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RESUMEN

Desarrollo embrionario y concentraciones séricas de progesterona, insulina e IGF-1 en
vacas Bos indicus superovuladas tratadas con la hormona bovina del crecimiento.
Velazquillo M.C.G., Zarco Q.L.A., Hernandez C.J., Sanchez T.E.M.T. El objetivo del presente
trabajo fue evaluar el efecto de la administracion de somatotropina bovina recombinante (rbST)
durante la inseminacién, sobre la calidad y el desarrollo de embriones de vacas donadoras
Bos indicus, asi como su efecto sobre los niveles séricos de progesterona, insulina e IGF-1. Se
utilizaron 12 vacas divididas aleatoriamente en dos grupos experimentales: Grupo rbST(n=7)
y grupo testigo (n=5). El momento de la aplicacion de 500 mg de rbST durante la inseminacion
en el estro superovulatorio se consideré como el dia 0. Las vacas fueron presincronizadas,
aplicando 2 dosis de 25 mg de Prostal los dias -41 y -27 del programa de superovulacién. El
dia -13 se aplicaron 25 mg de Prostal y un dispositivo intravaginal de liberacién prolongada
CIDR, el dia -7 se les aplicé 300 ug de GnRH. En el programa de superovulacion se aplicaron
entre los dias -6 y -2 un total de 8 dosis decrecientes de FSH por via IM a intervalo de 12
horas. El dia -3.5 ademas de la dosis de FSH se aplicaron 25 mg de Lutalyse, el dia -2 se
retird el CIDR y se aplicaron 25 mg de Prostal y el dia -1 se aplicaron 300 yg de Ovalyse. A
partir del dia -1 se realizé la deteccion de celos. Las vacas fueron inseminadas 12 y 24 horas
después del inicio del estro el dia 0. Al grupo rbST se le administré una inyeccion de 500 mg
de rbST via subcutanea en el pliegue anocaudal durante la primera inseminacion, 7 dias
después se realizdé la recuperacion de los embriones por la técnica no quirdrgica. Los
embriones obtenidos se clasificaron de acuerdo a la etapa y calidad embrionaria. Se realizé un
muestreo sanguineo a partir del dia 0, continuando cada tercer dia hasta el dia 7. Se
determinaron las concentraciones séricas de progesterona (radioinmunoanalisis; RIA) y las
concentraciones séricas de IGF-1 e insulina (enzimo inmunoensayo; ELISA). Las
concentraciones séricas de progesterona, IGF-1 e insulina de las donadoras se compararon
mediante un analisis de varianza; mediante Ji cuadrada se comparé el numero de embriones
recolectados por grupo y su distribucion en las distintas categorias de calidad y grado de
desarrollo. El porcentaje de recuperaciéon embrionaria (embriones recuperados/ cuerpos
luteos) fue estadisticamente superior en las vacas del grupo rbST (70.1%) que en el grupo
testigo 25.9% (p<0.01). El porcentaje de embriones transferibles fue mayor en el grupo rbST
(68.9%) que en el grupo testigo (14.3%; p<0.01). El porcentaje de embriones degenerados fue
del 50% para el grupo testigo y 0% para el grupo rbST. El grupo testigo presentd un 42.8% de
blastocistos iniciales comparado con el grupo rbST con 31.9% (p<0.05). El porcentaje de
blastocistos maduros fue mayor en el grupo rbST (55.3%) que el grupo testigo (7.1%; p<0.05).
El porcentaje de blastocistos expandidos fue del 12.8% en el grupo rbST comparado con el
grupo testigo con 0% (p<0.05). Las concentraciones de progesterona fueron similares hasta el
dia 3 del muestreo, pero el dia 5 y 7 del muestreo fueron mayores en el grupo rbST (p<0.05).
Las concentraciones séricas de insulina fueron similares entre grupos hasta el dia 3 del
muestreo, pero hubo diferencias significativas en los dias 5y 7 (p< 0.05). Las concentraciones
séricas de IGF-1 permanecieron similares en ambos grupos casi todos los dias de muestreo,
excepto en el dia 3, cuando el grupo rbST presentd un incremento diferente (p<0.05). Los



resultados del presente estudio sugieren que la aplicacion de 500 mg de rbST al momento de
la inseminacion artificial en un programa de superovulacién en ganado Bos indicus, disminuye
la mortalidad embrionaria, incrementar el desarrollo embrionario, el porcentaje de recuperacion
y el porcentaje de embriones trasferibles. Estos efectos estan asociados con un incremento
significativo de los niveles de progesterona, insulina e IGF-1 de manera transitoria.

Palabras clave: Desarrollo embrionario, Bos indicus, superovulacién, hormona bovina del
crecimiento.



ABSTRACT

Embryonic development and serum progesterone, insulin and IGF-1 in superovulated
Bos indicus cows treated with bovine growth hormone.Velazquillo M.C.G., Zarco Q.L.A,,
Hernandez C.J., Sanchez T.E.M.T.The aim of this study was to evaluate the effect of
administration of recombinant bovine somatotropin (rbST) during insemination on the quality
and embryonic development of Bos indicus donor cows and its effect on serum levels of
progesterone, insulin and IGF-1. 12 Zebu cows were randomly divided in two experimental
groups: Group rbST (n=7) and control group (n=5). The timing of the injection for the 500 mg
rbST at insemination was considered day 0. Cows were presynchronized, applying 2 doses of
25 mg Prostal in days -41 and -27 of the superovulation program. Day -13 Prostal (25 mg) and
sustained release intravaginal device (CIDR) were applied and day -7 were administered 300
pg of GnRH. In the superovulation program, between days -6 and -2 a total of 8 decreasing
doses of intramuscularly FSH were applied with a 12 hours interval. The day -3.5 in addition of
the FSH dose, 25 mg of Prostal were applied. In day -2 the CIDR was removed and applied
Prostal (25 mg) and in day -1.5 were applied 300 ug of Ovalyse. From day -1, heat detection
was performed. The cows were inseminated 12 and 24 hours after the onset of estrus. rbST
group was given an injection of 500 mg of rbST subcutaneously in anocaudal fold during the
first insemination; 7 days after, the recovery of embryos by non-surgical technique was
performed. The embryos were classified according to the stage and quality. In the sampling the
day to application of 500 mg was considered as day 0, continuing every other day until day 7.
Progesterone concentrations were determined by radioimmunoassay (RIA); concentrations of
IGF-1 and insulin were determined by enzyme-linked immunoassay (ELISA). The
concentrations of progesterone, IGF-1 and insulin of the donors were compared by analysis of
variance; nonparametric tests were used to compare the number of embryos per group and
their distribution in different quality and level of development. The embryo recovery rate
(recovered embryos/ corpora lutea) was statistically higher in cows treated with rbST (70.1%)
than in the control group 25.9% (p <0.01). The percentage of transferable embryos was higher
in the group rbST (68.9%) than in the control group (14.3%; p<0.01). The control group showed
50% embryos degenerated compared with 0% rbST. The group control showed 42.8 % initial
blastocyst compared with 31.9% (p <0.05) of rbST group. The mature blastocyst rate was
higher in the group rbST (55.3%) than in the control group (7.1%; p<0.05). The expanded
blastocyst rate was 12.8% in the rbST group compared with the control group with 0% (p
<0.05). Progesterone concentrations were similar until day 3 sampling but on day 5 and 7 of the
sample were statistically greater in rbST group (p <0.05). Insulin concentrations were similar
between groups until day 3 sampling but significant differences were shown on days 5 and 7 (p
<0.05). Concentrations of IGF-1 remained similar in both groups almost all sampling days
except on day 3, when the rbST group presented a significantly different increment (p <0.05).
The results of this study suggest that the application of 500 mg of rbST at the time of artificial
insemination in a superovulation program in Bos indicus cattle is effective in increasing
embryonic development, the recovery rate and the percentage of transferable embryos and
decreased the embrionary mortality. These effects are associated with significantly increased
levels of progesterone, insulin and IGF-1.



Key words: Embryonic development, Bos indicus, superovulation, bovine growth hormone.



1. INTRODUCCION
La inseminacion artificial y la superovulacion/transferencia de embriones son

tecnologias reproductivas que incrementan la capacidad de los individuos
sobresalientes para dejar descendencia en la poblacion, lo que permite un avance
genético mas acelerado. Aunque la eficiencia reproductiva promedio con estas
tecnologias es satisfactoria, las variaciones individuales que se obtienen en los
programas de superovulacion y transferencia de embriones han obligado a buscar
estrategias que permitan mejorar y hacer mas homogéneos los resultados obtenidos
(Sa Filho et al., 2010).

El ganado cebu (Bos indicus) se ha adaptado faciimente a climas tropicales y
subtropicales, tolerando bien el calor y los parasitos. Ademas es resistente a la falta de
agua en épocas de sequia. Sin embargo, los resultados de investigacion y aplicacion
comercial de programas de superovulacion y transferencia de embriones en ganado
cebu en México y Brasil han sido inconsistentes en cuanto a la variacion individual,
ovocitos/embriones recolectados y calidad que varia entre cada donadora y en general
distintos a los obtenidos con ganado Bos taurus. Por ello, al realizar programas de
superovulacién y transferencia de embriones deben tomarse en cuenta las diferencias
fisiolégicas reproductivas entre el ganado B. indicus y B. taurus como duracién del
estro (Mizuta, 2003), numero de ondas de crecimiento folicular (Wolfenson et al.,
2004), numero de foliculos reclutados por onda de crecimiento folicular (Carvalho et
al., 2007), diametro del foliculo ovulatorio (Ginther et al., 1989), didametro del cuerpo
luteo (Ginther et al., 1989) y de comportamiento reproductivo, como la corta duracion
del estro (Baruselli et al., 2006).

