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Infertilidad por asincronia materno-embrionaria en ovinos
Asesores: Zarco L, Valencia J.

1.- Resumen

La asincronia materno-embrionaria pudiera resolverse incrementando los niveles de progesterona (P4)

para promover ef desarrollo embrionario, o retrasando la lutedlisis. Para tal fin, en el primer expenmento
se administrd somatotropina bovina (ST), liquido folicular equino (LFE) o ambos, a receptoras de
embriones en asincronia. Se recolectaron embriones en 25 donadoras el dia 6 posestro. Las recepioras
se sincronizaron con acetato de fluorogestona y PGF2a, y en las asincrénicas de todos los grupos se
retiro el progestageno 3.5 dias antes que en las denadoras. Se dividieron en cinco tratamientos: sincronia
{sin}, n=15, asincronia (asin), n=16; asincronia + LFE (asinlfe), n=19; asincronia + ST {asinst), n=7 y
asincronia+ LFE + ST (asinlfst), n=10. Las concentraciones de progesterona {3.3 ng/ml) fueron mayores
en el grupo asinlfe (P<0.05). Las menores concentraciones (1.4 ng/ml) se presentaron en el asinst.
La fase litea de mayor duracidn, 16.8 dias promedio, se presentd en las no gestantes del grupo asin. En
cuatro ovejas del asinlfe se retrasé la lutedlisis hasta el dia 19. La feriilidad dei grupo sin (86.6 %) no fue
diferente a la del asin (68 7 %). Los tratamientos no mejoraron ta fertlidad a pesar de incrementarse la P4
en las gestantes asinlfe y asinifst o retrasarse la lutedlisis en las asinlfe. Se propone que antes de
modificar la asincronia maternc-embrionaria se determine el grado de asincronia tolerable de manera
natural en 10s ovinos.

El segundo experimento se realizé para tratar de determinar el nimero de dias de asincronia que
toleran los embriones ovinos, asi como el papel de la progesterona en su sobrevivencia Para esto se
utilizaron 18 donadoras y 55 receptoras. Las donadoras fueron sincronizadas con acetato de
fluorogestona y superovuladas con hormona foliculo estimulante, realizéndose la recoleccion de los
embriones por laparotomia el dia 6 posestro. Los embriones fueron transferidos laparoscopicamente a
receptoras sincronizadas con acetato de fluorogestona y PGF2a, divididas en tres grupos de acuerdo al
dia del ciclo estral en que se encontraban: sincrénicas (sin, n=12), dia 6 posestro; asincronicas 3 (asin3,
n=21), dia 9 posestro; y asincronicas 4 (asind, n=19), dia 10 posestro. Se transfirieron a cada receptora 2

embriones, mérulas o blastocitos, de excelente calidad provenientes de la misma donadora.



La fertildad del grupo en sincronia {§3.3%) no fue diferente a la del grupo con 3 dias de asincronia
{57.14%) (P>0.05). La menar fertilidad {5.26 %)} se obtuve en el grupo con 4 dias de asincronia. Se
obtuvieron muestras de sangre de las receploras durante los dias 10 al 21 posestro para determinar las
concentraciones plasmaticas de progesterona, siendo éstas mayores en las receptoras asincrénicas
comparadas con las sincronicas (P<0.05). La transferencia de embriones recolectados el dia 6 a
receptoras que se encontraban en el dia 9 posestro, provocd un incremento en sus concentraciones de
progesterona, que podria estar asociado con la sobrevivencia de los embriones. La asincronia de 4 dias

origind una alta mortalidad embrionaria a pesar del aumento en las concentraciones de progesterona.

Palabras clave: Ovinos, Transferencia embrionaria, Asincronia, Liquido folicular equino,

Somatotropina bovina, Progesterona.

Abstract

Maternal-embricnary asynchrony could be overcome by increasing progesterone (P4) levels to improve
embryo developrent or by delaying luteolisis. With this aim in the first experiment, asynchronous
recipients were treated with bovine somatotropin (ST) or equine follicular fluid (EFF). Six day embryos
were collected from 25 donors. Estrous was synchronized with fluorogestone acetate and PGF2a.
Progestagen was removed in asynchronous recipients 3.5 days before donors. Recipients were allocated
to 5 groups: synchranous (syn), n=15; asynchronous (asyn), n=16; asynchronous + EFF {asyneff), n=1%;
asynchronous + ST {asynst), n=7 and asynchronous + EFF + ST (asynffst), n=10. Progestercne levels
were higher (3.3 ng/ml) in asyneff recipients (P<0.05), and the lowest levels (1.4 ng/m!} were found in
asynst ones. Luteal phase was longer (16.8 days) in the non pregnant ewes of the asyn group. Luteclisis
was delayed in 4 ewes of the asyneff until day 19. Pregnancy rate was not different between syn and asyn
groups (86.6 vs. 68 7 %). Treatment with EFF and ST did not improve pregnancy rates in asynchronous
recipients even when P4 levels were increased in pregnant asyneff and asynffst recipients or when

luteolisis was delayed in the asyneff ones.



'I;he second experiment was done in order to try to determine the number of days of asynchrony that the
ovine embryos tolerate, as well as the role of progesterone in their survival. For this were used 18 donors
and 55 recipients. The donors were synchronized with fluorogestone acetate and were superovulated with
follicle stimulant hormone, and the embryos were collected by laparotomy at day 6 postestrous. The
embryos were transferred by laparoscopy to recipients synchronized with fluorogestone acetate and
PGF2a, wich were aliocated to 3 groups according to the day of the estrous cycle in which they were
found: synchronous (syn, n=12), day 6 postestrous, asynchranous 3 (asyn3, n=21), day 8 postestrous;
and asynchronous 4 {asin4, n=18), day 10 postestrous. Two embryos of excellent quality from the same
donor, in the stage of morulae or blastocyst, were transferred to each receipient. The fertility of the group
in synchrony (83.3%) was not different from that of group with 3 days of asynchrony (57.14%) (P>0.05).
The lower fertlity (5 26%) was obtained in the group with 4 days of asynchrony. Blood samples of the
recipients were obtained during days 10 to 21 postestrous to determine the plasmatic concentrations of
progesterone, these being greater in the asynchronous recipients when compared with the synchronous
{P<0.05) ones. The embryos collected at day 6 that were transferred to reéipients that were in day 9
postestrous, provoked an increase in their progesterone concentrations wich could be associated with the

embryos survival. The 4 days asynchrony originated a high embryonic mortality in spite of the increase in

the concentrations of progesterone.

Key words: Ovine, Embryo transfer, Asynchronous, Equine follicular fluid, Bovine somatotropin,

Progesterone.



Infertilidad por asincronia
materno-embrionaria en ovejas

2.- Introduccién

De acuerdo con investigaciones recigntes se ha comprobado gue en animales como Iz oveja y la vaca,
entre un 25 y un 40 % de las concepciones terminan con la muerte def embyridn, principalmente durante
los primeras quince dias de la gestacion.’® En este periodo clave los embricnes que sobrevivan deberéan
evitar la lisis del cuerpo ldteo y ser reconocidos por ta madre para que la gestacion continbe.

Los eventos que permiten el reconocimiento de la gestacion tienen una relacién cronolégica muy
precisa, ya que el Gtero de la oveja esta programado para establecer alrededor del dia 14 6 15 del ciclo
estral un patrén de secrecién pulsatit y luteolitico de prostaglandina F2 alfa {PGF2«), que origina que los
niveles de progesterona de la oveja no gestante disminuyan rapidamente a menos de 0.2 ng/ml? En
cambio, para que una gestacion temprana pueda mantenerse, es indispensable que el aporte de
progesterona por parte del cuerpo [ltee no se interrumpa.* A su vez, para que el cuerpo lGteo se
mantenga mas alla del dia 14 postovulacion, es necesaria [a secrecidn de sustancias embrionarias que
originan el reconocimiento matemo de la gestacion y evitan la lutedlisis.®

El factor protector del cuerpo Iiteo secretado por el embridn ovino se ha identificado recientemente y es
una proteina trofoblastica, denominada anteriormente proteina trofoblastica ovina y actualmente
interferon-tau oving (0IFN-t)."® El olFN-t es el producto de secrecidn del embrién mas abundante entre
los dias 13 a 21 de la gestacion.™”

Como el intervalo entre el momento en que se inicia la liberacion luteolltica de PGF2a por parte del
dterc y en que el embridn comienza a producir cantidades apreciables de olFN-t es corto, una de las
causas mas imporiantes de infertilidad en rumiantes es la regresidn prematura del cuerpo ldteo, que
impide que el embrién informe de su presencia a la madre.*® Esta asincronia materno-embrionaria puede

deberse tanto al adelanto en la liberacién de PGF2q, como a la modificacién de! desarrollo embrionario

temprang ®®



Un modelo para estudiar las relaciones materno-embrionarias puede ser el transferir embriones en
asincronfa, es decir, embriones recolectados de la donadora en un dia del ciclo estral diferente al de 1a
hembra receptara, retandolos a sobrevivir en un ambiente uterino modificado y,'*""'>* evaluar diversos
tratamientos disefiados para retrasar la lisis del cuerpo Hiteo,"'" con ia finalidad de dar mas tiempo al
embrion de sefalar su presencia a la madre, o bien tatamientos disefiados para elevar las
concantraciones de progesterona y estimular el desamolle embrionario, con el objeto de permitir que et
embrién transferido compense el retraso inicial de su desarrollo.

Asi la transferencia embrionaria en asincronia permitird evaluar en las receptoras de embriones dos
opciones: el retraso de la lutedlisis mediante la administracion de liquido folicular equino v, el incremento
de los niveles de progesterona y ka modificacion del desamollo embrionario temprane mediante la

administracion de somatotropina o de liquide folicular equino.

Retraso de Ia lutedlisis. En la oveja es comin que 2 la ovulacién siga la formacion de un cuerpo ldteo
de corta duracidn, esto cuande dicha ovulacion no ha side precedida por un periodo de exposicion a la
progesterona proveniente de un ciclo estral anterior.*® Asi, se presentan fases llteas cortas después de
ta primera ovulacién puberal, estacional o postparto, 5151718

Estudios recientes han demostrado que ef cuerpo liteo de corta duracidn es intrinsecamente normal,>*®
¥ que su corta vida se debe en realidad a una programacion inadecuada de la secrecidn de
prostaglandinas uterinas. ¥ 222 pasandose en esto se ha buscado comprender los mecanismos que
regulan el momento en que se inicia la secrecion uterina de PGF20 y  estudiar posibles métodos para
retrasar el iniio de dicha secrecién, **5%52

Algunos de |os tratamientos que se han utilizado para este fin son inhibidores de la sintesis de PGF2a
como el flunixin meglumine, 1a indometacina, el Acido acetil salicllico o Acido meclofenamico y la
hidrocortisona.'®**' Sin embargo, todos ellos tienen la desventaja de inhibir en forma inespecifica Ia
secrecion de todos 10s tipos de prostaglandinas, por lo que tienen efectos indeseables y pueden inclusive
interferir con ta implantacién del embridn.* También se ha intentado Ia aplicacién exégena de hormonas
como la progesterona, la gonadotropina coridnica humana o la hormona liberadora de las

gonadotropinas. Aunque dichas hormonas son capaces de mantener lemporaimente elevadas las



concentraciones de progesterona, no evitan la regresion del cuerpo lGteo, por lo que al descontinuarse su
uso se preduce irremediablemente una calda en las concentraciones de progesterona, que es seguida
por la muerte dei embrién.>*™ Se han utilizado la proteinas trofoblasticas ovina o bovina, siendo su uso
limitado al no encontrarse dispanibles en cantidades apreciables.> % En sustitucion a estas proteinas, se
han administrado interferones alfa que alargan la vida del cuerpo lGteo; pero al ser pirogénicos y elevar

temporaimente la temperatura corporal del animal pueden originar mortalidad embrionaria y disminucion

- de la fertilidad. > *

Alternativamente, se puede intentar tomar ventaja del conocimiento que se tiene sobre el control
endéciino de la secrecién uterina de PGF2¢, para buscar mecanismos que permitan inhibir
especificamente el establecimiento del patrén de secrecion luteolitico de esta hormona.

