al., 2003; Hernandez-Ceroén
et al., 2004) en esta investigacion no se presentaron diferencias raciales en la
susceptibilidad de los embriones al estrés térmico. Asi, fue evidente que los
porcentajes de embriones transferibles, embriones que alcanzaron la etapa de
blastocisto y el numero de células en etapa de mérula fueron similares entre las
razas Pelibuey y Suffolk expuestas al estrés térmico.

En animales homeotérmicos la frecuencia respiratoria y la temperatura rectal se
incrementan después de que la temperatura ambiente se eleva. Esto se
observo claramente en el presente estudio, ya que el estrés caldrico aplicado
incrementd significativamente la temperatura rectal y la frecuencia respiratoria
en las ovejas Pelibuey y Suffolk. Hallazgos similares han sido reportados por
Thwaites (1967, 1969 y 1970), Brown et al. (1977), Sawyer (1979) y Bell et al.
(1989) quienes observaron un incremento significativo en la temperatura rectal
y la tasa respiratoria de ovejas expuestas a condiciones de estrés caldrico.
También, se observé que el promedio de la temperatura rectal y de la
frecuencia respiratoria de las ovejas que estuvieron en estrés caldrico fue
superior al del grupo testigo durante los dias que se aplicé el estrés caldrico.
No obstante, se observd un fendmeno interesante, la temperatura rectal
promedio de las ovejas en estrés caldrico declind gradualmente a partir del
segundo dia de exposicion al calor. Thwaites (1967) ya habia informado sobre
el decremento paulatino tanto en la temperatura rectal como en la frecuencia
respiratoria de ovejas expuestas a estrés calorico durante 20 dias,
argumentando que se pudiera deber a una aclimatacion gradual a las altas
temperaturas. Aunque, en el presente estudio no se observé un descenso en la
frecuencia respiratoria de las ovejas sometidas a estrés caldrico que indicara

algun tipo de adaptacion.
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Como se esperaba, las ovejas Pelibuey mostraron mas tolerancia al estrés
calérico, ya que a lo largo del experimento siempre registraron menor
temperatura rectal y frecuencia respiratoria que las ovejas Suffolk, resultados
similares obtuvieron Thimonier y Chemineau (1988) quienes observaron
diferencias raciales debidas a la alta sensibilidad térmica de las ovejas Suffolk,
lo que se reflejo en elevado ritmo respiratorio y temperatura rectal comparado
con las ovejas Pelibuey (100 vs. 40 resp/min y 39.7 vs. 388 °C
respectivamente). Adicionalmente, Ross et al. (1985) y Martinez et al. (2005)
sefalan que las ovejas de pelo (Blackbelly y Pelibuey) asi como, la cruza
Blackbelly por Dorset son mas tolerantes al calor que las ovejas de lana
(Dorset y Suffolk), demostrando que estas ultimas tienen mayor dificultad para
mantener la homeostasis en un ambiente caluroso que los otros grupos
raciales. Por lo tanto, se puede inferir que el régimen de calor aplicado en el
presente estudio fue suficiente para mantener a las ovejas en una situacién de

estrés caldrico durante el periodo de tratamiento.

32



CONCLUSIONES

La exposicion de ovejas Pelibuey y Suffolk a un estrés calérico durante 6 horas
a partir del dia 2 al 6 posestro no afectd el porcentaje de embriones
transferibles ni de embriones que llegaron a la etapa de blastocisto, ademas no
redujo el nimero de células en etapa de morula y blastocisto, y no se
observaron diferencias entre razas. Sin embargo, el estrés calérico aumento la

proporcion de ovejas con regresion prematura del cuerpo luteo.
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iCual es...?

El dia mds bello. ..

La cosa mds fdcil. ..

El obstdculo mds grande. ..
El mayor error. ..

La raiz de todos los males. ..
La distraccion mas bella. ..
Los mejores profesores. ..

La primera necesidad. . .

Lo que nos hace mds felices. ..
El misterio mds grande. ..
El peor defecto. ..

La persona mds peligrosa. . .
El sentimiento mds ruin. ..
El regalo mds bello. ..

Lo mds imprescindible. ..
La ruta mds rdpida. . .

La sensacion mds grata. ..
El resguardo mds eficaz. ..
El mejor remedio. ..

La mayor satisfaccion. ..

La fuerza mds potente del mundo. ..

Las personas mds necesarias. . .
La cosa mds bella de todas. ..

hoy.

equivocarse.

el miedo.
abandonarse.

el egoismo.

el trabajo.

los nifios.
comunicarse.

ser utiles a los demds.
la muerte.

el mal humor.

la mentirosa.

el rencor.

el perdon.

el hogar.

el camino correcto.
la paz interior.

la sonrisa.

el optimismo.

el deber cumplido.
la fe.

los padres.

el amor.

Madre Teresa de Caleuta
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