Los programas de superovulacion y transferencia de embriones permiten controlar
farmacologicamente el desarrollo folicular y la ovulacion, asi como fijar el momento de
la inseminacion. Sin embargo, existen diversas variables que afectan los resultados en
el ganado Bos indicus, incluyendo una débil manifestacion del estro que dificulta su

deteccion, peculiaridades fisiolégicas, asi como la gran variabilidad en la respuesta



folicular a la estimulacidon por gonadotropinas, siendo este ultimo el mayor problema en

los programas de transferencia de embriones (Barros y Noriegua, 2001).

La variacion que se ha encontrado en la respuesta a los esquemas utilizados para
provocar superovulacion en ganado Bos indicus hace necesario identificar los factores
que influyen en los resultados, asi como considerar la utilizacion de nuevas
alternativas que permitan hacer mas eficientes las técnicas de superovulacion y
transferencia de embriones. Debido a sus diferencias fisiolégicas con respecto al
ganado Bos taurus, no se debe asumir que las técnicas o variantes que se desarrollan

en esta especie pueden ser directamente extrapoladas al ganado Bos indicus.

Una de las herramientas que se ha utilizado para mejorar la respuesta superovulatoria
en ganado Bos taurus es la administracion de hormona de crecimiento recombinante
bovina (rbST). La hormona del crecimiento es una hormona de naturaleza proteinica
producida en la adenohipdfisis. Sus efectos fisiolégicos son variados, ya que no
solamente interviene en el crecimiento somatico sino que esta involucrada en el
control del balance energético y la distribucion de los nutrientes a los distintos tejidos.
También modula diversos aspectos del desarrollo gonadal, la ingesta de alimentos, la
conducta animal y partes de la fisiologia de la reproduccion, incluyendo el desarrollo
folicular, gametogénesis, proliferaciéon uterina y crecimiento celular. Ademas interviene
en el desarrollo de la glandula mamaria que se produce alrededor del momento de la
pubertad. La hormona del crecimiento tiene efectos metabdlicos directos e indirectos.
Actua directamente para regular el metabolismo de lipidos y carbohidratos, mientras
que sus efectos sobre el crecimiento de los musculos y cartilagos se logran mediante
la estimulacion de la secrecidn de IGF-| (factor de crecimiento tipo insulina 1) por el

higado y otros tejidos (Bauman, 1992).

La hormona de crecimiento o somatotropina bovina de origen recombinante (rbST) se
ha usado en ganado lechero para aumentar la produccién lactea, aumentar el
porcentaje de concepcion y disminuir los dias abiertos (Bauman, 1992; Morales-Roura
et al., 2001).



En algunos trabajos en los que se ha incluido el tratamiento con rbST en programas de
superovulacién y transferencia de embriones se ha logrado incrementar el
reclutamiento folicular antes de la ovulacion y estimular la sintesis de IGF-1 en muchos
tejidos, incluido el ovario. Ademas en vacas no superovuladas se ha demostrado que
el tratamiento con rbST provoca un incremento en las concentraciones de
progesterona (Morales-Roura et al., 2001) y estimula el desarrollo folicular (Gong et
al., 1991). Los efectos de la hormona del crecimiento sobre la foliculogénesis y otras
funciones ovaricas al parecer se deben a sus efectos directos asociados a los de otras
hormonas, como gonadotropinas, IGF-1 e insulina, que estimulan la proliferacion de las
células de la granulosa, las células de la teca y las células luteas, asi como la

produccion de esteroides por dichas células.

Se ha reportado un incremento en el indice de concepciéon de vacas Holstein
repetidoras tratadas con hormona del crecimiento al momento de la inseminacion
(29.3%) en comparacion con las vacas repetidoras no tratadas (16.9%). Este efecto se
asocié con un incremento en las concentraciones de progesterona circulante en el dia
18 después de la inseminacién (Morales-Roura et al., 2001), por lo que se ha
postulado que la elevacion en las concentraciones de progesterona inducida por la
rbST podria estimular el desarrollo embrionario y reducir la incidencia de mortalidad
embrionaria. En ovinos superovulados, Mejia et al. (2012) encontraron que la
administracion de rbST al momento de la inseminacion artificial provocé un aumento
significativo en el numero de ovulaciones y una elevacion de las concentraciones de
progesterona. Ademas, en las ovejas tratadas con rbST se colectaron embriones en
estado de desarrollo mas avanzado que en las no tratadas. Por otra parte, un estudio
realizado en bufalos, en el que se inyecté 500 mg de rbST al inicio de la ablacion
folicular y reinyectado cada catorce dias se registr6 un aumento en el desarrollo
folicular, numero de embriones recuperados (5.2+0.5 vs 4.1+£0.5) e in vitro un
incremento en el porcentaje de embriones de buena calidad (48.8 % vs 40.6%) (Sa
Filho et al., 2009).



En algunos reportes se ha mostrado un incremento en la respuesta superovulatoria de
ambos ovarios y en el numero de embriones recuperados (Niemann, 1991; Herrier et
al., 1994). En programas de fertilizacion in vitro, la administracion de rbST a vacas
productoras de leche donadoras de ovocitos, incrementd los porcentajes de
fertilizacion, desarrollo embrionario y calidad embrionaria (Moreira et al., 2002b). En
un estudio subsecuente realizado en vacas Holstein donadoras, el tratamiento con
rbST durante el dia posterior al estro provocé un incremento en la proporcion de
embriones transferibles en las donadoras tratadas (77.2%) comparadas con las
donadoras testigo (56.4%), asi como un incremento en los porcentajes de gestacion de
receptoras tratadas con rbST que recibieron embriones provenientes de vacas del
grupo testigo (43.2%) comparadas con receptoras del grupo testigo que recibieron
embriones provenientes de vacas donadoras del grupo testigo (25.6%; Moreira et al.,
2002a).

Moreira et al. (2002a), reportaron un incremento en las tasa de gestacion en vacas
lecheras tratadas con rbST un dia después del estro y reinyectando cada 14 dias; asi
como en receptoras que recibieron embriones de vacas donadoras inyectadas con

rbST al momento de la inseminacion (Moreira et al., 2001).

En algunos trabajos realizados en ganado cebu con rbST se han encontrado
resultados positivos. Por ejemplo, en ganado cebu Nelore, cuando las vacas
donadoras recibieron 250 mg de rbST antes de iniciar la sincronizacién estral para un
programa de superovulacion con FSH se obtuvieron mas embriones viables en las
vacas tratadas (8.1+2.6) que en el grupo testigo (5.0+1.6; Morales et al., 2008). Sin
embargo en dicho trabajo no se determinaron concentraciones hormonales. Buratini et
al. (2000), encontraron un incremento del 36% en el numero de foliculos pequefios en
novillas Nelore a las que se les administraron 320 mg de rbST en el segundo dia
postovulacion comparadas con el grupo testigo que recibi6é solucion salina, y dicho
incremento estuvo asociado con un aumento significativo en las concentraciones de
IGF-1. También se ha reportado una disminucién en el porcentaje de ovocitos

desnudos o degenerados (4.83%) en vacas Gyr tratadas con 160 mg de rbST y FSH



recuperados con aspiraciéon folicular en comparacién con aquellas tratadas solamente
con rbST (14.37%) o sin ningun tratamiento (17.88%; Almeida et al., 2007).

Sin embargo, no existen publicaciones de trabajos en los que se haya evaluado el
efectos de la rbST al momento de la inseminacién en vacas Bos indicus
superovuladas, por lo que no se conocen los efectos de este tratamiento sobre la
calidad y el grado de desarrollo embrionario ni sobre las concentraciones de

progesterona, insulina e IGF-1 en este tipo de ganado.



2. HIPOTESIS

La administracion de la hormona de crecimiento bovina (rbST) al momento de la
inseminacion en vacas Bos indicus superovuladas incrementa los niveles de
progesterona, insulina e IGF-I, asi como la calidad y el grado de desarrollo de los
embriones.



3. OBJETIVOS

Determinar el efecto de la administracion de la rbST en el momento de la inseminacion
sobre la calidad y desarrollo de embriones recuperados de vacas donadoras Bos

indicus.

Evaluar el efecto de la administracion de la rbST en el momento de la inseminacion
sobre los niveles séricos de progesterona, IGF-I e insulina en vacas donadoras Bos

indicus.



4.0 REVISION DE LITERATURA
4.1. Superovulaciéon en ganado Bos indicus

Las técnicas de mejoramiento genético permiten seleccionar como reproductores a
individuos con caracteristicas productivas sobresalientes, como mayor rendimiento en
carne, produccion lechera, capacidad de conversion alimenticia o precocidad. Una vez
seleccionado un animal superior, la eficiente diseminacién de sus genes por medio de
biotecnologias reproductivas resulta en una mejora de la produccion de toda una

poblaciéon animal y proporciona mejores ganancias economicas (Sa Filho et al., 2010).

Sin embargo, el uso de estas tecnologias reproductivas no tiene el mismo resultado en
los diferentes grupos genéticos. Existen diferencias en la fisiologia y comportamiento
reproductivo entre ganado B. indicus y B. taurus, que pueden afectar la eficiencia de
los programas superovulatorios. Los programas de superovulacion tienen algunas
limitaciones, entre las que se encuentra la alta variabilidad en la produccion de
embriones por donadora, ya que cerca del 20 al 30% no responden al programa
(Baruselli et al., 2006).