Aunque los mecanismos precisos que regulan la sintesis y secrecidn de PGF2a no estan
completamente claros, se conoce gue el estradiol y la oxitocina participan en 1a generacién de los pulsos
de PGF2a.%® El estradicl proveniente de los foliculos presentes durante la segunda mitad de la fase lutea,
s indispensable para estimular la sintesis de receptores para oxitocina en el endometrio, lo que
desencadena la sintesis de PGF2a por el Gtero.*' El estradiol de origen folicular es indispensable tanto
para la aparicién inicial de receptores para oxitocina, como para su reaparicién después de cada episodio
de secrecidn de PGF20,"* por 1o que Ia inhibicién de la secrecién de la hormona foliculo estimulante
{FSH) al provocar una reduccion en la produccion estrégenos ovaricos, podria evitar que se iniciara ta
secrecidn luteclitica de PGF2a. Una forma de reducir la secrecién de FSH ha sido utilizando liquido
folicular bovino, porcino, ovine™ o equing,® libre de esteroides. En anteriores trabajos se ha demostrado
que el liquido folicular equino inhibe la secrecion de FSH 'y el desarrollo folicular en cwejas.“5 Esto ha
permitido alargar la vida de un cuerpo litec destinado a tener corta duracién en ovejas en anestro

estacional inducidas a ovular con hCG,® y ha retrasado la Iutedlisis en algunas ovejas a las que se les

transfieren embriones en asincronia. "'

Incremento de los niveles de la progesterona y del desarrollo embrionario temprano. Existe
evidencia directa que 1a tasa de desarroilo del embrién cvino puede ser alterada por ef ambiente uterino,
lo que se ha estudiado mediante la posterior coleccidn de los embriones que son originalmente

transferidos en condiciones de asincronia, Asl, cuando se fransfieren embriones a un Otero que esta



adelantado uno o dos dias con respecto a la edad de los embriones, éstos se desarrolian mas rapido que
los transfendos a un ambiente sincronico. En contraste, aguellos embriones adelantados en relacion con
el (tero al que son transferidos, pueden retrasar su ritmo de desarrolio, ¥

Cuando se ha tratado de favorecer la sobrevivencia de embriones transferidos en asincronia mediante
el retraso de 1a regresion del cuerpo liteo, ya sea con la administracion de liquido folicular szquino11 0 con
inhibidores de la sintesis de prostaglandinas,’® la ferilidad no ha logrado mejorarse de manera
significativa. Al parecer, el alargar la fase litea con el objeto de favorecer el reconocimiento de la
gestacion no es suficiente para lograr el establecimiento de la gestacion de embriones asincrénicos, ya
que en la mayoria de las ocasiones los embriones con mayor retraso en su desarrolio sufren un dafio
irreversible durante los primeros tres dias de su permanencia en un Glero asincrénico.®” Esto sugiere que
ademas de retrasar la regresion del cuerpo Witeo, serfa necesario estimuiar el desarrollo embrionario con
la finalidad de compensar los efectos de un ambiente uterino inadecuado.

En este senudo, se ha demostrado que la administracién de progestercna en ovejas receptoras
inmediatamente después de realizar la transferencia embrionaria estimula ef desarrollo embrionario, % y
promueve la sintesis de proleinas diferentes a las sintetizadas por los embriones de las receptoras que
no reciben progesterona.® Geisert et al ** determinaron que la administracidn de progesterona a hembras
receptoras provaca una aceleracién del desarrolio embrionario, ¥ en el caso del bovino, 1a administracién
de progesterona a hembras que reciben embriones transferidos en asincronia eleva los porcentajes de
fertilidad hasta miveles cercanos a los logrados en las hembras en sincronia, En ovinos, los embriones
transferidos en asincronia han logrado establecerse en las hembras cuyas concentraciones circulantes
de progesterona son superiores al promedio,™ por 1o que es posible que 1a estimulacién de a funcion del
cuerpo Witeo logre mejorar la sobrevivencia embrionaria.

Se ha demostrado también que la administracién de somatotropina bovina aumenta las
concentraciones de progesterona circulante en hembras subfértiles y provoca un aumento significativo en
su fertitidad.*® Ademas, se ha encontrado que la somatotropina bovina estimula el desarrollo embrionario
en ovejas superovuladas.®® Estos efectos probablemente se deban a que la somatotropina actita a nivel
uterind provocando la expresidn del gen para IGF-.® ya que la administracion de IGF-l estimula la

actividad de la enzima aromatasa & incrementa 1a sintesis de estercides como 1a progesterona,¥*®



En recientes experimentos se encontré que a diferencia de la administracién de liquido folicular bovino,
€l liquido folicular equino, en ovejas inducidas a ciclar con hCG o en ovejas ciclando, incrementa los
1146

niveles plasmaticos de la progesterona, por lo que este efecto al reforzar 1a funcién del cuerpo Iateo,

puede contribuir al mantenimiento de la gestacion en ovejas a las que se les transfieran embriones en

asincroniza.

3.- Revisién de literatura

a) Regresion del cuerpo liteo en los rumiantes. En las ovejas el establecimiento de un patron de
secrecion pulsétil de la prostaglandina F2 o (PGF2a) por parte del Gtero, origina !a lisis o regresion del

cuerpo Ititeo (CL).2**

Aunque los mecanismos precisos gue regulan la sintesis y secrecién de la PGF2g
no estén completamente claros, se conoce que la progesterona (P4) y el estradiol (E2) ovaricos, asi
como la oxitocina (OT) de origen tanto hipofisiario como ovarice, tienen un papel sumamente importante
en ia generacion de fos pulsos de la PGFZq uterina, #2623

La P4 proveniente del CL ejerce dos tipos de efectos que contribuyen a la raguiacion de la secrecion de
la PGF2cx. Por un lado, sensibiliza al dtero y lo prepara para su posterior respuesta iniciat a la OT, ya que
la prolongada exposicion a la progesterona duranie la fase litea del ciclo estral, promueve la acumulacion
de las sustancias precursoras necesarias para la sintesis de la PGF2a como son el Acido araquidénico,
ademas de otros acidos grasos y enzimas como la sintetasa de prostaglandinas.®*! Por ofro lado, la P4

gjerce un efecto regulador del ndimero, frecuencia y amplitud de los pulsos de secrecion de la PGF2q,

evitando que en el Utero aparezcan receptores para estrégenos o causando la destruccion de dichos

receptores, 4484

La P4 regula también |a concentracidn de los receptores endometriales para oxitocina 5 Asi, para que
el Utero pueda responder a la OT secretando PGF2a, debe haber estado expuesto a la P4 al menos
durante 10-12 dias,**** ya que después de 10 dias de exposicidn del Utero a la P4, esta hormona
proveca la destruccion de sus propios receptores en el Gtero, 415 por lo que después del dia 12 del ciclo
estral normal de las ovejas, la progesterona deja de bloguear la acumulacién de receptores para oxitocina
y la concentracion de éstos se incrementa.® Ademas, debido a la disminucion del efecto de la P4 sobre el

dtero hacia el final de la fase litea, aparecen en éste receptores para el estradiol ovérico proveniente de



los foliculos presentes durante la segunda mitad de la fase tea.® Al contar con sus receptores el
estradiol puede actuar y sus pequefios incrementos maximizan la respuesta uterina a la oxitocing,
mediante la modulacion de la secrecidn puisatil de fa oxitacina hupoftsiaria  y mediante la estimutacion de
ia sintesis de receptores para oxitocina en el endometrio ™

El estradicl de origen folicular es indispensable tanto para la aparicién inicial de receptores para
oxitocina, como para su reaparicidn después de cada episodio de secrecién de la PGF20.*"* La
interaccion de la oxitocina con sus receptores es importante en el establecimiento def patron de secrecion
pulsatil de la PGF2a, ya que la oXitocina al ser liberada en forma puisatl, se encarga de niciar cada
episodio de secrecion de la PGF2a por parte del ttero.?® La oxitocina tanto de origen liteo como
pitutario, interactia con sus feceptores recientemente sintetizados y como consecuencia se
desencadena la sintesis de PGF2u por el ttero.*

En las cvejas durante la lutedlisis, la secrecion de P4 por el cuerpo liteo disminuye come consecuencia
de Ia accidn de la PGF2q, la cual llega del Gtero al ovario mediante un mecanismo local de transferencia
entre a vena uterina a !a arteria ovarica.®*™ Los niveles séricos de fa P4 que se encontraban durante fa

fase litea por atrnba de 1 ng/ml (3-8 ng/mi) disminuyen drasticamente (.025-.03 ng/ml) en un lapso de 24

horas a partir del inicio de ia lute6lisis. >

Cada pulso de la PGF2a uterina estimula la fiberacién de mas oxitocina por el cuerpo fiteo 7% y dicha
oxitacina puede a su vez estimular la secrecion de la PGF2q por el \tero, estableciéndose un ciclo de
retroalimentacién positiva entre estas dos hormonas. ®*'*® Sin embargo, la oxitocina de origen kiteo
origina una pasajera refractariedad del Gtero a la subsiguiente estimulacién con oxitocina, mediante la
autodestruccion de sus propios receptores.” Una desensibilizacion similar ocurre en el cuerpo liteo en
respuesta a la PGF2a ® Tanto la recuperacion de la capacidad del CL para responder a la PGF2a como
la recuperacidn de los receptores uterinos para la oxitosing tardan alrededor de 6 horas, por lo que la
FGF2u que se secreta en respuesta a la oxitocina serd fiberada en forma de pulsos con esta misma
frecuencia.®**! Durante la regresidn natural del CL es importante que se establezea la secrecidn pulsatil
de PGF2o, ya que se requieren 4 2 6 pulsos secretados con intervalos de 5 a 6 horas entre pulso y pulse
para que la lutedlisis se complete y sea irreversible.**® La frecuencia con que se secretan dichos pulsos

es muy imporante, ya que si los intervalos entre ellos se alargan, la regresidn del cuerpo liteo puede



fallar a pesar de haberse secretado grandes cantidades de PGF2o.* lgualmente, la secrecion de grandes
cantdades de PGF2a en forma continua en lugar de pulsatil, como ocutre en las ovejas gestantes
tampoco resulta en lutedlisis.”™

El que la lutedlisis sea funcional implica que existan primero cambios bioquirmicos en el cuerpo liteo
como |2 disminucién brusca de Ja secrecion de P4, los cugles pueden estar separados de los cambios
estructurales posteriores que sufre el cuerpo luteo.™ Dichos cambios estructurales originan la destruccion
y pérdida de las células que constituyen al cuerpo liteo, primero de las células pequefias y
posteriormente de las células grandes, y por tanto la disminucidn de su peso.”™™ Los cambios
morfolégicos que ocurren durante la regresion del cuerpo [ateo incluyen la acumulacion de gotas de
lipidos en el citoplasma de las células IGteas, la degeneracion de los capilares y un incremento en el
numere de los lisosomas. Conforme la regresion ldtea continda, existe un eventual decretnento en el

namero de las células lteas y de su produccion de estercides.®’

Lutedlisis prematura. Una de las causas de infertilidad en rumiantes es la regresién del cuerpo liteo
antes de que el embrién haya tenido tiempo de informar de su presencia a la madre.*® Esto puede
deberse a un retraso en el desarrollo embrionario,®® 0 mas cominmente a un adelante en Ia liberacian
de prostaglandina F2a.® En Ia oveja es comun que la ovulacidn sea seguida por la formacion de un
cuerpo liteo de corta duracién cuando dicha ovulacion no ha sido precedida por un periodo de exposicion
a progesterona proveniente de un ciclo estral anterior.*® Asi, se presentan fases liteas cortas después
de la primera ovulacién puberal,’™™® estacional,"" o postparto,”® por lo que dichas ovulaciones
generalmente son inferiles. También se ha demostrado que la induccién de ovulacién utiizando
gonadotropina coridnica Humana (hCG) o con la hormona fiberadora de gonadotropinas (GnRH} en
animales anéstricos, induce en forma repetible la formacién de cuerpos liteos de corta duracian, ™+
por lo que este tratamiento se ha utilizado como un modelo para el estudio de esta deficiencia Witea y su
posible prevencibn."s

Evidencias recientes han demostrado que el cuerpo liteo de corta duracion es intrinsecamente normal

4% y que su corta vida se debe en realidad a una programacion inadecuada de la secrecion de

prostaglandinas uterinas %
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bj Comunicacion materng-embrionaria. El reconocimiento materno de la gestacion es el intercambio
de sefiales que establecen el dtero materno y el embrién, que permite alargar la vida del cuerpo liteo,
previniendo el retorno a la ciclicidad ovarica.®**

Existen una serie de sefiales iniciales que se establecen entre el embrion y ef dtero entre las que se
encuentran el Factor Temprano de la Gestacion (EPF), el cual se ha detectado entre las 6 2 24 horas
después de la inseminacion o monta y es una glicoproteina inmunosupresora especifica de la prefiez y su
produccion es inducida por el Factor Activador de Plaquetas (PAF).® Existe también un factor asociado a
ta presencia det embrion que induce en el sistema materno de algunas especies una trombacitopenia
pasajera que ocurre durante las primeras 24 horas posteriores a Ia fertilizacion. Aunque este factor no se
ha purificado, sus caracteristicas bioquimicas y fisioldgicas son analogas al Factor Activador de

Plaquetas {PAF). La evidencia reciente sugiere que el PAF tiene una funcion autocrina en Ia gestacion

temprana, ">

Hay factores de crecimiento como el Factor de Crecimiento Transformador (TGF), el Factor de
Crecimiento Parecido a la Insulina (IGF) y el Factor de Crecimiento Epidermal (EGF) que intervienen en
el crecimiento y desarrollo de los embriones antes de su implantacion y posteriormente son mediadores
de la decidualizacion e implantacion embrionaria.®® Estos factores de crecimiento ademas de participar en
el metabolismo de! embridn contribuyen a la sintesis de proteinas embrionarias y estimulan el crecimiento
y la diferenciacion de las células uterinas.® También los oviductos de ia oveja y vaca secretan factores
que tienen una importante actividad mitogénica sinérgica con 1a insulina y por tanto, con los IGF. 2

Aunque esta comunicacion inicial entre ef dtero y el embrion es importante, los eventos posteriores de
reconocimiento de la gestacion, en donde se encuentran involucradas las proteinas trofoblasticas

producidas por los rumiantes, son los que determinan finaimente la viabilidad o muerte del embrion.

Reconocimiento te la gestacion en la oveja. El reconocimiento materno de la gestacion en la oveja
ocurre alrededor de los dias 12 a 13 del ciclo estral.*** En avejas no gestantes, alrededor de Yos dias 12
a 15 del ciclo estrat ocurre la destruceidn del cuerpo 10teo.®® mediante a iberacién pulsatii de PGF2q, la
cual origina un decremento brusco de los niveles basales de P4 a menos de 0.2 ng/ml.>* Para que 1a
gestacién pueda mantenerse debe evitarse dicha fiberacion pulsatl de PGF2e,™® ya que es

indispensable que continue el aporte adecuado de P4 por parte del cuerpo liteo.® La produccidén de

"



PGF2a se incrementa tanto en las ovejas gestantes como en las no gestantes, hasta alcanzar un pico
alrededor del dia 14 o 15, para posteriormente decrecer, Sin embargo, el patrén de secrecion es
diferente, ya que en las ovejas no gestantes la secrecion es pulsatil, mientras que en fas ovejas gestantes
hay una elevacidon constante de la sécrecion basal de PGF2q, pero sin pulsos marcados.>®

En la oveja, se requiere la secrecion de sustancias embrionarias para que ocurra el reconocimiento
materno de la gestacién y el CL se mantenga mas aild del dia 14 postovulacion, mediante tres
mecanismas principales: la atenuacion de Ia liberacisn pulsétil de la PGF2a por el tlers, la reduccitn de
la actividad Tuteolitica de la PGF2u« scbre el cuerpo liteo y el incremento en la secrecion de PGE2 por
parte del ttero gest‘clrr1te.m'g"'€'42

Recientemente se ha aislado e identificado el factor antiluteolitico secretado por el embrion, el cual es
una proteina trofobldstica, denominada anteriormente como proteina X, antiluteolisina trofoblastica,
trofoblastina, proteina trofoblastica ovina-1 (TP-1) y actualmente interferén-tau ovino (olFN-),-5.87.90.9385
Se han aislado proteinzs trofoblasticas en las ovejas, las cabras y las vacas teniendo gran homologia
entre ellas.**** El olFN-t es el producto de secrecion del embrién (y sus membranas extraembrionarias)
mas abundante entre los dias 12 a 21 de la gestacion. Aunque ya los embriones de § dias de edad
producen olfFN-t en cantidades apreciables.” El olFN-t es producido por el epitelio del trofoblasto
(trofoectodermo) y absorbido por las células epitelizles de la superficie del lumen utering (células
carunculares & intercarunculares} y por el epitelio de las gléndulas uterinas superiorgg, 3#9419.104

El incremento en la produccién de olFN-t coincide con la transformacion morfolégica del embrién y con
su crecimiente, ya gue entre el dla 4 y 10 el embrion mantiene una forma esférica y tiene un didmetro de
tan solo 0.4 a 1.4 mm, transformandose después a una forma tubular y posteriormente filamentosa,
llegando el trofoblasto a medir entre 140 a 190 mm en el dia 15 de la gestacion.*****7 Existe un segundo
periodo de produccién del olFN-t por el corion fetal {cuyo origen es el trofoblaste embrionario) entre los
dias 25 a 45 de la gestacién.”” Aparentemente el oIFN-t no es secretado al torrente sanguineo materno y
sus receplores se encuentran en el endometrio uterino, ™™ |5 que sugiere una accidn local. En este
sentido, Ia infusion intrauterina tanto de ofFN-t puro como de olFN-t recombinante, prolonga Iz vida del
cuerpo liteo cuando es administrada a partir del dfa 10-12 del ciclo estral,***™* Para alargar ia vida del

cuerpo liteo en ovejas lambién se han administrado en conjunto las proteinas secretadas por el embridn
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© bien interferones bovinos recombinantes, alrededor de los dias en que ocurre el reconocimiento

materno de la gestacion 01

La estructura primaria del olFN- es similaren un 40 a 55 % a la de los interferones alfa ¢lase |, y en un
70 % idéntica al interferdn bovino alfa clase [, ya que tiene el mismo nimero de aminodcidos (172) y una
secuencia parecida *¥'% |_as secuencias de DNA del 0lFN-t y el BiFN-t son idénticos en un 85 %.' Al ser
el olFN-t un interferon alfa presenta propiedades antivirales, siendo también regulador de la respuesta
inmune materna y de la diferenciacion celular'#%1%

La funcion principal del olFN-t es la de evitar €l establecimiento del patrén de secrecion luteolitico
(pulsatl) de la PGF2a mediante el bloqueo directo de la sintesis de receptores para oxitocina,” o
mediante la inhibicion de la expresitn de estos receptores o de su reciclamiento,*® ya que en apariencia
no afecta las concentraciones de los receptores a oxitocina ya sintetizados,™'® ni compite con la
oxitogina por los mismos receptores endometriales.”'® Cualquiera de estos mecanismos origina que
finaimente la oxitocina no pueda activar a la enzima sintetasa de prostaglandina,*” El olFN-1 puede
bloquear también [z sintesis de receptores para estrogencs o inhibir los efectos de los estrogencs yio
progesterona necesarios para la sintesis endometrial de receptores para oxitocina o inhibir directamente
a la sintetasa de prostaglandina.”’ Es probable que el olFN-t induzca al endometrio a sintetizar un
inhibidor de las enzimas {0 de alguna enzima en particular) necesarias para la sintesis de la PGF2q
como la fosfolipasa A2 ¢ la cicloendoperaxidasa >

En vacas se ha sugerido que la atenuacién de la secrecién de PGF2a uterina durante la prefiez
temprana, es debida a la accitn de un inhibidor prateinico intracelular denominado Inhibidor Endometrial
de la Sintetasa de Prostaglandina (EPSI), que no es competitivo con respecto al acido araguidénice. La
formacién del EPSI es inducida por el bIFN-t a y parece ser que su mecanismo principal de accién es
inhibiendo a la enzima ciclooxigenasa, fundamental en ia sintesis de PGF2a.%

Se ha demostrado también que la administracién de interferones alfa reduce las concentraciones de
acidos grascs insaturados en los fosfolipidos de tas membranas, Yo que sugiere que un efecto similar

puede estar involucrado en el mecanismo de accién del olFN-1.%
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Ademas del olFN-t, se han aislade ofras proteinas producidas por el embrion ovine cuya funcion es la
de proteger al cuerpo liteo bloqueando la accion de fa PGF2a (luteoprotectoras), sin embargo, hasta el
momento ne han side descritas detalladamente.®

Como un mecanismo adicional para lograr el reconocimientc materno de la gestacion, algunos
investigadores indican gue fa prostaglandina £2 (PGE2), que es preducida por el (tero gestante inhibe fa
accion de la PGF2a sobre el cuerpo l0teo, ya que la administracién de PGE2 alarga la vida del cuerpo
Weo en ovejas, vacas y primates 51711% Aungue no se conoce el mecanismo de accion de las sustancias
luteoprotectoras durante el reconocimiento materno de la gestacién, se sabe que no es mediante la

reduccion del nimero de receptores a la PGF2a o por el aumento en los receptores a la PGE2. %

¢} Requerimientos de sincronia dtero-embrion. Durante el establecimiento de la gestacion se produce
un complejo didlogo entre el embridn y el Gtero materno. Para ser exitoso este diglogo se requiere que las
sefiales mantengan una relacion cronolégica precisa, por lo que cualquier retraso o adelanto importante
en el desarrollo embrionaric o en el ambiente uterino matemo, puede originar deficiencias en el
reconocimiento de la preflez. Por esta razon, la mayor sobrevivencia de los embriones que son
transferidos se obtiene cuando tanto la donadora de los embriones come la receptora se encuentran en el
mismo dia del ciclo estral, es decir, cuando las receptoras presentan estro no mas de 12 horas antes o
12 horas después que la donadora,'>">**'%®'% A} inicio de la gestacién las proteinas secretadas por el
embrién, junto con las prostaglandinas y los esteroides ovéricos, principalmente la progesterana, actian
coordinadamente para modificar lz bicquimica y la morfologia utering, por lo que una relacidn inadecuada
entre estos factores o Una asincronia en su secrecion puede originar la muerte del embrion, 1112

En [a oveja se ha determinado que en aquellas gestaciones en las que ocurre muerte embrionaria, los
perfiles plasmaticos de la progesterona durante las dos primeras semanas después de la monta ¢
inseminacién se encuentran alterados. En cambio, mientras mas elevadas estan tas concentraciones de
pragesterona en dicho periodo serd mas probable el establecimiento exitoso de la gestacion. ™

Es posible que existan varias causas de retraso en el desarrollo embrionario. Una de las mas
importantes en rumiantes es el estrés caldrico, que resulta en alteraciones en el medio ambiente uterino
que de alguna manera inhiben el desarrollo embrionario y retrasan la secrecién de las proteinas

trofoblasticas responsables del reconocimiento de 1a gestacion.®
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El retraso relativo del desarrollo del embrién en relacion al estado uterino, resulta en mortaiidad
embrionana cuando se realizan transferencias de embriones en los que ta donadara v ia receptora no se
encuentran en el mismo dia del ciclo estral *'"

En la oveja existe evidencia directa de que el ritmo de desarrollo del embrion puede ser alterado por el
ambiente uterino. Estos efectos se han estudiado mediante Ia coleccion de embriones que previamenie
han sido tansferidos en asintronia, en donde se ha determinado claramente que aquelios ernbriones
¢on un retraso relativo en su crecimiento, por haber sido transferidos a un ambiente uterino adelantado,
se desarrollan mas rapide que aquellos fransferidos a un ambiente sincrénico. En contraste, los
embriones adelantados en relacion con el Gtero al que son transferidos, pueden retrasar su desarrolio. 7
Sin embargo, los embriones demasiado asincronicos en relacion con el ciclo de la receptora, no son
capaces de compensar un ambiente uterino inadecuads, por 1o gue su crecimiento se vusive anormal y
en su momento no son capaces de inhibir [2 luteolisis, siendo finalmente expulsados del dtero. ™

Se ha demostrado que la administracion temprana de progesterona a fas receptoras puede modificar
efectivamente el ambiente uterino, permitiendo sobre todo el establecimiento de gestaciones de
embriones adeiantados en su desarrollo,**'*"** Asi, en ovejas a las que se les transfiere un embrion con
48 horas de asincronia, la administracion temprana de progesterana modifica el ambiente uterine y la
secrecion de diferentes protefnas embrionarias, pero aparentemente estas proteinas no tienen efecto
alguno sobre el desarrollo de los embriones transferidos.®® En vacas se han obtenido gestaciones de
embriones colectados al dia 7 y cuyos estadios eran de mérula o blastocito, en transferencias realizadas
con una asincronia de entre 2.5 a 7.5 dlas, mediante Ja administracién de GnRH. '™