Entre los problemas que se han detectado para el éxito de los programas de
superovulacioén y transferencias de embriones en el ganado Bos indicus se encuentra
su alta sensibilidad a la administracién de gonadotropinas exégenas comparado con el
ganado Bos taurus, la dificultad para detectar celos, la alta susceptibilidad al estrés y

otras particularidades fisiol6gicas (Randel, 1984).

Al utilizar diferentes dosis de FSH (100, 133 y 200 mg) para la superovulacién en
ganado B. indicus no se encontraron diferencias significativas entre dosis en el numero
promedio de ovulaciones, en el total de estructuras recuperadas (ovocitos/ embriones),

ni en el numero de embriones transferibles (Baruselli et al., 2003).

En diversos programas de superovulacién utilizando diversas dosis de FSH en ganado
Bos indicus se han encontrado bajas concentraciones de progesterona, por lo que se

ha sugerido que lo que disminuye la eficiencia de dichos programas posiblemente sea



que el ganado Bos indicus presenta foliculos preovulatorios y cuerpos luteos de menor
tamafno que los de ganado Bos taurus, lo que explicaria la menor secrecion de
progesterona y una menor intensidad en la manifestacion del estro (Aguirre et al.,
2006; Ramos et al., 2007).

4.2 Somatotropina recombinante bovina (rbST)
4.2.1 Origen y estructura de la rbST

La somatotropina recombinante bovina (rbST) se obtiene clonando un segmento
especifico de DNA bovino en la bacteria Escherichia coli K-12. Esta bacteria
transgénica produce una molécula biolégicamente idéntica a la hormona de

crecimiento bovina (Bauman, 1992).
4.2.2 Efecto de la somatotropina en el organismo

En el organismo la liberacion de hormona de crecimiento (GH) desde la hipdfisis
anterior esta regulada por hormonas producidas en el hipotalamo. La liberacién de GH
es estimulada por la hormona liberadora de hormona de crecimiento (GHRH) e inhibida

por la somatostatina (Squires, 2006a).

El receptor de la somatotropina (GHR) es una proteina transmembranal de 634-638
aminoacidos, con una masa molecular de alrededor de 70 KDa. El receptor libre se
encuentra en forma monomeérica en la membrana plasmatica de la célula blanco. La
unién de la hormona provoca la dimerizacion del receptor, ya que cada molécula de la
somatotropina se une a dos moléculas de su receptor. El receptor de somatotropina
es un miembro de una superfamilia de receptores de citocinas, la cual incluye mas de
25 miembros, como los receptores de prolactina, leptina y eritropoyetina (Kopchick y
Andry, 2000; Herrington y Carter-Su, 2001; Squires, 2006a). En el higado, musculo,
grasa y corazon se encuentran altos niveles de GHR (Schwartzbuer y Menon, 1998,
Ballesteros et al., 2000).



En el plasma esta presente una proteina transportadora de hormona de crecimiento
(GHBP), codificada por el mismo gen del receptor de somatotropina. La GHBP
aumenta los efectos promotores del crecimiento de somatotropina, altera su

distribucion, farmacocinética y modula su accion (Baumann, 2001).

Hay dos tipos de efectos de somatotropina: directos e indirectos. Los efectos directos
se deben a la union de la somatotropina a sus receptores en las células diana, e
incluye efectos sobre el metabolismo de carbohidratos, lipidos, proteinas y minerales.
(Etherton y Bauman, 1998; Squires, 2006a). En el metabolismo de los carbohidratos, la
GH incrementa la tasa de gluconeogénesis en el higado y disminuye la oxidacién de la
glucosa por el organismo (Bauman et al., 1988; Sechen et al., 1989). Cuando un
animal se encuentra en balance energético positivo, la somatotropina reduce la tasa de
lipogénesis, mientras que en los animales en balance energético negativo aumenta la

lipdlisis (Squires, 2006a).

Los efectos indirectos estan relacionados con la proliferacion celular, y son mediados
principalmente por el factor de crecimiento parecido a la insulina (IGF-I), que es un
potente factor mitogénico con cierto grado de homologia con respecto a la insulina. La
mayor parte del IGF-1 circulante se secreta en el higado, pero diversos tejidos también
lo secretan en respuesta a la presencia de GH. En animales en crecimiento el IGF-1
estimula la proliferacion del cartilago en las bandas de crecimiento de los huesos
largos, asi como el desarrollo muscular. Las altas concentraciones de IGF-I circulante
disminuyen la secrecion de somatotropina por retroalimentacion negativa directa sobre
la hipdfisis y también por estimulacion de la produccion de somatostatina en el
hipotalamo (Squires, 2006b).

A través de sus efectos sobre la secrecién de IGF-1, la administracion de rbST en
becerros aumenta significativamente la sintesis de proteina miofibrilar (18.8%), por lo

que favorece el crecimiento muscular (Moreira et al., 2010).
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4.2.3 Efectos de la somatotropina bovina en la reproduccion

El papel de GH en la reproduccion es fundamental durante el proceso de concepcién,
fertilizacion y desarrollo embrionario. Existen diferencias entre sexos en los patrones
de secrecion de somatotropina, lo que explica las diferencias sexuales en los patrones

de crecimiento durante la pubertad (Leung et al., 2003; Squires , 2006b).

En la mujer uno de los factores que influencia la secrecion de GH son los estrogenos.
Durante el ciclo menstrual se da un aumento espontaneo en la secrecion de GH e
IGF-1 durante la fase periovulatoria en comparacion con la fase folicular temprana,
demostrando con esto el efecto de los estrogenos en el eje GH/IGF-1 (GH, IGF-Il y
GHBP; Ovesen et al., 1998).

En el ovario del bovino, la administracién de rbST incrementa el nimero y el diametro
en foliculos de 2 a 5 mm. Este incremento guarda una relacion positiva con las
concentraciones plasmaticas de GH e IGF-I. Su aplicacién previa a un programa de
superovulacién y en el momento del estro incrementa el numero de foliculos medianos
y grandes (27.2+3.6 vs 16.4+3.1). Dichas hormonas alteran los patrones de
foliculogénesis, actuando sobre las células de la granulosa e incrementando los
porcentajes de ovulacion (Advis et al., 1981; Kirkwood et al. 1989; Gong et al., 1991;
Gong et al., 1993; Lucy et al., 1995; Gong et al., 1996).

En programas de recoleccion de ovocitos (OPU) vy aspiraciéon folicular, la
administracion de rbST incrementa el porcentaje (36%) y el numero de foliculos
pequefios de 3 a 5 mm (9.13+3.9 vs 6.45+2.7), asi como la tasa de recuperacion de
ovocitos de buena calidad (48.8% vs 40.5%; Sa Filho et al., 2009, Buratini et al.,
2000).

En el utero, el gene que codifica para los receptores de hormona de crecimiento
(GHR) se expresa en el endometrio, alcanzando su una maxima expresion en el dia 5
del ciclo estral y disminuyendo sus niveles entre los dias 12 al 19. (Sosa et al., 2010).

La presencia simultanea de estradiol, IGF-I1 y GH da lugar al crecimiento celular,
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proliferacion e incremento de la actividad secretora que prepara al utero para una

posible gestacion (Moreira et al., 2002a).

In vitro la adicion de hormona de crecimiento a medios de maduracion promueve el
desarrollo embrionario e incrementa la proporcion y numero de estructuras que se
encuentran en estadio de blastocisto, lo que sugiere un mecanismo autocrino o
paracrino de GH e IGF-1, que colaboran para estimular el desarrollo embrionario
temprano, la mitogénesis, asi como la secreciébn de factores de supervivencia,

diferenciacion y desarrollo fetal (Moreira et al., 2002b).

La administracién de rbST en vacas productoras de leche aumento los porcentajes de
gestacion a los 63 y 73 dias postparto (Moreira et al., 2001). En vacas repetidoras con
3 a 4 servicios previos infértiles la administracion de rbST al momento del estro,
incrementd significativamente los porcentajes de concepcion  (Morales-Roura et al.,
2001). Bilby et al. (1999) encontraron que la administracion de rbST en el momento de
la inseminacion, resulta en un incremento en las concentraciones de IGF-1 entre 6 y 14
dias después de la inseminacion, periodo que corresponde al periodo critico en la
expansion de las membranas embrionarias que precede al reconocimiento materno de

la gestacion.

En programas de transferencia de embriones (Fernandes et al., 2009), el tratamiento
de las vacas receptoras con rbST al momento del estro aumentoé la tasa de gestacién

(65.7%) comparado con el grupo testigo (32.5%),
4.3 Efectos de rbST en la respuesta superovulatoria
4.3.1 Efectos de rbST sobre la tasa de ovulacion

La administracion de rbST en programas de inseminacién artificial en bovinos,
incrementd la respuesta ovulatoria, el numero de cuerpos luteos y el numero de
ovocitos fertilizados (Rieger et al., 1991; Herrier et al., 1994). Sin embargo, los
resultados obtenidos varian de acuerdo a la raza, dosis y el momento de su aplicaciéon

en programas de superovulacion.
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El uso de rbST antes de iniciar un programa de superovulacion aumento
significativamente el numero de ovulaciones (18.9£3.4 vs 11.4+3.0) y disminuyé el
numero de animales que presentan una pobre respuesta ovulatoria (Gong et al., 1993;
Gong et al.,, 1996).