Existen dos posibles explicaciones de la pérdida embrionaria que ocurre cuanda la donadora y la
receptora no se encuentran en sincronia. Una de ellas seria la modificacién irreversible del desarrollo
embrionano causada por la exposicion a un ambiente uterino inadecuado, ya que e! desarrolio del
embrion es alterado en el (tero de un receptora en asincronfa. La otra posibilidad es que el embrién sea
incapaz de ejercer su efecto antitluteolitico sobre ef cuerpo liteo de la receptora, con el resuitado de que

el cuerpo liteo no es mantenido v la gestacion se pierde.™'®
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d) Liquido folicular e inhibina. E| liquido folicular contiene diferentes componentes no esteroidales entre
los que se incluyen a fa inhibing, la folistatina vy la aclivina, asi como diferentes inhibidores, como las
proteinas ovaricas inhibidoras, los inhibidores de la maduracion de los ovocitos, 105 inhibidores de ia
luteinizacion y los inhibidores de ia unién de Ta FSH a su receptor. ™'

Hasta e! momento, se han caracterizado mas ampliamente la inhibina, 2 activina v la folistatina. En la
hembra de especies como ovinos, bovines, equinos, porcinos, primates y roedores, la inhibina esta
presente en altas concentraciones en el liquido folicular, lo que sugiere que son los foliculos su fuente
principal. Recientemente se ha demosirado que las células de la granulosa de los foliculos antrales son
las que producen Ila inhibina,'®'® cuando son estimuladas por la hormona foliculo estimulante (FSH)
mediante e mecanismo del adenosin 3', 5-moenofosfato ciclico (AMPg). ' 2+

Aunque en humanos y en primates no humanos se ha demostrado que también el cuerpo liteo produce
inhibina, al ser estimulade por la hormona luteinizante (LH),'®*%® en las ovejas no se ha encontrado la
expresién de RNAm para la subunidad alfa en células liteas, lo que indica que las células que
principalmente producen inhibina son las de la granulosa.'®™

En el macho de diferentes especies domésticas, asi como en roedores y humanos, la inhibina es
producida in vivo por las células de Sertoli y su produccién cantrolada por la FSH.'2 ™2 15 vitro las
calutas de Leydig de ratas adultas también producen inhibina. ™

En la oveja tanto la F8H como la LH son necesarias para el desarrollo de foliculos antrales grandes. La
secrecion de FSH estd controlada por un mecanismo de retroalimentacidén negativa que ejercen das
hormonas ovaricas, |a inhibina y el estradiol.’™ " La FSH estimula el crecimients, la mitosis y la
completa diferenciacion de las células de la granulosa de los foliculos preovulatorios grandes, para que
adquieran receptores para LH, alcancen su maxima actividad aromatizante y produzean cantidades
importantes de inhibina, "% Cerca del 90% del estradiol secretada por los ovarios se deriva de estos
foliculos estimulados con FSH. 12

La inhibina es secretada principalmente por los foliculos antrales grandes, sin importar que todavia no
adquieran su maxima capacidad aromatizante ¢ que ya [a hayan perctidt:s."""’"’1 In vitro , se ha demaostrado
que el 55 % de la produccion total de inhibina se debe a los foliculos esteroidogénicos grandes. Sin
embargo, los foliculos grandes no esteroidogénicos y los foliculos pequefios contribuyen con el 33 % y el

12 % de la produccidn de inhibina, respectivamente.“z
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La secrecion de estradiol por los foliculos preovulatorios depende de la existencia de precurscres de
andrdégenos producidos por las células de la teca estimutadas por la LH. Al disminuir los niveles de
progesterona al final de la fase liea, el incremento en la secrecion de LH estimula el progresivo
incremento de Iz secrecidn de estradiol que ocurre durante la fase folicular.'® En esta etapa del cclo
estral existe un ligero e inconsistente incremento en ta produccién de inhibina relacionado con el aumento
en el niimero de los foliculos antrales grandes.'™ Esto sugiere que la refroalimentacién negativa sobre la
F8H esta controlada globalmente por [a inhibina, al igual que el nimero total de ios foliculos antrales
grandes presentes en los ovarios; mientras que el estradiol influye en gran medida sobre las fluctuaciones
diarias de las concentraciones de FSH (que a su vez determinan el ndimero de foliculos ovulatorios), y
sobre el niimero de aquellos foliculos destinados a ovular,12%143.19

La inhibina suprime especificarmente la produccion y k secrecién hipofisiaria de la FSH, ya que la
administracion i vivo de sustancias que tienen actividad de inhibina disminuye 1a produccion de RNAm
para la subunidad beta de la FSH en la pituitaria y por tanto causa también et decremento de las
concentraciones circulantes de FSH."*™ La inhibina es una hormona glicoproteica formada por dos
subunidades diferentes unidas por disulfuro, denominadas alfa y beta 1""‘y al igual que otras hormonas su
secrecion es pulsatif (durante la fase folicular los pulsos de inhibina ocurren cada 6645 min.), y sus pulsos
coinciden con los pulsos de androstenediona que siguen a los pulsos de LH, ¥

Se han aisiado y caracterizado dos formas de inhibina denominadas A y B, y sus diferencias se deben a
variaciones en la secuencia de los aminoacidos de la subunidad beta, ya que ia subunidad alfa es
constante, pudiendo la inhibina estar formada por una subunidad alfa y una subunidad beta A (inhibina
A), o por una subunidad alfa y otra beta B {inhibina B), esto tanto en liquido folicular bovino come ovino y
porcing'®*'?® La inhibina se ha caracterizado en el liquido folicular de especies como los bovinos, equinos.
ovinGS, CBPRNOS, POFCInGS, Foedores ¥ primates, 1147148

Existe una gran homologia interespecie en la estructura primaria de las subunidades alfa y beta, para la
subunidad alfa la homologla es cercana al 85 % y del 85 al 100 % para la subunidad beta, ™ Tanto fa
subunidad alfa como la subunidad beta son sintetizadas primeramente en una pre-pro forma, y se ha

determinado que por separado las subunidades que constituyen a la inhibina, no son biologiwamente

activas.'™
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Se han identificado dos formas "libres o nativas” de 1a subunidad alfa (fragmento N y fragmente C) que
unidas a una fraccién “pro" constituyen la forma madura de la subunidad alfa; la subunidad aifa madura
$& unira posteriormente a la subunidad beta, de tal forma que la inhibina formada sera biologicamente
activa.'*®

La activina estimula la secrecion de FSH y estd compuesta por dos subunidades beta A de inhibina o
por una beta A y Ia otra beta B. A la primera se le denomina activina y @ la segunda activina A. Los
efectos de 1a activina sobre la secrecién hipofisiaria de FSH son  antagénicos a los de la inhibing, 2144142

La folistatina también esta relacionada con la actvidad supresora que se gjerce contra fa FSH pero no
esta formada con fragmentos de inhibina. La folistatina porcina y bovina suprimen especificamente la
produccion de FSH (la liberacion y el contenido celular) aungue con una potencia muche menor que la
inhibina, por lo que se piensa que la inhibina y la folistatina comparten el mismo mecanismo de accién y

gue sus efectos son aditivas. 20144148

Recientemente, se ha encontrado una homologia considerable entre las subunidades beta de la
inhibina y otro tipo de proteinas implicadas en la diferenciacion celular y en procesos de desarrollo, como
son ¢l factor de crecimiento transformador beta, la sustancia inhibidora de los conductes de Miller, el
factor de diferenciacion eritroide y la activina. También se ha aistado RNAmM para ta inhibina en el cerebro
y en la médula espinal, por lo que se piensa que pudiera tener un papel regutador en el sistema nefvioso

central. A estas proteinas se les ha agrupado dentro de la familia de "péptidos relacionados con la
n 120,123

inhibina".

En vacas y ovejas se ha utilizado experimentaimente la administracién de liguido folicular bovine, ovino
¢ equino libre de esteroides para suprimir especificamente las concentraciones plasmaticas de la FSH,
incrementar la tasa ovulatoria o retardar el inicio det estro;"™'*™ asi como para adelantar fa pubertad
en ovejas hembras y machos inmaduros sexualmente, al inmunizarlos activamente con liquido
folicutar.' Los principales efectos del liquido folicular se han atribuido a la accién de su elevado
contenido de inhibina."® La supresion efectiva de las concentracicnes plasmaticas de la FSH dependen
de la dosis de liquido folicular administrado, ya que en ovejas la aplicacién cada 8 o cada 12 horas, de
cantidades de liquido folicular bovino menores a 1 mi no producen ningin efecto o su efecto es breve,

mientras que la administracion de 1 a 5 mi son efectivas para inhibir a niveles no detectables ta FSH

plasmatica. %%
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En aveias, la administracién endovenosa de 3 ml de liquide folicular equino cada 8 horas durante 8 a2 10
dias, ha permitido la inhibicién de la secrecion de FSH y del desarrolio folicular en ovejas.®® También ha
permitido alargar la vida de un cuerpo liteo destinado a tener ¢orta duracion en ovejas en anestro
estacionai inducidas a ovular con hCG,"™* y ha retrasado 1a lutedlisis en algunas ovejas a las gque se les
transfieren embriones en asincronia." Las concentraciones de FSH se encuentran inhibidas mientras se
mantiene la administracidn de liquido folicular, y al suspenderse su aplicacion dichas concentraciones se
incrementan hasta tres veces, por lo que este efecto se utiliza en ovejas para incrementar la tasa
ovu!a;oria, ya que la elevacidn en los niveles de FSH puede afectar la dindmica folicular y promover el
desamollo de un mayor ntimerc de foliculos preovutatorios,®*'*'%  mediante ef incremento en fa
arematizacion de andrégenos a estrogenos y de la secrecion de estradiol."'® 419011 | 2 dogis ufilizadas
para el incremento de ia tasa ovulatoria son de alrededor de 9 mi cada 8 horas, durante un menor periodo
que el uthzade para disminuir las concentraciones de FSH.'

Este efecto superovulatorio se puede lograr también mediante 1a inmunizacién contra la subunidad alfa
de la inhibina, ya que al incrementarse los niveles de la FSH tanto el diametro de los follculos como la
tasa de ovulacion de las hembras inmunizadas se incrementa,™ "2 4 igual que 1a tasa de paricion.'®
De la rmisma manera, la administracién de liquido folicular durante el periodo preovulatorio previene la
ovulacion y retrasa el inicio del estro, 13117

En las ovejas tratadas con liquido folicular bovina se reduce el desarrollo folicular,""™ ya que el mayor
digmetro que alcanzan los foliculos es de alrededor de 3 mm,'® y en caso de existir foliculos grandas
(mayores o iguales a 5§ mm de diametro) tienen menores concentraciones de 17 B estradiol, contienen
una menor cantidad de células de la granulosa y su actividad para aromatizar testosterona a 17 B
estradiol se encuentra reducida.’®'™ Ademas, ia produccion de AMP ciclico (AMPC) por parte de estas
células en respuesta al desafio con FSH o con LH es menor.'™

Tanto la proliferacion de las células de la granulosa como la biosintesis de estradiol folicular y el
desarrolio de la capacidad de respuesta de las células de [a granulosa a la FSH o a la LH (medida a
través de la produccidn de AMPGS) son eventos dependientes de Jas concentraciones plasmaticas de la
FSH. Por lo que la reduccion o inhibicién de la FSH afectard forzosamente estos eventos.'™ En yeguas
se ha demostrado que la administracidn de liguido folicular equino también suprime las concentraciones

de FSH circulante y en cansecuencia, inhibe el crecimiento folicular y retrasa la ovelagion 471!
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e} Somatotropina y somatomedinas. La hormona del crecimiento o somatotropina es una proteina

hineal simple compuesta de 191 aminoacidos y producida por las células denominadas somatotropos de

172,173

la hipéfisis anterior, La estructura cuaternaria de la somatotropina consta de 4 hélices y 2 regiones,

una principalmente somatogénica y otra principalmente lactogénica. La somatotropina es inicialmente
sintetizada como un precursor proteico, con un péplido sefal aminoterminal, que es removido durante su
secrecion. La forma madura estd compuesta de 191 aminodcidos, con un peso molecular de 22,000
daltons vy subunidades unidas por disulfuro. La produccion de la samatotropina por ia hipéfisis anterior
esta controlada por dos péplidos hipotaidmicos antagonistas en sus funciones; la somatostatina, que
actia inhibiendo su secrecién, y el factor liberador de la somatotropina, que estimula su sintesis y
secrecion. Basado en la secuencia de sus aminoacidos, la somatotropina se ha agrupado como miembro
de una familia de proteinas homalogas que incluyen a la prolactina y a los lactagenos placentarios.'™

La somatotropina se ha obtenido de especies como los roedores, bovinos, ovinos, caprines, porcinos,
humanos, equinos, peces y aves. Comercialmente se produce gran cantidad de somatotropina bovina
mediante ingenieria genética, utilizando la expresion del gen de la somatotrapina en la Escherichia cali.
Ademas de existir animales transgénicos que producen grandes cantidades de somatotropina. '™

En general, la somatotropina actGia estimulando la sintesis de proteinas y aminoacidos, asi como su
transporte al interior de las células; promueve también una mayor retencion de nitrégenc y fosforo,
aumenta la movilizacion de las reservas de triglicéridos del tejido adiposo y estimula la gluconeogénesis
hepatica, incrementando ef aporte de glucesa a la circulacion,™"® contribuyendo ademds a la retencion
de sodio, potasio, magnesio y cloro. "™

Los efectos de la somatotropina sobre el ovario sen mediados principalmente por el IGF- y la insulina,
ya que los foliculos ovaricos poseen un reducido nimero de receptores para la somatotropina.’™ Sin
embargo, la somatotropina juega un imporiante papel en el mantenimiento de la sensibilidad de los
foliculos 2 las gonadotropinas, ya que la administracion de gonadotropinas a ovejas hipofisectomizadas
mantiene el desarrollo folicular sélo cuando se utiliza también scwmatotrt:n:)ina.’Bz y en el caso de vacas
superoviladas, la somatotropina incrementa al doble el numero de follculos antrales pequefios y
mediangs,'**'#
En bovinos la administracion de somatotropina bovina favorece la funcion titea e incrementa los niveles

de progestercna, segln la fase del ciclo estral en que se administre. Asi, en hembras hovinas subfértiles,

20



Morales * encontrd que un tratamiento corto con somatotropina bovina, administrada al momento de la
nserminacion artificial, mejord la fertilidad e incremento las concentraciones de progesterona de las
hembras tratadas.

Tanto en ovinos como en bovinos, las concentraciones de progesterona se elevan cuando la
somatotropina se administra al inicio del ciclo estral, y no cuando se administra a la mitad del ciclo, 1o que
podria sugerir que el efecto es mayor sobre la formacién del cuerpo liteo que scbre su funcién
esteroidogénica. Asi, Lucy et al™ sealan que cuande la somatotropina se administra durante los
primeros 9 dias del ciclo estral, estimula el desarrollo del cuerpo liteo y origina un mayor tamafio, asi
como una produccion de progesterona mas alta. Este efecto se observd también cuando la
somatotropina fue administrada entre el dia 16 y 21 del ciclo, pero no cuando se administrd entre tos dias
10 a 15. También se ha informado de incrementos en 10s niveles de la progesterona circulante, durante
los dos ciclos estrales posteriores # la administracion de somatotropina en vacas no gestantes, % y
dicho efecto se mantiene incluso durante toda la gestacién.™ Sin embargo, Lucy ef al.'® informan que
durante el reconocimiento de la gestacién en vacas en lactacién (alrededor del dia 16 posestro), la
administracién de somatotroping incrementé el peso del cuerpo liteo, perc no la produccidn de
progesterona, ni modifict ei desarollo de tos embriones colectados al dia 17 posterior &l estro.

Rasas et af "* encontraron que en ovejas donadoras de embriones tratadas con somatotropina bovina al
momento de ser detectadas en estro, las concentraciones promedio de la progesterona plasmatica fueron
superiores a las de las ovejas no tratadas.

Los efectos de la somatetroping son mediados por las somatomedinas o factores de crecimiento, las
cuales son proteinas de peso molecular menor a 30 mil daltons, que se producen por estimulacién de la
somatotropina.’™® Existen diferentes factores de crecimiento, como son el factor de crecimiento
transformador (TGF), los factores de crecimiento parecidos a la insulina (IGF-1 y I}, el factor de
crecimiento epidermat (EGF) y los factores de crecimiento de los fibroblastos (FGF), que intervienen en el
desarrolle de [os embriones antes de su implantacion y posteriormente son mediadores de ia
decidualizacién € implantacidn embrionaria.”™ Estos factores de crecimiento ademés de participar en el
metabolismo embricnario estimulando 1a sintesis de proteinas del embrién, estimulan el crecimiento y
diferenciacion de las células uterinas. De estos factores de crecimiento, el IGF-l es el mediador mas

impertante que se produce en respuesta a la hormona del crecimiento o somatotropina, '™ encontandose
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un importante incremento en sus niveles dentro de las 48 horas posteriores a 1a aplicacién de la
somatotropina, '

En estudios realizados sobre el desarrollo /n vitro de embriones ovinos, se ha determinado que la
adigion de IGF-1 y Il incrementa de manera importante ia secrecidén embrionaria del olFN-1, por lo que

odria favorecer el reconocimiento de Iz gestacion,™ iniciando o ampliando la comunicacién entre el
g p

embition y el Gtero que lo gesta,'” Ademas de sus efectos sobre el desarrolic embrionario, tanto ef IGF-I

como el IGF-Il pueden actuar a nivel ovarico, oviductal y uterino, ya que existen receptores para los
factores de crecimiento en estos lejidos."*'™

En las celulas oviductales de borrega se ha observado que existen receptores para IGF-1l durante todas
las fases del ciclo estral. Se han encontrado altos niveles de RNAm para IGF-I en los ovarios de fetos
como de ovejas adultas, sobre todo a nivel de células de la granulosa y tecales de los folicules antrales, y
también a nivei del cuerpo liteo de ovejas aduitas. '™

En el cuerpo iGteo de fa congja, tanto in vive como in vitro, estudios sobre &t efecto del IGF sobre 1a
produccién de progesterona han encontrade una alta correlacion entre la expresion génica del IGF- y los
niveles de la progesterona. La produccion de progesterona es adn mayor cuando se estimula al cuerpo
lteo conjuntamente con IGF-l y estradicl, por lo que se ha sugeride que Ias células liteas secretan los
IGF-l como una accidn autdcring, y que a través de ellos se regula la produccion de progesterona.’™

Con embriones ovinos in vivo se ha determinado que entre los dias 12 a 14 de la gestacién, el
contenido luminal uterine de los IGF- es mayor, coincidiendo con los dias de mayor producion de olFN-r.
Mientras que in vilio, existe evidencia que sugiere gue los IGF-l juegan un papel importante en el
mantenimiento de la secrecion de ofFN-1.”" De la misma manera se ha asignado en cerdas y vacas, un
papel importante de los (GF-1 y [l durante el proceso de ta peri-implantacion embrionatia.'®

Estudios in vitro han demostrado que existe una aita correlacién entre ¢! estado de desarrcllo del
embribn y su capatidad para respender a los 1GF,'* ya que los niveles de 1GF e IGF-l en cerdas,
aumentan en el dfa 12, momento en que se inician importantes transformaciones morfolégicas en el
embnidn suino a nivel utering.'® De igual manera, la mayor expresion del IGF-Il en vacas ocurre entre el
dia 15 a 18 de la gestacion, cuando el crecimiento y expansion del embritn bovino se hace evigente.'”

En ratas las somatomedinas controlan la sobrevivencia de las células foliculares mediante el bloqueo

de la muerte celular por apoptosis, evitando asi la atresia."® De igual manera, los IGF- estimulan en
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forma dosis-dependiente ta proliferacién de las células de ta granulosa en foliculos pequenos, medianos y
grandes de bovinos Al actvar en presencia de a hormienas foliculo estimulante y iuteinizante, los IGF-1

estimutan la profiferacion de las células de la granulosa de los foliculos pequedos, '™

f) Funciones metabdlficas de la somatotropina. La mayor cantidad de estudios sobre la somatotropina
se han centrado sobre su papel homeorético, al aportar nutrientes hacia alguncs de sus blancos
fisiolégicos especificos, como son el crecimiento vy la lactacion.

Promocién del crecimiento. Aungue la forma en que la somalotropina actiia como promotora del
crecimiento es bien conecida, la manera precisa en que coordina fos complejos procesos metabdlicos
responsables del crecimiento no estin completaments entendidos. Sin embargo, se ha establecido que
posterior a su secrecion la somatotropina actda directaments uniéndose a los receptores en las células
precursoras de huesos, misculos y células grasas, lo que resulta en su diferenciacion y proliferacion.
También la somatotropina acta indirectamente al estimular a los hepatocitos y otros tipos celulares para
que secreten IGF-], los cuales actian en los tejidos periféricos promoviende el crecimiento, 2

La administracion de somatotropina a animales deficientes en ella proveca un incremento en la sintesis
de proteinas y ia movilizacién de grasas, al mismo tiempo que decrementa la utilizacidn de glucosa.
Debido a su actividad antinsulinica, la2 somatotropina inhibe la captacién de glucosa por el misculo. Este
efecto diabetogénico puede resultar en hiperglicemia y se asocia ocasionalmente con la hiperinsulinemia.
Estos mismos efectos fisiolégicos se han cbservado en animales normales a los que se les administra
somatotropina exégena, ™’

En ovejas, las evidencias recientes sugieren que los efectos de la somatotropina exdgena sobre el
crecimiento, ta eficiencia alimenticia y Ja composicion de \a canal son Yimitados, o con resultados
inconsistentes, ya que en la mayoria de los casos no se ha incrementado de manera significativa la
ganancia diaria de peso ni la eficiencia en la conversién de alimento. Sin embargo, se ha observado un
decremento en la grasa de ta canal de aproximadamente 10 a 20%.%2% | os efectos de la somatotropina
sobre el crecimiento de Ia lana no estdn bien definidos, ya que en algunos ammales tratados con
somatotropina bovina se ha observado un crecimiento de la lana, mientras que en aquellos tratados con

somatotropina ovina, el crecimiento se ha disminuido durante el tratamiento e incrementado una vez

concluido éste.*™
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En los bovinos es en donde mds se ha utilizado la administracion de la somatotropmna, mejorando fa
ganancia diaria de peso y la conversion alimenticia hasta en un 20%. En estudios a largo plazo, en donde
los animales reciben somatetropina bovina ¢ somatetropina recombinante por periodos superiores a los
250 dias, es donde se han observado los efectos mdas pronunciados. Mientras que en tratamientos de
menor duracién, se ha encontrade que la somatotropina reduce la grasa de Ja canal e incrementa
significatvamente la retencién de nitrégeno, ™

Numerosos estudios realizados en cerdos en desarrollo, han demostrado que la administracion diaria
de somatotropina porcina incrementa significativamente el crecimiento, aumentando entre un 10 ¥y un

20% Ia ganancia diaria de peso y hasta en un 40% la deposicion de proteinas, ademas de mejorar la

conversion alimenticia****** En general, el tratamiento de cerdos con somatotropina porcina incrementa

las concentraciones de glucosa plasmatica y las concentraciones de insulina, siendo este efecto
consistente con la actividad diabetegénica de la somatotropina. Ademas, la administracién de dosis altas
se ha asociado con anormalidades sistémicas, como la degeneracion del higado y del rifién, efectos que

pueden ser disminuidos medificando fa dieta de los animales durante el periodo de administracion de la

somatotropina 2208241

Ineremento de la produccion lictea. Los efectos estimulantes de la somatotropina sobre la produccitn
lactea en ganado bovino lechero han sido ampliamente documentados.?’?2" Aunque el mecanismo
preciso aln no se ha aclarado, es evidente que en diferentes tejidos y particularmente en el mamario, se
producen cambios organizados de las funciones metabélicas, de tal manera que se incrementa el aporte
de nutrientes hacia |a gldndula mamaria, lo que favorece el efecto galactopoyetico de la somatotropina.