En ovinos los resultados han sido similares: En ovejas de la raza Pelibuey la
aplicaciéon de rbST al finalizar un programa superovulatorio incremento la tasa de
ovulacion (86.52% vs 96.64%; Navarrete-Sierra et al., 2008). De igual forma en
ovejas de raza Suffolk la administracion de 125 mg de rbST al momento del servicio
aumenta el numero de cuerpos luteos, efecto que se ha atribuido a un posible aumento
en las concentraciones de IGF-1, un estimulo de la esteroidogénesis folicular y el
aceleramiento del proceso normal de crecimiento y diferenciacion de las células de la

granulosa. (Crystal et al., 1997; Mejia et al., 2012).

En ganado bovino y ovino con suplementacion energética y proteica la rbST
incrementa la tasa de viabilidad embrionaria, lo que indica una accién sinérgica con el

balance energético del animal (Songsasen et al., 1999; Navarrete-Sierra et al., 2008).
4.3.2 Efectos de rbST sobre el numero y calidad embrionaria

La administracion de rbST en programas de superovulacion tiene un efecto positivo
sobre la calidad de los embriones (Lucy et al., 2004). La administracion de rbST como
parte de un programa superovulacion incrementdé el numero de estructuras
recuperadas y de embriones transferibles (Songsasen et al., 1999; Herrier et al., 1994;
Gong et al., 1996; Moreira et al., 2002b). En un trabajo realizado en ganado Bos
taurus la administracion de 500 mg de rbSt aumentd el porcentaje de embriones
clasificados como transferibles (77.2% contra 56.4% en los testigo, Moreira et al.,
2002a). En otro trabajo la administracion de 640 mg de rbST aumentd a 95.7% el total
de embriones transferibles, comparado con el 77.7% de estructuras transferibles en

aquellos animales que no recibieron ningun tratamiento (Herrier et al., 1994).
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4.3.3 Efecto de rbST sobre el desarrollo embrionario

La adicion de rbST e IGF-1 a medios de maduracién in vitro incrementa el estado de
desarrollo de embriones bovinos, aumentando el numero que se encuentran en etapa
de blastocistos (Moreira et al., 2002b). En ganado Bos indicus, la adicion de rbST

incrementod el porcentaje de produccion de blastocistos in vitro (Almeida et al., 2007).

In vivo, la aplicacién de 500 mg rbST en ganado Holstein incrementd el numero de
embriones clasificados como blastocistos (2.4+0.6 vs 0.4+0.6; Moreira et al., 2002a)
De igual forma en ovinos raza Suffolk, la administracion de 125 mg de rbST en el
momento del servicio aumentd la proporcion de embriones en estado de blastocistos
expandidos (1.6+0.4 vs 0.6+£0.4) comparado con blastocistos (0.7+0.3) y blastocisto
tempranos (0.3+0.3; Mejia et al., 2012).

4.4 Funciones de la progesterona en la reproduccion

El cuerpo luteo es una glandula endocrina temporal que sintetiza progesterona a partir
del colesterol. La funcién principal de la progesterona es mantener la gestacion.
Ademas la progesterona tiene un papel relevante en la modulacién de la dinamica
folicular, la ovulacion y la funcidn uterina posterior a la ovulacion (Aguirre et al., 2006).
La hormona luteinizante (LH) secretada por el I6bulo anterior de la hipdfisis estimula la
funcién del cuerpo Iuteo en la mayoria de las especies, para lo cual la LH es secretada

en bajos niveles durante la fase lutea del ciclo estral (Milvae et al., 1996).

Los niveles de progesterona son afectados por diversos factores, entre los que se
encuentra el balance energético del animal. Las vacas alimentadas con dietas altas en
energia presentan concentraciones de progesterona mas elevadas que aquellas con
restricciones alimenticias (Harrison y Randel, 1986). En programas de superovulacion
se ha encontrado una correlacidon positiva entre los niveles plasmaticos de
progesterona al realizar la recoleccion de embriones, el numero de embriones

transferibles y numero de cuerpos luteos. En general se considera que los niveles de
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progesterona altos favorecen la fertilidad, calidad y desarrollo de los embriones (Ake et
al., 1999).

4.5 Efectos de IGF-I en la reproduccion

El factor de crecimiento parecido a la insulina (IGF-1), es una cadena polipeptidica
simple de alrededor de 7,500 Da con una secuencia idéntica para humanos, porcinos y
bovinos. Existen al menos 6 proteinas transportadoras para IGF-I, a las que se une y
modulan las interacciones de IGF con sus tejidos diana. El IGF-| es sintetizado en el
higado junto con su principal proteina transportadora. El receptor tipo | para IGF-| es

similar al receptor de la insulina (Lucy et al., 1995; Squires, 2006b).

Cuando se secreta IGF-I por el estimulo de la hormona de crecimiento, promueve la
proliferacion de células de cartilago, la captacion de aminoacidos, y la sintesis de
proteinas. Diversos factores modulan la secrecidon de IGF-I (Houseknecht et al. 1988;
Squires E.J., 2006). Uno de estos factores es la condicion corporal, que guarda una
relacion positiva con IGF-1. Los animales con restriccion alimenticia, con baja condicién
corporal o durante el puerperio presentan concentraciones séricas de IGF-| bajas, lo
que disminuye la eficiencia productiva y reproductiva del animal. Cuando el estado
endocrino de un animal es anabdlico, el IGF-I se encuentra en niveles altos a pesar de
que las concentraciones de hormona de crecimiento sean relativamente bajas
(Houseknecht et al., 1988; Galvis et al., 2003; Leodn et al., 2004; Lucy, 2008).

Las concentraciones de IGF-I también son influidas por la etapa productiva; en vacas
en lactacién temprana las concentraciones de IGF-I disminuyen, comparado con la

etapa final de la lactacion o el periodo seco (Vicini et al., 1991).

El IGF-I es el unico componte del complejo de la superfamilia de IGF que tiene un
papel esencial en la reproduccion de los mamiferos. Durante el ciclo estral del bovino,
la expresion endometrial de RNAm para IGF-| se eleva en la fase folicular y la fase

lutea temprana (dias 0 al 5; Sosa et al., 2010). Existe evidencia de la presencia de
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receptores para IGF-I en células de la granulosa, aumentando su numero durante el

desarrollo folicular, y disminuyendo durante la atresia (Spicer y Echternkamp, 1995).

En estudios de cultivo in vitro de células de la granulosa se ha encontrado que la los
efectos de la FSH y LH son amplificados por el IGF-I y/o insulina, lo que favorece la
actividad mitogénica y esteroidogénica de los foliculos durante el estro (Sa Filho et al.,
2009).

En programas de superovulacion se ha encontrado una correlacion positiva entre los
niveles de IGF-l y la actividad ovarica, asi como un incremento en el numero de
ovulaciones, (Benyei et al.,, 2011; Velazquez et al., 2012). Ademas, en embriones en
la fase de morula las altas concentraciones de IGFI favorecen la expresion de RNAm
para sus propios receptores (IGF-1R), lo que favorece la proliferaciéon de la masa
celular interna durante la transicion moérula-blastocisto. El IGF-I esta implicado en la
proliferacion y diferenciacion del embridén y el utero antes y durante la implantacién
(Moreira et al., 2002a).

4.6. Funciones de insulina en la reproduccién

La insulina es una hormona polipeptidica producida por las células 8 de los islotes de
Langerhans del pancreas. Su papel principal es regular los niveles sanguineos de
glucosa, aumentando su captacion por los tejidos y el almacenamiento como
glucégeno o lipidos. Esta formada por dos polipéptidos: una cadena A de 21
aminoacidos y una cadena B de 30 aminoacidos, ambas unidas por puentes disulfuro
(Squires, 2006b).

Existe una correlacién positiva entre las concentraciones periféricas de insulina y la
condicion corporal (Ledn et al., 2004). En varias especies, incluyendo los rumiantes,
se ha demostrado que la insulina es necesaria para mantener la competencia
reproductiva. Se ha observado que las concentraciones bajas de insulina pueden
ocasionar ciclos estrales irregulares, bajos porcentajes de concepcion y viabilidad

reducida de las crias. La administracion de insulina exdgena a vacas en restriccion
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alimenticia incrementa su respuesta a la FSH, aumentando los porcentajes de
ovulacion, lo que confirma la influencia de insulina sobre la reproduccion en el bovino
(Hove, 1978; Harrison y Randel, 1986).

La insulina favorece el incremento en el peso de los cuerpos luteos (Harrison y Randel,
1986) y la produccién de progesterona (Spicer y Echternkamp, 1995). También
estimula la proliferacion de las células de la granulosa, favoreciendo la sintesis de

esteroides (Langhout et al., 1991; Spicer y Echternkamp, 1995).
4.7. Efectos de la rbST sobre los niveles séricos de insulina

La administracion de rbST incrementa las concentraciones plasmaticas de insulina en
animales en balance energético positivo, tales como vacas al final de la lactacién, o
durante el periodo de secado (Vicini et al., 1991; Houseknecht et al., 2000). El
incremento de insulina en respuesta a la administracién de rbST es probablemente el
resultado de cambios metabdlicos coordinados en el metabolismo de los
carbohidratos, dirigidos especificamente al incremento en la disponibilidad de glucosa
(cambios en produccion y utilizacion de la glucosa). Como la rbST provoca un aumento
en la disponibilidad de glucosa debido a un aumento en la sintesis como a una
utilizacion periférica reducida, se produce un aumento en la secrecion de insulina para

regular los niveles de glucosa en sangre (Vicini et al., 1991).