En vacas tratadas con somatotropina la produccion de leche se aumenta inmediatamente, a diferencia
del incremento en el consumo de alimento, que se presenta hasta las 5 6 7 semanas de iniciado el
tratamiento. Esto significa que inmediatamente es necesario movilizar nutrientes a pattir de los
almacenes corporales para cubrir los requierimientos de la lactacion. Al mismo tiempo, los efectos
antinsulinicos de la somatotropina provocan una reduccidn en la utilizacion de glucosa por los tejidos
periféricos, dejdndola disponible para ser utitizada por la glandula mamaria, El aumento en las

concentraciones de glucosa gue se ha observado en los cerdos, no se presenta en las vacas lecheras en
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produccidn, o que se debe en parte a la eficiente remocién de glucosa de ia circulacion por parte de la
glandula mamana, que la utiliza para Ia sintesis de lactosa 22213

Uno de los méas importantes esfectos metabdlicos de la somatotropina es sy habilidad para disminurr la
sintests de grasa y estimular la lipolisis en el tefido adiposo, por ln que generalmente se observa una
disminucién en la grasa corporal en los animales tratados con somatofropina. En el ganado lechero, Ia
admiristracion de somatofropina provoca un aumento en las concentraciones plasmaticas de los 4cidos

grasos no esterificados, lo que en conditiones normales solamente ocurre cuando los animales estan en

un balance energético negativo 2'***

La administracion de somatotropina no modifica la composicién de la leche, aunque se han observado
pequefios cambios en la cantidad de proteina o grasa, como probable reflejo del estado de l1a lactacion,
del balance energético y de la dieta. La administracion de somatotropina incrementa el riego sanguineo
hacia la glandula mamaria, sin ser claro si este incremento es causa o consecuencia del incremento en Ja
actividad de la glandula mamaria.”* Es poco probable que [a somatotropina actlie directamente sobre el
tefido mamario, ya que las células mamarias epiteliales carecen de receptores funcionales para la
somatotropina.”'* Ademés. la infusién directa de somatotropina en 1a sangre arterial que nutre a la
gléndula mamaria no estimula 1a secrecién de leche.?”® Al igual que en otras funciones, el IGF-t media
los efectos de la somatotropina saobre la glandula mamaria, ya que se ha demostrado un incremento de
cerca de 30% en la produccion de leche, con la infusién de IGF-! en la arteria pudenda de cabras en
factacion Por el contrario, la administracion de IGF-1 a través de la vena yugular no afecta la produccién
lactea, efecto debido probablemente a su dilucion en la circulacién general o al secuestro por las

proteinas de unién del IGF-1 en el suero.*™

g) Somatotropina ¥ animales transgénicos. Los genes que expresan a la somatotropina se han
identificado e introducido a lineas germinales de conejos, ovejas y cerdos, y los primeros transgénicos
producidos fueron ratones con el gen de la somatotropina humana o de rata."’™ La expresién de estos
genes esta bajo el control de la secuencia reguladora, metalotioienin-1 de transcripcion (mMT-1), que
regula la expresién génica en casi todos los tejidos del ratén, con altos niveles en el RNA mensajero para
la somatotropina que se acumulan en el higado, intestino y riflon, y que puede inducirse por metales

. 7
pesados como el zinc."”*
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En general, los ratones que contienen y expresan 10s genes de somatotropina de diferentes especies
crecen aproximadamente al doble de su tamafio normal, presentanda un crecimiento maximo entre las 5
y las 11 semanas de edad.”"?" Los ratones transgénicos producen en forma crénica altas
concentraciones séricas de somatotropina, y llegan a presentar una gran variedad de anormalidades
morfologicas v fisiolégicas, como son el exagerado aumento en el tamafio de érganos como el higado,
rifGn, bazo vy el pancreas.”™ Los animales con altas concentraciones de somatotropina presentan
hipercolesterolemia, pero sus niveles de triglicéridos son normales. Mientras que en los ratones
transgénicos, las concentraciones de insulina son de 3 a 8 veces mayores que en los controles, y las
concentraciones de IGF-l son 2 veces mas altas.*'®

A diferencia de los ratones transgénicos, los cerdos transgénicos generalmente no presentan un mayor
crecimento. Sin embargo, son aproximadamente un 15% mas eficientes para convertir ia comida en
masa corporal, efecto similar al observado en aquellos cerdos a los que se administra somatotropina
porcina exdgena. Aunque tanto los cerdos transgénicos como a los que se administra somatotropina
presentan supresion del apetito, al ser alimentados con dietas altas en proteina y suplementados con
lisina, pueden crecer hasta un 15% mas rapido que los controles 2%%'%2° En cerdos que expresan el gen
humano de la somatotropina se presentan Glceras pepticas, pericarditis y problemas de fertilidad,®™ y al
igual que en los ratones transgénicos, pueden presentar érgangs como corazén, fifién, higados,
glandulas tiroides y adrenhales de mayor tamafo, asi como un incremento en el peso y en Ia
circunferencia de los huesos.®™® En particular, los cerdos transgénicos presentan niveles elevados de
glucosa y concentraciones plasmaticas de insulina mayores a los controles hasta en un 20%, condicién
que se presenta también en los cerdos inyectadas con somatotropina porcina, %'

Las ovejas que expresan los genes de la somatotropina ovina o bovina crecen igual o un poco mencs
rapido que |os controles, pero tienen mucho menos grasa corporal, y a diferencia de otras especies, la
expresion del gen de la somatotropina no afecta la conversion alimenticia.’”™ El incremento de la
somatotropina sérica de las ovejas transgénicas resulta en un incremento de las concentraciones de IGF-
I, asi como de los niveles plasmalicos de la glucosa e insulina, Sin embargo, a partir de los 100 dias de
edad, tanto la glucosa como la insulina de las ovejas transgénicas son menores a los de los animales
control, lo que sugiere que la excesiva secrecion de somatotropina les provoca diabetes, siendo comun la

muerte de [as ovejas cuando tienen alrededor de un afic de edad."™
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Efecto del liquido folicular equino
y la somatotropina bovina en la sobrevivencia
de embriones ovinos transferidos asincréonicamente

Abstract

Maternal-embrionary asynchrony could be overcome by increasing progesterone (P4) levels to improve
embryo development or by delaying luteolisis. With this aim, asynchronous recipients were treated with
bovine somatotropin (ST) or equine follicular fluid (EFF). Six day embryos were collected from 25 donors.
Estrous was synchronized with fluorogestone acetate and PGF2a. Progestagen was removed in
asynchronous reciplents 3.5 days before donors. Recipients were allocated to 5 groups: synchronous
(syn), n=15; asynchronous (asyn), n=16; asynchronous + EFF (asyneff), n=19; asynchronous + ST
(asynst), n=7 and asynchronous + EFF + ST (asynifst), n=10. Progesterone levels were higher (3 3 ng/ml)
in asyneff recipients (P<0.05), and the lowest levels (1.4 ng/ml) were found in asynst ones. Luteal phase
was longer (16.8 days) in the non pregnant ewes of the asyn group. Luteclisis was delayed in 4 ewes of
the asyneff until day 19. Pregnancy rate was not different between syn and asyn groups (86.6 vs. 68.7 %).
Treatment with EFF and ST did not improve pregnancy rates in asynchronous recipients even when P4

levels were increased in pregnant asyneff and asynffst recipients or when luteolisis was delayed in the

asyneff ones.

Key words: Ovine, Embryo transfer, Asynchronous, Equine follicular fluid, Bovine somatotropin.

Resumen

La asincronia maternc-embrionaria pudiera resolverse incrementando los niveles de progesterona
{P4) para promover el desarrollo embrionario, o retrasando la Ilutedlisis. Para tal fin se administrd
somatotropina bovina (ST), liquido folicular equino (LFE) o ambos, a receptoras de embriones en
asincronla. Se recolectaron embriones en 25 donadoras el dla 6 posestro. Las receptoras se
singronizaron con acetato de flucrogestona y PGF2¢q, y en las asincronicas de todos los grupos se retird
el progestageno 3.5 dias antes que en las donaderas. Se dividieren en cinco fratamientos: sincronia (sm),

n=15; asincronia (asin), n=16; asincronia + LFE (asinlfe), n=19; asincronia + ST (asinst), n=7 y
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asincronia+ LFE + ST (asinifst), n=10. Las concentraciones de progesterona (3.3 ng/ml) fueron mayores
en el grupo asinlfe {P<0.05). Las menores concentraciones (1.4 ng/mi) se presentaron en ef asinst

La fase lutea de mayor duracion, 16.8 dias promedio, s2 presentd en las no gestantes del grupo asin, En
cuatro ovejas del asinife se retrasd la lutedlisis hasta el dia 19. La fertilidad del grupo sin (86.6 %) no fue
diferente a la del asin (68.7 %). Los tratamientos no mejoraron la fertilidad a pesar de incrementarse la P4
en las gestantes asinlfe y asinifst o retrasarse la lutedlisis en las asinlfe. Se propone que antes de

modificar la asincronfa materno-embrionaria se determine el grado de asincronia tolerable de manera

natural en los ovinos.

Palabras clave: Ovinos, Transferencia embrionaria, Asincrénico, Liguido folicular equine,

Somatotropina bovina.

Introduccion

Los eventos que permiten el reconocimiento de la gestacion en la oveja tienen una relacién
cronoldgica precisa, ya que el Gtero esta programado para establecer alrededor del dia 14 o 15 del ciclo
estral un patréon de secrecion pulsatil y luteolitico de la prostaglandina F2 alfa (PGF2a), que origina una
disminucion en los niveles de progesterona, pasando de mas de 1 ng/mi a menos de 0.2 ng/mL."*En Ia
oveja gestante es necesario modificar la secrecidén de prostaglandina hacia un patrdn no pulsatil, por lo
que el embridn secreta alrededor del dia 12 del ciclo, cantidades apreciables de interferon-tau ovino
(oIFN=t),** Io que constituye el mensaje mas importante para el reconocimiento matemo de la gestacion.®
Como el intervalo entre el momento en que se inicia la liberacion luteclitica de PGF2a por parte del Gtero
y en que el embrién comienza a producir olFN-t es corto, una de las causas mas importantes de
infertiidad en rumiantes es la asincronfa entre estos eventos.®® Esta asincronia maternc-embrionaria

puede deberse tanto al adelanto en la liberacion de PGF2c como a un retraso en el desarrollo

embrionaric,™®

Si se conocen los mecanismos de control endocring de la secrecién uterina de PGF2q, se puede
buscar inhibir e! establecimiento de su patron de secrecion. La inhibicién de la hormona foliculo
estimulante (FSH) mediante inhibina® o preparaciones con alto contenido de ésta, permite retrasar el

desarrolio folicular y la secrecidn de estradiol,’™ por lo que se puede esperar que también se retrase la
Y
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destruccion del cuerpe teo. Una forma de reducir la §ecrecién de F8H es utilizar liquido folicular bovino,
porcing, ovina'' o equino, ™ libre de esteroides.

En anteriores trabajos se ha demostrado que el liquido folicular equine inhibe la secrecién de FSH y €l
desarrollo folicular en ovejas 2 También ha permitido alargar la vida de un cuerpo lUteo destinado a tener
corta duracién en ovejas en anesiro estacional, inducidas a ovular con hGG'*'® y ha retrasado la lutedlisis
en algunas ovejas a las que se les transfieren embriones en asincronia. ™

Una relativa asincronia entre el cicle estral de la donadora y la receptora es bien tolerada en las
ovejas, ya que cuando existe una asincronia de hasta 48 horas, disminuye poco ef porcentaje de
fertilidad, en comparacion con transferencias embrionarias reafizadas en sincronia.”” En cambio, cuando
la asincronia entre la donadora y la receptora es de 72 horas o mas, sélo un pequefio porcentaje de
ovejas queda gestante (8%), a pesar de transferirse embriones con mayores posibilidades de
sobrevivencia, como  aquellos que son colectados entre los dias 5 a 6 posestro y cuyo estadio de
desarrollo corresponderia al de mérula o blastocito, respectivamente, 12

Cuando la asincronia materno-embrionaria se ha tratado de resolver exclusivamente mediante el
retraso de la regresion del cuerpo llteo, ya sea con la administracion de liquido folicular equino,™ o
utilizando inhibidores de la sintesis de prostaglandinas,” Ila sobrevivencia de embriones transferidos en
asincronfa no ha logrado mejorarse de manera significativa, lo que indicarla que no es suficiente &
alargar la fase Iitea para favorecer el reconocimiento de la gestacion. Este hecho sugiere que, ademas
de retrasar la regresién del cuerpo Huteo, seria necesario estimular el desarrolio embricnario con la
finalidad de compensar el ambiente uterino inadecuado.

La administracion de somatolropina bovinz a hembras bovinas subfériles aumenta las
concentraciones de la progesterona circulante y provoca un aumento significativo en la fertilidad.” Estos
efectos de la somatotropina son mediados principalmente por el factor de crecimiento parecido a la
insutina-t (IGF-1),% y su administracion estimula la actividad de la enzima aromatasa e incrementa la
sintesis de esteroides como la progesterona.*®** Aunada al efecto de la somatotropina, la administracién
de liquide folicular equino en ovejas inducidas a ciclar con hCG o en ovejas ciclando incrementa los
niveles plasmaticos de la progesterona,'*'*"® por lo que, al reforzar la funcién del cuerpo Idteo, este

efecto puede contribuir al mantenimiento de la gestacion en ovejas receptoras de embriones.
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El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la somatotropina bovina y del liquido folicutar

equino sobre las concentraciones de progesterona, ia duracion de la fase litea v la fertilidad en hembras

receptoras de embriones asincrénicos.

Material y métodos

Este trabajo se realizé en el Centro de Ensefianza Préctica, Investigacion y Extension en Rumiantes
(CEPIER), y en &l Departamento de Reproduccion de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de
Ja Universidad Nacional Auténoma de Meéxico (UNAM). El CEPIER esta ubicado en el km 29 de la
Carretera Federal México Cuemavaca, Delegacion Tialpan, D.F. a 2760 msnm, 18° latitud norte y 99°
longitud oeste. El clima de la region es de tipo c{w} (W) b {ij), que corresponde a semifric-semihtimedo,
con lluvias en verane y una precipitacion pluviat de 800 a 1200 mim.

Se utilizaron 25 ovejas donadoras y 67 receptoras que se encontraban ciclando en plena época
reproductiva. Para la sincronizacién del estro de las donadoras se usaron esponjas intravaginales,* con
40 mg de FGA durante 12 dias, y se superovularon con 200 Ul de hormona foliculo estimulante.

Para detectar calores en las donadoras, se utilizaron dos veces al dia, machos enteros cubjertos con
un mandil, 24 horas después de retirar Ia esponja. A las que presentaron celo conductual (dia 0 del ciclo
estral) se les dio monta cada oche horas mientras permanecieron receptivas.

La recoleccion de los embriones se realizé por laparotomia medio ventral el dia 6 postservicio.”® Los
embriones colectados se evaluaron morfolégicamente en un microscopio estereoscapico y se clasificaron
de acuerdo a su calidad y grado de desarrollo.”® Las mérulas y blastocitos calidad | o )| se consideraron
como embriones transferibles.”

Las ovejas receptoras se sincronizaron con 40 mg de FGA y dos dias antes del retiro del
progestageno se les administraron 7.5 mg de PGF2a.***, e 1nicialmente se dividieron al azar en dos
grandes grupos; el primero quedd formado por 15 ovejas en sincronfa {sin), con el ciclo estral de

las donadoras y el segundo, por 52 hembras, en las que tanto 1a colocacidn de las esponjas vaginales

* Chronagest, Intervet-México.
** Pluser, Serono-México,
*** Prosolvin, Serono-México,
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como su Tetiro se reailizod 3.5 dias antes que en las donadoras, con el cbjeto de asegurar una asincronia
minima de 3 dias entre donadoras y recepicras. Las receptoras en asincronia se asignaron al azar a uno
de cuatro tratamientos: grupo ASINCRONICO + LFE (asinlfe), integrado por 19 ovejas que recibieron 3 mt
de hiquido folicular equino cada § horas durante 10 dias, iniciando un dia después de la transferencia
embrionaria (dia 10); grupo ASINCRONICO + ST (asinst), formado con 7 ovejas a las que se les
aplicaron 100 mg de somatotropina bovina los dias 2 y 10 posestro; grupo ASINCRONICO + LFE + ST
(asinlfst) con 10 ovejas, a las que se les administraron 100 mg de somatotropina bovina los dias 2 y 10
posestro, mas 3 mi de liquide folicular equinc cada 8 horas durante 10 dias, iniciande un dia después de
la fransferencia de los embriones; grupo ASINCRONICO {asin), formado por 16 ovejas que no recibieron
somatotropina ni liquido folicular. Las receptoras que al momento de la transferencia presentaron un
cuerpo luteo bien desarrollado, recibieron mediante laparoscopia 2 embriones moérulas o blastocitos
transferibles provenientes de la misma donadora.®®

En los tratamientos se utilizé somatotropina bovina' y Tiquide folicular equine. Ei liquido folicular equino
(LFE) se aspiré de foliculos ovaricos de yeguas sacrificadas en un rastro local. Para su preparacién,
iniciaimente se mezcld todo el liquido folicufar recolectado y se sometié a una primera centrifugacién a
2500 rpm durante 15 minutos a 4°C para efiminar los detritus celulares. Con la finalidad de remover las
hormonas esteroides presentes en el liquido folicular, se afadié carbon activado (10 mg/ml) mas dextran
(0.1 mg/ml} y se agitd durante 1 hora a 25°C, el carbén activado m&s dextrén se retiré mediante
centrifugacion a 6000 rpm durante 30 minutos a 4°C. Finalmente, se afadié penicilina G sédica (100
Ul/ml) para evitar la contaminacidn microbiana. El liquido folicular equino se mantuvo a -20°C hasta su
utilizacion.® Se obtuvieron muestras dé sangre de todas las receptoras durante 10 dias, a partir del
segundo dia de 1a transferencia embrionaria (dias 10 al 19 posestro en las asincrénicas). Para evaluar la
funcion lilea se determinaron las concentracienes plasmaticas de progesterona. El diagnéstica de

gestacion de las receploras transferidas se realizé mediante ultrasonografia de tiempo real durante los

dias 30 y 60 postservigio.”

T Lactotropina, Monsanto-México.
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Las concentraciones diarias de progesterona (dias 10 a 19) en ias ovejas gestantes y no gestantes se
calcularon mediante el método de cuadrados minimos del procedimienio de modelos lineales generales,
analizando en los modelos las variables tratamiento, diz del ciclo y 12 interaccion tratamiento-dia del ciclo.

Los valores de la progesterona entre los grupos se compararon mediante diferencia de medias (prueba

de Bonferroni).30
En tas ovejas no gestantes se midi la duracién de la fase litea, considerando el periodo en que los
niveles de progesterona se mantuvieron superiores a 1.0 ng/ml. Esle periodo se compard entre

tratamientos mediante la prueba de t. Se utilizd la prueba exacta de Fisher para comparar el efecto de los

tratamientos sobre los porcentajes de fertilidad. >

Resultados

En el Cuadro 1 se muestran las concentraciones promedic de la progesterona plasmaética (ng/mi)
obtenidas entre el dia 10 y 19 posestro, tanto en gestantes como en no gestantes, segin el resultado de
la ransferencia de embriones. Las concentraciones de progesterona (3.3 + 0.1) fueron significativamente
mayeres (P<0.05) en el grupo en asincronia tratade con liquido folicular equino (asinife).

Este efecto se debié principaimente a los altos valores presentadoes por las ovejas gestantes de dicho
grupo (4.3 + 0.2}, ya que en las ovejas vacias las concentraciones fueron similares (2.3 £ 0.1) a las de los
grupos en asincronia (asin) (2.5 £ 0.2) y en sincronia (sin} (2.5 + 0.5) que no recibieron tratamiento
(P>0.05). Las menores concentraciones promedio de progesterona (1.4 + 0.2) se presentaron en el grupo
asincronico tratado con somatotropina (asinst) tanto en las ovejas gestantes (2.1 + 0.3) como en las no
geslantes (0.6 £ 0.2). Similar comportamiento se presenté en las ovejas no gestantes del grupo
asincronico tratado con liquide folicular equino y somatotropina (asinifst), ya que sus concentraciones de

progesterona fueron de 0.8 £ 0.2 ng/ml.
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Cuadro 1
Concentraciones {promedio * e.¢) de progesterona plasmatica (ng/ml) en receptoras gestantes

¥ no gestantes de los diferentes tratamientos

Tratamiento Gestantes No gestantes Promedio
asinife 43+02° 23+01° 33+01°
) {13} (19)
asin 33+014° 25+02% 298101 °
{11} (5) {16)
sin 25+01% 25+05 © 25+02 ¢
{13) (2) {15)
asinlfst 39+03%® 0.8+02" 24+02 =
2 (8 (10)
asinst 21+03° 0602 | 1402 ®
(2} (5) )

abedel \falores con la misma literal no son diferentes (P>0.05)

En el Cuadro 2 se presentan las concentraciones diarias (dias 10 a 19) de ia progesterona plasmatica

de las ovejas gestantes en cada uno de los tratamientos. De manera general, las mayores

concentraciones de progesterona se alcanzaron en [os grupos en asincronia tratado con liquido folicular

equino (asinlfe} y en asincronia tratado con Hquido folicular y somatotropina bovina {asinlfst), esta

tendencia se mantuvo del dia 12 del ciclo estral hasta el dia 19. Sin embargo, las diferencias entre grupos

no fueron estadisticamente significativas en ninguno de los dias (P>0,05).

Cuadro 2
Concentraciones diarias (promedio t e.e.) de progesterona (ng/ml) en las ovejas gestantes
Tratamiento
Dia del ciclo asin (11) asinife (6) asinlfst (2) asinst{2) sin {13)

10 1.92+04 1,911 0.60 1.56+£1.0 273110 1181+ 0.3
11 248 +.04 3.35+£0.60 208+1.0 2.06£1.0 1841 0.3
12 350+04 5.07 + 0.60 412+1.0 221210 252+ 0.3
13 322£04 4,72 + 0.60 406+ 1.0 2351 1.0 242+ 03
14 3.20% 04 4.72+0.60 4.74+1.0 212110 252+ 03
15 361104 522+ 060 4.001:1.0 1.80£1.0 252+ 03
16 41004 5111060 515+£1.0 1.84 £1.0 3.02x 03
17 350+04 501060 448+£1.0 197 +1.0 3.02x 03
18 355104 3.87£0.60 416+ 1.0 231£1.0 289+ 03
19 368+£04 4311060 501+1.0 1941 1.0 297+ 0.3

No hay diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos en ninguno de los dias (P>0.05).
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En la figura 1 se muesiran las concentraciones de progesterona durante los dias 10 a 19 posestro

para algunas ovejas gestanies

representativas  de

los diferentes

tratamientos.

Aunque

las

concentraciones fluctian marcadamente entre animales y enfre dias, en todas las ovejas las

concentracionas se mantienen superiores a 1 ng/mi durante el muestreo.
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Figura 1. Concentraciones de P4 (ng/ml) en ovejas gestantes.
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En el Cuadro 3 se presentan ias concentraciones diarias (dias 10 2 19) de la progesterona ptasmatica
de las ovejas no gestantes en cada uno de los tratamientos. En general, tas concentraciones de
progesterona permanecieron superiores a 1 ng/mi en los grupos en asincrenia tratado con liquido folicular
equino (asinife) y en asincronia {asin), tendencia que se se mantuvo en el grupo asinife durante los dias
10 a 19, mientras que en &! grupo asin, los niveles de P4 fueron inferiores a 1 ng/ml hasta ei dia 18

El grupo sin presentd en los dias 13 y 14 las mayores concentraciones de P4 (530 y 610,
respectivamente), siendo el valor del dia estadisticamente diferente (P<0.05) al valor de los grupos asinst
y asinlfst. Para el dia 14 las concentraciones de P4 del grupo sin fueron estadisticamente diferentes a los
de los grupos asinife, asinifst y asinst, mientras qué en el dia 16 el valor de la progesterona plasmatica

del grupo asinifst fue el menor (P< 0 05).

Cuadro 3
Concentraciones diarias (promedio + e.e.) de progesterona (ng/mi) en las ovejas no gestantes
Tratamiento
Dia del ciclo asin {5} asinife (13) asinlfst (8) asinst (5) sin (2)
10 151072 165x04° 104+05°* 138+07° 10416 *
11 241+07 % 221+04° 185%05°7 180+07?* 245:16°
12 349+07 % 320£04° 227+057% 124+07°% 340:16°
13 223407 ® 337+04 ° 187+05°% 085+07° 530:16°
14 37007 * 30004 * 088+05° 023x07° 610%18°
15 265+07° 238:+04° 048z205°% 014:07° 220+16°
18 315407 * 204404 ° 010+05° 012+07 > 250+16°
17 276+0.7 % 230404 ° 012105 003+07° 085+16°
18 218+07* 146%0D4°* 020%05° 023:x07°* 080:16°
19 052+07 % 113+04° 009+05% 022+#07°% 07716 °

2 Para un deterrminado dia {renglan) los valores que no comparten literal son estadisticamente
diferentes {(P< 0.05).

En el Cuadio 4 se presenta la duracion de la fase litea n las ovejas no gestantes de los diferentes
tratamientos, considerando los dias en que 10s niveles de progesterona se mantuvieron superniores a 1.0
ng/ml. Las ovejas que presentaron ef mayor periodc con cuerpo liteo funcional (16.8 dias en promedio)
fueron las del grupo asin, y dicho valor fue estadisticamente diferente al de los grupos asinifst y asinst. La

menor duracién de la fase litea (12.4 dias), correspondio al grupo asinst, sin ser diferente a la del grupo

asinlfst.
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Cuadro 4
Dias promedio en que ios niveles de progesterona de las ovejas no gestantes
se mantuvieren supericres a 1 ng/mi.