La adicion de hormona de crecimiento a medios de cultivo in vitro de células de la
granulosa con insulina, incrementa el numero de células de la granulosa y la
produccion de progesterona comparandolo con cultivos que solamente tienen insulina,
lo que sugiere que la hormona de crecimiento tiene un efecto en sinergia con insulina

sobre la funcion folicular en el ovario in vivo (Langhout et al., 1991).
4.8. Efecto de rbST sobre los niveles séricos de IGF-I

Se ha demostrado que la administracion en diferentes momentos de diversas dosis de

rbST estimula la produccion de IGF-1 tanto en vacas como en becerros de ganado
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Bos indicus y Bos taurus (Buratini et al., 2000; Nunes et al., 2003; Moreira et al.,
2010; Velazquez et al., 2011).

En un estudio la aplicacion de 250 mg de bST incrementd los niveles plasmaticos de
IGF-1 de 143 ng/ mL™" en los animales testigo a 248 ng/ mL" en animales tratados. La
aplicacion de una dosis de 500 mg en el momento de la inseminacion también
incremento significativamente las concentraciones séricas de IGF-1 e insulina, lo que
se asocidé con un efecto favorable sobre la fertilizacion y el desarrollo embrionario

temprano (Rodriguez et al., 2009).

El uso de rbST al iniciar un programa de sincronizaciéon en bovinos, incrementa las
concentraciones de IGF-Il intrafoliculares y plasmaticas a partir del segundo dia

después de iniciado el tratamiento (Gong et al., 1991; Velazquez et al., 2011).

En un estudio de superovulacion se encontré que la aplicacion de rbST duplicé el
contenido de IGF-I en foliculos de diferentes tamafios (<4mm, 4 a 8 mm y > a 8mm),
encontrandose una correlacion significativa entre los niveles de IGF-lI en el fluido
folicular y el plasma. Estos aumentos de IGF-1 se asociaron con un incremento en el
numero de foliculos y cuerpos luteos (12.5£3.2 vs 4.3+2.0), por lo que se sugirié que el

IGF-I amplificé la respuesta a la accion de FSH (Herrier et al., 1994).

El pretratamiento con rbST antes de iniciar un programa de superovulacion con PMSG
incrementd significativamente las concentraciones de IGF-I 48 h después de su

aplicacion, manteniéndose elevados alrededor de 8 dias (Gong et al., 1993).

Todo esto lleva a encontrar una correlacion positiva entre las concentraciones
circulantes de IGF-l y el numero de embriones viables recuperados de vacas
superovuladas (Gong et al., 1993). Por el contrario, los bajos niveles de IGF-I
circulante durante un programa de superovulacién se han relacionado con un

desarrollo embrionario reducido (LeRoy et al., 2008).
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4.9. Efecto de rbST sobre los niveles séricos de progesterona

En bovinos, la administracion de rbST previo a un programa de superovulacion o en el
momento del estro aumenta las concentraciones plasmaticas de progesterona (Lucy et
al., 1995). En forma similar, en ovejas de raza Suffolk, la roST aplicada en el momento
del servicio incremento las concentraciones de progesterona a partir del 6 dia posterior
a la aplicacién (Mejia et al., 2012). En bovinos al administrar rbST el dia del estro se
encontré un incremento significativamente el peso de los cuerpos luteos (9.3£0.5 vs
5.81£0.4 gr), este aumento de peso estuvo relacionado con el incremento en los niveles
de progesterona (Lucy et al., 1995). También se ha observado una relacion positiva
entre los niveles de progesterona y el numero de embriones totales colectados vy el
desarrollo embrionario, debido a que rbST aumenta la respuesta superovulatoria
(Rieger et al., 1991; Gong et al., 1993). Resultados similares se han reportado al
realizar cultivos de células de la granulosa, en los que rbST e insulina, tienen un
efecto positivo sobre el numero de células y produccioén de progesterona (Langhout et
al., 1991).
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Localizacion

El trabajo experimental se realizé en la empresa pecuaria privada “Rancho Atehuetzin”
localizado en el Municipio de Hueytamalco, Puebla, México. El rancho se localiza a
19°56° latitud norte y 97°17° longitud oeste, a una altitud de 700 msnm, presenta un
clima templado humedo con lluvias todo el afio (cf) (INEGI, 2008). El trabajo se realizd

en los meses de marzo y abril.
5.2 Animales y grupos experimentales

Como donadoras se utilizaron 12 vacas cebu de 6.4 + 1.1 afios de edad, con un peso
vivo de 539 + 20 kilogramos, clinicamente sanas, no gestantes y no lactantes, con 185
* 36.4 dias posparto. Antes de iniciar el estudio se determin6 por medio de deteccién
de estros y palpaciones rectales seriadas que todas las vacas presentaran ciclos
estrales regulares. Las vacas fueron aleatoriamente asignadas al grupo experimental

(grupo rbST) o al grupo testigo.
5.3 Alimentacién

Dos meses antes del inicio del trabajo todas las vacas fueron vitaminadas
(complejo B) y desparasitadas. Durante todo el periodo experimental los animales
pastorearon en praderas de zacate Estrella de Africa (Cynodon plectostachyus) y
pastos nativos, recibieron entre 3 a 4 kilos de un suplemento comercial con 14% de
proteina cruda y 2.5 Mcal de energia metabolizable por kilogramo, ademas de agua y

sales minerales a libre acceso.
5.4 Trabajo Experimental

Para propositos de este trabajo el dia de la aplicacién de los 500 mg de rbST durante
la inseminacion en el programa superovulatorio se consideré como el dia 0. En el
cuadro 1 se resume el protocolo experimental. Antes de iniciar el programa de

superovulacion las vacas fueron presincronizadas. Para ello se aplicaron 2 dosis de 25
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mg de Prostal ® (Cloprostenol, Laboratorio Brovel) los dias -41 y -27 del programa de
superovulacion. El dia -13 se aplicé 25 mg de Prostal ©® para lisar los cuerpos luteos
presentes, y se insertd un dispositivo intravaginal de liberacién prolongada CIDR®
(Laboratorio Pfizer). En el dia -7 se les aplico por via intramuscular (IM) 300 ug de
GnRH (Ovalyse® Laboratorio Pfizer). Para el programa de superovulacion se aplicaron
entre el dia -6 y el dia -2 un total de 8 dosis decrecientes de hormona foliculo
estimulante (FSH; Folltropin-V ® 400 mg de NIH-FSH-P1 en 20 mg/ mL™, laboratorio
Tornel) aplicadas por via intramuscular a intervalo de 12 horas. El dia -3 ademas de la
dosis de FSH se aplicaron 25 mg de Prostal ® por via intramuscular. El dia -2 se retird
el CIDR® y se aplico nuevamente 25 mg de Prostal ®via IM. El dia -1 se aplicaron por

via intramuscular 300 yg de Ovalyse® (B6 et al., 2010).

A partir del dia -1 se realizé la deteccion de celos por observacion visual durante dos
periodos de 2 horas cada uno (18:00 a 20:00 y 6:00 a 8:00). Se consideré que una
vaca estaba en celo cuando se quedaba completamente quieta y se dejaba montar por
otra vaca. Se registré el numero de vaca, fecha y hora del celo. Al iniciarse el celo 7
vacas donadoras fueron asignadas aleatoriamente al grupo rbST y 5 vacas se
asignaron al grupo testigo. Las vacas de ambos grupos fueron inseminadas 12 y 24
horas después del inicio del celo. Durante la primera inseminacion al grupo rbST se le
administré una inyeccion de 500 mg de somatotropina bovina recombinante (rbST,
Boostin-S ©,Internet Schering-Plough Animal Health) por via subcutanea en el pliegue
anocaudal, véase cuadro 1. El semen utilizado para la inseminacién fue de toros de
raza Sardo negro, envasado en pajillas de 0.5 ml. Las pajillas con semen se
descongelaron en agua tibia a 37°C durante 30 segundos. Se evalué la viabilidad y

motilidad espermatica mediante evaluacion microscopica de alguna de las pajillas.

Siete dias posteriores a la inseminacion por medio de palpacion rectal se determino el
numero de cuerpos luteos y se realizo la recuperacion de los embriones por la técnica
no quirurgica (IETS, 1987). Posteriormente en el laboratorio, el liquido del filtro fue
pasado a una caja de petri, realizando 3 lavados de enjuague al filtro, procediendo a la

observacion y clasificacion de las estructuras obtenidas, ya sea 6vulos o embriones.
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Cuadro 1

Programa de superovulacion y coleccién de embriones

Dia AM 7:00 PM 7:00
-41 25 mg de Prostal ©
-27 25 mg de Prostal ©
-13 25 mg de Prostal ©® + CIDR
-7 300 pg de Ovalyse®
-6 2.0 ml Folltropin-V®
-5 2.5 ml Folltropin-V/® 1.5 ml Folltropin-V®
-4 1.5 ml Folltropin-V® 1.5 ml Folltropin-V®
-3 1.0 mi FoIItropin-V® 1.0 ml FoIItropin-V® + 25 mg Prostal ®
-2 1.0 ml Folltropin-V® Retiro de CIDR®+ 25 mg Prostal ©
-1 300 ug de Ovalyse® Deteccién de estro
0 Inseminacion artificial
Solo en grupo rbST: 500 mg de Inseminacion artificial
Boostin-S®
7 Coleccion de embriones

Los embriones obtenidos se observaron al microscopio estereoscopico clasificandolos
de acuerdo a la etapa embrionaria en: 1.- embrion de una célula, 2.- embrién de 2-16
células, 3.- morula temprana, 4.- mérula, 5.- blastocisto temprano, 6.- blastocisto, 7.-
blastocisto expandido, 8.- blastocisto eclosionado. La clasificacién con base en la
calidad fue: 1.- excelente, 2.- bueno, 3.- regular, 4.- malo (Lindner y Wright, 1983; IETS
1987; Gérlach, 1997).

5.5 Muestreo sanguineo y procesamiento de muestras
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Se recolectaron muestras sanguineas cada tercer dia por puncion de la vena coccigea
utilizando tubos al vacio sin anticoagulante, considerando como el dia 0 el dia en que
se aplicaron 1500 mg de rbST al grupo tratado (grupo rbST) durante la inseminacion, el
muestreo inicio el dia -6 y continuo hasta el dia 7 del programa superovulatorio. Las
muestras sanguineas se mantuvieron a 4°C hasta su centrifugacion (2500 rpm/15 min)
para obtener el suero, el cual fue almacenado a -20°C hasta realizar los analisis para
las determinaciones hormonales en el laboratorio de endocrinologia de Departamento

Reproduccion de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la U.N.A.M.

Las concentraciones de progesterona se determinaron mediante radioinmunoanalisis
en fase solida, empleando el kit Coat-A-Count® Progesterona (Siemmens Medical
Solution, Los Angeles, Ca., U.S.A), con sensibilidad de 0.2 ng/ml, coeficiente de

variacion intra ensayo de 4.0 % y un coeficiente de variacion inter ensayo de 5.7 %.

Las concentraciones de IGF-1 se determinaron mediante enzimo inmunoensayo
(ELISA) en placas de microaglutinacion empleando el kit ALPCO Immunoassays, 22-
IGFHU-EO1 (ALPCO Diagnostics, 26G Keewaydin Drive-Salem NH 03079), con
sensibilidad de 0.09 ng/ mL", coeficiente de variacion intraensayo de 5.69 % y un

coeficiente de variacion inter ensayo de 6.11 %.

Las concentraciones séricas de insulina se determinaron empleando el kit ELISA
Insuline (bovine) 80-INSBO-E01 (ALPCO Diagnostics, 26G Keewaydin Drive-Salem
NH 03079), con una sensibilidad de 0.100 ng/ mL", coeficiente de variacion intra

ensayo de 3.5 % y un coeficiente de variacion inter ensayo de 7.72%.

5.6 Analisis estadistico
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Las concentraciones de progesterona, IGF-1 e insulina de las donadoras se
compararon mediante un analisis de varianza para mediciones repetidas,

considerando el grupo y el dia del ciclo como variables independientes.

Se utilizoé la prueba de Ji-cuadrada para tablas de contingencia para comparar el
numero de embriones recolectados por grupo, asi como su distribucion en las distintas

categorias de grado de desarrollo.
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6. RESULTADOS

En este trabajo no se recuperaron ovocitos sin fertilizar en ninguno de los dos grupos.
En el cuadro 6.1 se muestra el porcentaje de recuperacion embrionaria y el porcentaje
de embriones transferibles obtenidos en el grupo rbST y en el grupo testigo. Se
observé una diferencia (p<0.01) en el porcentaje de recuperacién (embriones
recuperados/ cuerpos luteos) entre las vacas del grupo rbST y el grupo testigo. El
porcentaje de embriones transferibles (embriones transferibles /total de embriones) fue

mayor en el grupo rbST que en el testigo (p<0.01).

Cuadro 6.1
Porcentaje de recuperacion y porcentaje de embriones transferibles obtenido en el grupo rbST y el
grupo testigo.
Grupos
Tratado rbST Testigo
n=7 n=5
Porcentaje de recuperacion 70.1%* 25.9 %P
(embriones recuperados /cuerpos (47/67) (14/54)
luteos)
Porcentaje de embriones 68.9%* 14.3%"
transferibles (32/47) (2/14)

(embriones transferibles
/total embriones)
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a,b: Valores son distinta literal son significativamente diferentes (p<0.05)

La distribuciéon de los embriones obtenidos se muestra en el cuadro 6.2, clasificandolos
de acuerdo a su grado de desarrollo en embriones degenerados, blastocisto temprano,
blastocisto y blastocisto expandido obtenidos al realizar los lavados el séptimo dia
posterior a la inseminacion. El porcentaje de embriones degenerados fue mayor en el
grupo testigo con respecto al grupo rbST (p<0.05). El porcentaje de blastocistos
tempranos fue mayor en el grupo testigo comparado con el grupo rbST (p<0.05). El
porcentaje de blastocistos fue mayor en el grupo rbST comparado con el grupo testigo
(p<0.05). El porcentaje de blastocistos expandidos fue mayor en el grupo tratado

comparado con el grupo testigo (p<0.05).

Cuadro 6.2.

posterior a la inseminacion.

Embriones Blastocisto Blastocisto Blastocisto
G degenerados temprano expandido
rupo
Tratado
rbST 0% @ 31.9%° 55.3%° 12.8%°
n=7 0 15 26 6
Testigo 50%° 42.8%" 71%°" 0%"°®
- 7 6 1 0

a,b: Valores son distinta literal son significativamente diferentes (p<0.05)

26



Las concentraciones promedio de progesterona en diferentes dias de muestreo se
muestran en la figura 6.3. Las concentraciones de la hormona fueron similares hasta el
dia 3 posterior a la IA y aplicacién de rbST, no obstante en los dias de muestreo 5y 7
fueron diferentes (p<0.05). Las concentraciones promedio de progesterona en las
vacas del grupo rbST alcanzaron un maximo de 83.1 ng/ mL™ el dia 7, mientras que en
las vacas del grupo testigo el maximo nivel fue de 26.1 ng/ mL™", el cual fue alcanzado
el dia 5 del muestreo.

100 —o— Grupo rbST *

—o— Grupo testigo
60 -

40

20

Progesterona (ng/ml)

‘ ‘ ‘ rbST
- 1

Dias de mue stre+

Figura 6.3. Concentraciones séricas de progesterona (mediat error estandar) los dias -5 al 7 del
muestreo en vacas tratadas con 500 mg de rbST aplicado en el momento del servicio en el grupo de
rbST (n=7) y el grupo testigo (n=5). Las barras representan el error estandar, la flecha indica el dia.

on

de la administracion de rbST. Los asteriscos (*) indican el dia de muestreo en el que las
concentraciones de progesterona fueron diferentes entre los grupos (p<0.05). tre
las

vacas del grupo rbST las concentraciones de insulina se elevaron a partir del dia 3,
manteniéndose por encima de los 0.70 ng/ mL" hasta el dia 7 del muestreo, que
alcanzaron 1.13 ng/mL™". En las vacas del grupo testigo las concentraciones de insulina
permanecieron constantes del dia -5 al 7 con respecto a la IA, para el dia 7 las

concentraciones de insulina fueron de 0.47 ng/ mL".
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Figura 6.4. Concentraciones séricas de insulina (mediat error estandar) en los dias -5 al 7 del
muestreo en vacas tratadas con 500 mg de rbST aplicado en el momento del servicio en el
grupo rbST(n=7) y el grupo testigo (n=5). La flecha indica el dia de la administracién de rbST,
las barras representan el error estandar. Los asteriscos (*) indican el dia de muestreo en la que
las concentraciones de insulina fueron diferentes (p<0.05).

En la figura 6.5 se muestran las concentraciones promedio de IGF-I en diferentes dias
de muestreo. Las concentraciones de la hormona permanecieron similares en ambos
grupos durante casi todos los dias de muestreo, solo existieron diferencias entre
grupos el dia 3 posterior a la IA y aplicacion de rbST (p<0.05), en el que el grupo rbST
alcanzo concentraciones de 27.88 ng/ mL™". Las concentraciones promedio de IGF-1 en
ambos grupos descendieron gradualmente del dia 5 al 7, llegando ambos grupos a

presentar valores promedio menores a 1.97 ng/ mL™" en el Gltimo dia del muestreo.
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35 - —o—cFigura 6.5. Concentraciones séricas de IGF-I (mediaz error estdndar) los dias de muestreo -5 al 7
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7. DISCUSION

Los resultados del presente trabajo confirman la hipotesis de que la administracion de
500 mg de rbST al momento de la inseminacion en un programa de superovulacion en
ganado Bos indicus incrementa la supervivencia embrionaria y/o el desarrollo
embrionario (p<0.05) asi como el porcentaje de embriones transferibles (p<0.01), y las
concentraciones seéricas de progesterona, insulina e IGF-1, aunque en esta ultima solo

sea de manera aguda (p<0.05).

La elevacion en las concentraciones séricas de progesterona no estuvo asociada a un

aumento en el numero de ovulaciones en el grupo tratado con rbST, ya que en las 7
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vacas del grupo tratado se encontraron 67 CI (9.6 por animal), mientras que en el
grupo testigo se encontraron 54 Cl| (10.8 por animal), lo que contrasta con los
resultados de Gong et al. (1996) quienes si encontraron que la administracion de rbST
resultd en un aumento en el numero de cuerpos luteos en vacas superovuladas vy el
numero de ovulaciones (18.9+3.4 vs 11.4+3.0). Mejia et al. (2012) quienes trabajaron
con ovejas superovuladas, también encontraron que el numero de ovulaciones fue
mayor en el grupo tratado con rbST al momento de la inseminacién que en el grupo
testigo (16.8+1.8 vs 9.3+1.8).

El aumento en las concentraciones de progesterona encontrado en el presente trabajo
en el grupo rbST a pesar de que las vacas de dicho grupo no tenian mas cuerpos
luteos que las testigo puede deberse a que el cuerpo luteo bovino, especificamente las
células luteas grandes, expresan un mayor numero de receptores para somatotropina
que cualquier otra estructura en el tracto reproductivo bovino, por lo que la rbST tiene
una accidon directa (Lucy et al, 1995). La administracion de rbST pudo actuar
directamente en las células foliculares durante su luteinizacién, y posteriormente en las
células luteas, generando cuerpos luteos de mayor calidad. Ademas indirectamente
rbST pudo actuar a través del aumento que provoco en las concentraciones de insulina
y transitoriamente en IGF-1, estimulando la proliferacion y diferenciacion de las células
endoteliales (Schams & Berisha, 2004), y la produccion de factores de crecimiento
endotelio vascular en las células luteinicas dando como resultado el incremento en las
concentraciones de progesterona (Schams et al., 2001; Navarrete-Sierra et al., 2008;
Mejia et al., 2012).

El porcentaje de recuperacibn embrionaria en este estudio (embriones
recuperados/cuerpos luteos) fue muy superior en el grupo rbST (70.1%) comparado
con el grupo testigo con 25.9% (p<0.01; Cuadro 6.1), por lo que rbST tuvo un efecto
positivo. Sin embargo, este tipo de resultados no han sido consistentes, ya que Gong
et al. (1996) solo encontraron un incremento moderado en el porcentaje de
recuperacion (50% en el grupo testigo vs 62 % en el tratado con rbST). Por otra parte,

el porcentaje de recuperacién del grupo rbST en el presente estudio (70.1%) se
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encuentra dentro de los rangos reportados (59% a 82 %) por Gradela et al. (1995) en
un programa de superovulacion en ganado Bos indicus sin administrar rbST. Por el
contrario en un estudio realizado en ovejas (Mejia et al., 2012) en el que se aplico
rbST al momento del servicio en un programa de superovulacion el porcentaje de
recuperaciéon fue menor en el grupo tratado con rbST (39.3%) que en el testigo
(94.3%).

La razon del reducido porcentaje de recuperacion en el grupo testigo no fue asociado
con la habilidad del técnico, pues el procedimiento en ambos grupos fue realizado por
la misma persona. Una posibilidad pudo ser que la presencia de embriones
degenerados en el grupo testigo el dia de la recuperacion embrionaria, pudo interferir
con la eficiencia de recuperacién. El contraste en los resultados de los trabajos
descritos en los parrafos anteriores puede estar asociados en parte con el hecho de
que en otros estudios ha variado el momento de la aplicacién de rbST respecto al
programa de superovulacién, asi como la dosis (Kuehner et al., 1993). Lo que sugiere
que el momento de la aplicacién de rbST en relacién al tratamiento con gonadotropinas

es importante para el resultado obtenido (Gong et al., 1993).

El porcentaje de embriones transferibles, fue muy superior (p<0.01) en el grupo
tratado comparado con el grupo testigo (Cuadro 6.1). Estos resultados coinciden con
diversos trabajos, entre ellos el de Navarrete-Sierra et al. (2008) en borregas, que al
administrar rbST durante las ocho aplicaciones de FSH en el programa de
superovulacién, observaron un incremento en la tasa de viabilidad embrionaria (54.69
vs 82.05%), asi como con el de Herrier et al. (1994) que al administrar rbST el dia 4
previo al programa de superovulacién observaron un incremento en el porcentaje de
embriones transferibles (4.2+1.0 vs 2.5+0.7). Por el contrario Kuehner et al. (1993)
administraron a un grupo de vacas 500 mg de rbST, 7 dias antes del inicio del
tratamiento superovulatorio, y a un segundo grupo les administraron rbST en el
momento de la inseminacion del estro superovulatorio. En ninguno de estos grupos se
observo diferencia significativa en el porcentaje de embriones transferibles con

respecto al grupo testigo (rbST previo a la superovulacién: 7.1+£1.4; rbST al momento
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de la inseminacién: 7.0+1.7; grupo testigo: 5.9+1.4). Por el contrario Gong et al.
(1993) al hacer un pretratamiento con rbST al programa de superovulacion,
encontraron una mejora en el porcentaje de embriones transferibles (90.0+11.2%!/
testigo vs 48.2+7.8%/ tratado).

Una posible explicacion de la variabilidad en la respuesta a rbST puede ser que los
efectos de la rbST sobre el desarrollo embrionario dependan del momento de su
aplicacién. Por ejemplo, rbST altera el ambiente oviductual, aumentando sus
secreciones, como ocurre en conejos gestantes (Herrler et al., 1992). La aplicacion de
rbST durante el estro superovulatorio, favorece la etapa de fertilizacion y el desarrollo
embrionario durante los primeros 7 dias, aumentando el porcentaje de ovocitos
fertilizados y la proporciéon de embriones transferibles (Moreira et al., 2002a; Morales,
2000). Se ha observado que rbST modifica el ambiente uterino, lo cual favorece las
condiciones del desarrollo embrionario, ya que existen receptores para GH e IGF-1 en
el endometrio (Lucy et al., 1998; Pershing et al., 2002) y se ha localizado mARN para
receptores a IGF-1 en las glandulas endometriales (Pershing et al., 2002; Stevenson et
al., 1994). Por otro lado el aumento en las concentraciones séricas de insulina,
favorece el desarrollo embrionario temprano, ademas ejerce una accién mitogénica y
antiapoptoticas (Boland et al., 2001; Byrne et al., 2002; Augustin et al., 2003).

En el presente trabajo se encontr6 que la administracion de rbST disminuye la
mortalidad embrionaria y favorece el desarrollo de los embriones en vacas cebu
superovuladas. El 50% de los embriones recuperados en el grupo testigo fueron
embriones degenerados y el 42.8% embriones en etapa de blastocisto temprano. Asi
mismo en este grupo se recuperd una menor proporcién de embriones en etapa de
blastocisto (7.1%) y no se recuperaron blastocistos expandidos. En cambio, en el
grupo rbST el 55.3 % de los embriones se encontraban en la etapa de blastocistos, el

14.3% en estadio de blastocisto expandido, sin encontrarse embriones muertos.

Es importante sefalar que en los programas de superovulacién en ganado bovino,

menos del 50% de los embriones recolectados son viables para el dia 7 posterior a la
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inseminacion. La etologia de la muerte embrionaria es de naturaleza diversa, pero
puede resumirse en factores genéticos y ambientales. Las anormalidades
cromosomicas son responsables de menos de 10% de las muertes embrionarias,
mientras que los factores ambientales contribuyen el 90% (Sreenan et al., 2001).
Aunado a esto Hyttel et al. (1991) indicaron que los tratamientos superovulatorios
afectan negativamente a el ovocito o a la maduracién de las células de la granulosa

comprometiendo no solo la fertilizacién sino la viabilidad embrionaria.

Se sabe que los embriones no competentes no culminan las divisiones celulares
tempranas exitosamente y se bloquea su desarrollo antes de alcanzar el estadio de
blastocisto, mientras que los compententes regulan la presentacién de apoptosis y
alcanzan los estadios preimplantatorios (Tarazona et al., 2010). Se plantea que el
bloqueo de los embriones es consecuencia de la incapacidad para activar genes
importantes para el desarrollo y para soportar el estrés producido por el ambiente
alterado al cual estan sometidos (temperatura, humedad, pH, gases; Greenwood y
Gautier, 2005). Esto puede explicar que en el presente estudio, los embriones
degenerados recolectados en el grupo testigo el dia 7, se encontraban en las primeras
etapas de division celular (2-4 blastomeros). Lo que indica que la muerte ocurrié en los

primeros 2 a 3 dias de la gestacion.

Por otro lado una posible explicacion enfocado al balance nutricional de los animales y
a el alto porcentaje de mortalidad en el grupo testigo, puede relacionarse con lo
reportado por Lenoy et al. (2008) en el que vacas en balance energético negativo
generalmente tienen concentraciones elevadas en sangre de acidos grasos no
esterificables (NEFA), urea, B-hidroxibutirato, y bajas concentraciones circulantes de
glucosa e IGF-1. Ambientes con altas concentraciones de NEFA y bajos en glucosa
durante la maduracion del ovocito disminuye el desarrollo, competencia y perjudica el
desarrollo embrionario temprano. Se ha visto que foliculos que crecen durante el
periodo de balance energético negativo pueden afectarse y generar ovocitos con
menos potencial para desarrollar embriones viables (Boland et al., 2001; Leroy et al.,
2005)
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Al parecer la administracion de rbST en el grupo tratado, favorecié la sobrevivencia
embrionaria. El tratamiento con rbST puede evitar el efecto de algunos factores téxicos
para los embriones presentes en el ambiente uterino. Asi el IGF-I bloquea la induccién
de apoptosis causada por el estrés calorico y mitiga el efecto del etanol en el desarrollo
embrionario, por lo que la rbST actuaria como un factor de sobrevivencia ante agentes
uterinos embriotoxicos (Jousan y Hausen, 2004). Bildy et al.,1999 encontr6 que la
administracion de rbST en el momento de la inseminacién incrementa las
concentraciones de IGF-1, y aunque en el presente estudio fue de manera aguda 3
dias posteriores a su aplicacion, este aumento ocurrié en un periodo critico de la
divisién y diferenciacibn embrionaria. La aplicacion de rbST durante el estro
superovulatorio, favorece la etapa de fertilizacion y el desarrollo embrionario durante
los primeros 7 dias, aumentando el porcentaje de embriones vivos (Moreira et al.,
2002a; Morales, 2000).

El desarrollo embrionario encontrado en el presente trabajo coinciden con lo
encontrado por Mejia et al. (2012) en ovejas superovuladas, en el que la
administracion de rbST al momento del servicio resultd en la recuperacion de
embriones en estado significativamente mas avanzado de desarrollo en el grupo rbST

que en el grupo testigo.

Los efectos de la rbST sobre el desarrollo embrionario pueden ser directos o
indirectos, mediados en este ultimo caso por las modificaciones en las concentraciones
de otras hormonas como resultado de su administracion. Como se menciono
anteriormente IGF-1 se incrementdé de manera transitoria 3 dias posteriores a la
inseminacion (Geisert et al., 1991), favoreciendo el desarrollo embrionario. Moreira et
al. (2002b) informaron que cuando a los medios de maduracion in vitro de ovocitos se
les adiciona GH e IGF-lI se favorece el desarrollo embrionario. Sin embargo, si se
agregan anticuerpos contra IGF-1 al medio de cultivo, el desarrollo embrionario
temprano no se ve afectado. Esto confirma que GH tiene también efectos directos
sobre el embrion, aunque también podria actuar sobre los receptores para GH

presentes en células del cumulus y del ovocito (Izadyar et al., 1997).
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Una de las hormonas que pudo haber mediado los efectos estimulantes de la rbST
sobre el desarrollo embrionario es la progesterona, ya que en las muestras obtenidas
en el dia 5 y 7 post-inseminacion y aplicaciéon de rbST, las concentraciones de
progesterona fueron significativamente mas elevadas en el grupo rbST que las
encontradas en el grupo testigo (figura 6.3). Mejia et al. (2012) reportaron resultados
similares en ovejas tratadas con rbST en el momento del servicio, en el que las
concentraciones de progesterona en el grupo tratado se incrementan
significativamente 6 dias posteriores a la inseminacion, sugiriendo que el efecto
estimulatorio de rbST sobre el desarrollo embrionario obtenido, pudo haber estado
también mediado por progesterona. En ganado Bos indicus y Bos taurus tratados con
rbST en diferentes etapas del programa superovulatorio o con aplicacién cada 14 dias,
presentan un incremento significativo en los niveles de progesterona. Las
concentraciones maximas de progesterona encontradas en el grupo testigo en el
presente trabajo (26.1+10.28 ng/ mL") se encuentran en los rangos reportados en
programas de superovulacion en ganado Bos indicus (29.90+3.67 ng/ mL™"; Gradela et
al., 1995). En cambio, las concentraciones maximas encontradas en el grupo rbST
(83.1 ng/ mL™") son mucho mas elevadas que las reportadas por otros autores, por lo

que pudieron haber estimulado el desarrollo embrionario.

Otros autores han encontrado una correlacién positiva entre niveles elevados de
progesterona y el incremento en el porcentaje de estructuras recuperadas y embriones
transferibles (Ake et al., 1999; Benyei et al., 2011). Ademas, diversos estudios indican
que las concentraciones elevadas de progesterona en los primeros dias después del
servicio favorecen la fertilidad de las vacas, la calidad embrionaria y el desarrollo
embrionario, lo que coincide con lo encontrado en este trabajo (Erb et al., 1976;
Jensen et al., 1982; Mann et al., 1996).

Los niveles de insulina encontrados en el presente trabajo, fueron diferentes entre
grupos (p<0.05) a partir del dia 5 del muestreo, previo a la recoleccién de los
embriones. Sin embargo el uso de rbST ha producido resultados variables con

respecto a las concentraciones de insulina circulantes, aumentando (Chase et al,,
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2011), disminuyendo (Azza et al., 2010) o dejando sin cambio las concentraciones de

insulina (Neathery et al., 1991).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo coinciden con un estudio realizado en
vacas en periodo de secado y en la etapa final de la lactacién (con balance energético
positivo), donde se administré rbST por 7 dias, reportando un incremento en los
niveles de insulina, presumiblemente debido al incremento en la gluconeogénesis y
disminucién de la oxidacién de la glucosa (Vicini et al., 1991). La adicién de GH e
insulina a medios de maduracion in vitro conteniendo células de la granulosa tuvo un
efecto positivo sobre el numero de células y produccion de progesterona en

comparacion a la adicion de solo insulina (Laughout et al., 1991).

Es importante resaltar que cualquier animal que sea considerado para un programa de
inseminacion o superovulacién debe estar bajo un adecuado régimen nutricional y de
bienestar animal, esto permitira incrementar las concentraciones de insulina,
favoreciendo la funcién reproductiva, y como resultado el incremento en las

concentraciones de progesterona (Cooke et al., 2012).

En el presente estudio no se encontraron efectos persistentes de la administracién de
500 mg de rbST en el momento del servicio sobre las concentraciones plasmaticas de
IGF-1, ya que unicamente el dia 3 del muestreo se observé un incremento agudo en el
grupo tratado (27.88 + 2.16 ng/ mL™") comparado con el grupo testigo (9+2.56 ng/ mL™";
p<0.05). Aunque transitorio, dicho efecto pudo haber sido importante para el desarrollo
embrionario ya que ocurrié 4 dias después de la aplicacion de rbST, momento en que
los embriones se encontraban con un estado de desarrollo de 8-16 blastémeros (IETS,
1987). Este incremento en las concentraciones de IGF-1, ocurri6 en un momento
critico en el desarrollo del embridén, ya que es justo antes de que ocurra la primera
diferenciacion en las dos lineas celulares: masa celular interna y trofoblasto (Niemann
etal., 2002; Velazquez et al., 2012).

En general en este estudio los niveles de IGF-1 no coinciden con los reportados por

otros autores (Gong et al., 1991; Gong et al., 1993; Kuehner et al., 1993). Las
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concentraciones de IGF-1 durante todo el muestreo se encontraron muy por debajo de
los valores reportados en vacas donadoras tratadas con rbST en un programa de
superovulaciéon. Cooke et al. (2012) reportaron que novillas tratadas con 250 mg de
rbST cada 14 dias presentan concentraciones de IGF-I de 248 ng/ml, comparadas con
los 27.88 + 2.16 ng/ mL" que reporto el grupo rbST del presente trabajo. Sin embargo,
los valores de IGF-1 encontrados si coinciden con los reportados en trabajos previos
con vacas en diferentes etapas de produccion que no han recibido tratamiento con
rbST (4-12 ng/ mL™"; Galvis et al., 2003). Houseknecht et al. (1988) mencionaron que
el estado nutricional es el principal factor que controla las concentraciones y actividad
de IGF-1, ya que los niveles bajos de IGF-1 pueden estar asociados a dietas bajas en
energia. Sin embargo, en el presente estudio no es posible asegurar que los animales
presentaban un balance energético negativo, ya que la dieta cumplia con los
requerimientos nutricionales y la condicién corporal de todos los animales donadores
se encontraba entre 3.0 a 3.5, que se considera 6ptima para realizar un programa de
superovulacién. Por otra parte, los cambios en las concentraciones de IGF-I también
pueden ser resultado de una modificacion en la sintesis y secrecion hepatica del propio
IGF-I o de las proteinas ligadora. Se ha demostrado que estas proteinas incrementan

la vida media de IGF en sangre (Vicini et al., 1991).

Con el incremento en las concentraciones de IGF-1, que se presento el dia 3 del
muestreo, aparentemente fue suficiente para que el porcentaje de supervivencia
embrionaria, desarrollo embrionario y de embriones transferibles fuera diferente
(p<0.01) entre grupos (cuadro 6.1 y 6.2). Moreira et al. (2002b) encontraron que la
adicion de GH e IGF-I a medios de maduracion in vitro para ovocitos favorecio el
desarrollo embrionario temprano, obteniendo un mayor porcentaje de blastocistos, sin
embargo al adicionar anticuerpos para IGF-1, el desarrollo embrionario temprano no
se vio afectado. Esto sugiere que el efecto de la rbST sobre el desarrollo embrionario
puede ocurrir aunque la elevacion en las concentraciones de IGF-1 no sean

sostenidas, como ocurrié en el presente estudio, debido a que la GH tiene efectos
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directos sobre las primeras etapas de la vida del embridn por la presencia de sus

receptores en células del cumulus 'y ovocitos (Izadyar et al., 1997; Kolle et al., 1998).

8. CONCLUSION

La aplicacién de 500 mg de rbST el dia de la inseminacion artificial en un programa de
superovulaciéon en ganado Bos indicus incrementd el porcentaje de recuperacion
(embriones recuperados /cuerpos luteos), el porcentaje de blastocistos y blastocistos
expandidos en el dia de la recoleccion, asi como el numero de embriones trasferibles y
disminuyo la mortalidad embrionaria. Estos efectos se asociaron con incrementos en
las concentraciones de progesterona e insulina durante varios dias, asi como con un

incremento transitorio en las concentraciones de IGF-1.
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