Tratamiento n Media + d.e.
asin {5) 168 + 27 2
asinlfe (13) 164 £ 25 °
asinlst (8) 137 241 ™
asinst {5) 124 + 09"
sin 2) 155 + 0.7 *

2P \alores que comparien fa misma hiteral no son estadisticamente diferentes (P>0.05),

En la Figura 2 se muestran las concentraciones de progesterona durante fos dias 10 a 19 posestro

para algunas ovejas no gestantes en las que la regresion del cuerpo Itteo ocurio alrededor de los dias

13 a 15, equivalente a un ciclo estral normal.
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Figura 2. Concentracrones de P4 (ng/ml) en ovejas no gestantes que tuvieron una duracién normal de la
fase IGtea.

49



En ja Figurz 3 se muestran las concenivaciones de progesterona durante los dias 10 a 19 posestro,
para algunas ovejas no gestantes del grupo asinife En estas ovejas los niveles de progesterona

permanecieron superiores & 1 ng/ml| mientras durd el muestreo, lo que indica una fase l(tea de mayor

duracian a lo normal.
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Figura 3. Concentraciones de P4 (ng/ml} en ovejas no gestantes det grupo asinife que mostraron retraso
en la regresion del cuerpo liteo.

En el Cuadro 5 se presenta el nimero de ovejas gestantes y no gestantes, asi como el porcentaje de
fertlidad por fratamiento. La mayor fertilidad correspondid al grupe sin (86.66%) y no fue
estadisticamente diferente a la del grupo asin {P>0.05). La menor fertiidad se obtuvo en el grupo asinlfst,

pero dicha fertilidad no fue estadlsticamente diferente a la de los grupos asinst y asinlfe (P>0.05).
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Cuadro &
Numero de ovejas gestantes y no gestantes de cada tratamiento
y porcentajes de fertilidad

Tratamiento Gestantes No gestantes % de fertilidad
sin 13 2 8666 °©
asin 1 5 68.75 *
asinife 6 13 3157 ™
asinst 2 5 2857 *
asinifst 2 8 2000 °

25¢ vralores con la misma literal no son diferentes (P>0.05)

Discusion
Niveles de progesterona

En diferentes trabajos realizados en bovinos se ha demostrado que la administracion de somatotropina
bovina favorece la funcidn lutea e incrementa los niveles de progesterona, segln la fase del cicle estral
en que se administre. Asi, en hembras bovinas subfértiles, Morales 2 encontro que un tratamiento corto
con samatotropina bovina, administrada al momento de la inseminacién artificial, mejord la fertilidad e
incrementd las concentraciones de progesterona de las hembras tratadas.

Por su parte, Lucy et al.* encontraron que cuando la somatotropina se administra durante los primeros
9 dias del ciclo estral, estimula el desarrollo del cuerpo 16teo y origina que incremente su tamano, asi
como una produccién de progesterona mas alta. Este efecto se observd también cuando la
somatotropina fue administrada entre el dia 16 y 21 del ciclo, pero no cuando se administrd entre los dias
10 a 15. También se ha informado de incrementos en los niveles de la progesterona circulante, durante
los dos ciclos estrales posteriores a la administracion de’somatotropina en vacas no gestantes,“'“ y
dicho efecto se mantiene incluso durante toda la gestacién.® Sin embargo, Lucy et a.® encontraron que
durante el reconocimiento de la gestacién en vacas en lactacion (alrededor del dia 16 posestro), la
administracion de somatotropina incrementé el peso del cuerpo liteo, pero no la produccion de

progesterona, ni modifico el desarrollo de los embriones colectados al dia 17 posterior al estro,
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Rosas et al.*® encontraron que en ovejas donadoras de embriones fratadas con somatotropina bovina al
momento de ser detectadas en estro, las concentraciones promedio de la progesterona plasmatica fueron
superiores a las de las ovejas no tratadas. Sin embargo, en el presente estudio las ovejas tratadas con
somatotropina tuviercn las menores concentraciones promedio de progesterona (Cuadros 1, 2y 3).

Lo anterior indica que tal como se ha informado en bovinos™, en les ovinos las concentraciones de
progesterona se elevan cuando la somatotropina se administra al nicio del cicle estral y no cuando se
administra poco tiempo después del estro o a la rmitad del ciclo, 1o que podria sugerir que existe un mayor
efecto sobre la formacion del cuerpo liteo que sobre su funcién esteroidogénica. Asi, a diferencia del
tratamiento en el dia del estro realizado por Rosas et al®en el presente trabajo la primera administracion
de somatot{ropina se realizo el dia 2 y la segunda al dia 10 posestro, sin que se incrementara la
progesterona.

Por otra parte, en el presente trabajo tampoco pudo demostrarse que la administracion de liquido
folicular equine incrementa significativamente las concentraciones diarias de la progesterona en ovejas
receptoras en asincronia. Sin embargo, las concentraciones promedio en las hembras gestantes de los
grupos que recibieren liquido folicular (asinife y asinifst) tendieron a ser mayores a las de las hembras
gestantes de los demas grupos. Aunque estas concentraciones diarias no fueron estadisticamente
diferentes, pudiera especularse que un embrién asincrénico transferido a una hembra que mantiene
durante la gestacion temprana altos niveles de progesterona tiene mayores probabilidades de sobrevivir,
al ser estimulado su desarrollo y compensar su menor edad en relacion con el Gtero al que es transferido.
En este sentido, Ashworth y Bazer * demostraron que la administracién de progesterona a hembras
receptoras estimulan la sintesis de proteinas embrionarias que son diferentes a las sintetizadas por los
embriones de las receptoras que no reciben progesterona. Ademds Geisert et af ** encontaron que la
administraci6n  de progesterona a hembras receptoras provoca una aceleracion del desarrollo
embrionaric y en el caso del bovino, la administracién de progesterona a hembras transferidas en

asincronia eleva los porcentajes de fertilidad hasta niveles cercanos a los logrados en las hembras en

sincronia.
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Duracién de Ia fase litea en ovejas no gestantes

En el presente trabajo la administracién de liquido folicular equino provocd él alargamiento de la fase
latea en cuatro de las trece (30.76 %) ovejas no gestantes del grupo asinlfe {Figura 3). A pesar de que las
diferencias entre las grupos asin y asinlfe no son significativas, estos resultados confirman los obtenidos
en trabajos previos, en los que la administracion de liquido folicutar equino ha logrado retrasar la lutedlisis
en algunas ovejas a las que se les transfirieron embriones en asincronia, ' asi como en ovejas inducidas
a ovular durante la época de anestro.™
Aun cuando se ha informade que la lutedlisis se retrasa mientras se administra diariamente
somatotropina bovina en vacas entre los dias 10 a 18 del ciclo estral* este retraso no se observé en el
presente trabajo Por el contrario, en las ovejas no gestantes de los dos grupos gue recibieron
somatotropina bovina (asinst y asinifst) la regresién del cuerpo liteo ocurrid antes que en las ovejas de
los ofros grupos que no recibieron este tratamiento (Cuzdros 3 y 4).
Este efecto detrimental de la somatotropina sobre la funcion litea no se ha reportado en otros trabajos
y es dificit de explicar. Referencias cercanas pero opuestas se tienen no sobre receptoras de embriones,
sino en ovejas™ y cabras” superovuladas donadoras de embriones, en las que la administracion de
somatotropina al momento del celo origina una menor ¢ nula formacién de cuerpos liteos con regresion
prematura. Esto sefiala que la somatotropina favorece el desarrolio y ta ovulacién de un mayor ntimero de
foliculos, evitz la persistencia de foliculos anovulaterios y favorece la formacion de cuerpas liteos de
buena calidad, que se mantienen produciendo concentraciones de progesterona superiores a 1 ng/mi
hasta por lo menos el dia en que son recolectados los embriones (dia 6 posestro). De ahi que la
administracidn de somatotropina, aun en el caso de realizarse después del estro como en el presente

trabajo, sibien no favorece ia funcién litea tampoco deberla afectaria negativamente.

Fertilidad

A pesar de que en algunas ovejas del grupo asinlfe se alargé 1a fase litea, el porcentaje de fertilidad de
las ovejas de este grupo no fue estadisticamente superior al de otros grupos, lo que indica que el alargar
la fase latea con ef objeto de favorecer el reconocimiento de a gestacion no es suficiente para lograr el

establecimiento de los embriones asincronicos. En este sentido, Odensvik y Gustafsson # ancontraron
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gue en vacas a las que se les transfiere un embrién con 3 dias de asincronia, la administracién de flunixin
meglumine, potente inhibidor de fa sintesis de PGF2q, retrasa la lutedlisis y prolonga 1a vida del cuerpo
liteo. Sin embargo, aunque se permite el desarrollo y la sobrevivencia temporal de los embriones
asincronicos, éstos no tienen la capacidad para implantarse con éxito, por 1o que puede pensarse que
cuando los embriones son depositados en un Gtero asincrénico sufren un dafio irreversible.

Existe evidencia de que un ambiente uterino de asincronia puede causar en forma inmediata
alteraciones en el desarrollo embrionario. Asi, en ovejas receptoras de embriones de 4 dias de edad, que
se encuentran en el dia 1 o 2 posestro y a las cuales se les mantiene el cuerpo lteo mediante
hemihisterectomia, dichos embriones al ser colectados posteriormente, aparecen retrasados en su
desairollo y son incapaces de superar €l estadio de blastocito temprano.“c' En cambio, embriones de 4
dias de edad, transferidos a receptoras hemihisterectomizadas que se encuentran en el dia 6 o 7
posestro, presentan un desarrollo acelerado que se mantiene hasta que el Gtero alcanza el dia 12 de
gestacion, lo que significa que el ltero produce sefiales que tratan de estimular al embrién asincrénico
para que logre sincronizarse con el ttero.

Sin embargo, a pesar de que el desarrolio acelerado parece ser un mecanismo para compensar la
diferencia de edad entre el embridn y el Gtero, 12 mayoria de los embriones mueren posteriormente, lo
que indica que ese desarrollo acelerado no es normal, aun cuando algunos de ellos son capaces de
continuar creciendo hasta la cuarta semana de gestacion, siempre y cuando el cuerpo liteo se mantenga
mediante la hemihisterestomia.®® Por ! contrario, cuando el cuerpo Witeo no es mantenido mediante
hemihisterectomta, la mayoria de los embriones se pierden al ser destruidos cuande ocurre 1a regresion
del cuerpo Witeo, y son expulsados del dtero al iniciar el siguiente estro.*®

Esto indicaria que en algunos casos el mantenimiento del cuerpo Iiteo puede ayudar a que ta gestacion
continge, pero que en otros, el dafio inicial sufrido por el embridn al ser transferido en condiciones de
asincronia es irreversible. En e! presente trabajo, los casos de las ovejas tratadas con lquido folicular
equino en |os que se presentd un alargamiento de la fase litea y que finalmente no quedaron gestantes,
podrian indicar la presencia de embriones que logran compensar durante algunos dias un ambiente
asincrénico desfavorable, y que sobreviven al reconocimiento de la gestacién pero que posteriormente se

mueren.
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Las causas por las gue muesen los embriones transferidos en asincronia son complejas y dificiles de
explicar. Wilmut y Sales ™ encontraron que cuando se transfieren embriones de 3 o 6 dias de edad 2 una
primer receptora con 3 dias de asincronia (dia 6 6 9 posestro, respectivamente), y se colectan tres dias
después, dichos embriones son aparentemente viables. De los embriones de 3 dias de edad transferidos
a una primer receptora en el dia 6 posestro (asincronia), y posteriormente transferidos a una segunda
receptora en el dia 6 (sincronia), el 70 % flegaron a término. Sin embargo, la mayoria (86 %) de los
embriones de 6 dias de edad transferidos a una primera receptora en el dia 9 posestro (asincronia),
perdieron la capacidad de llegar a término, al ser nuevamente transferidos a una segunda receptora que
también se encontraba en el dia 9 (en sincronia). Esto indicaria que durante los tres dias en que el
embrién se encuentra en el Gtero asincronico se produce una alteracién gue morfolégicamente no es
visible, pero que dafa definitivamente at embrion Ademas sugiere que los embriones de 3 dias de edad
son mas resistentes al daffo producido por una asincronia temporal, en comparacién con los embriones
de 6 dias de edad En un trabajo similar, Xueshi et al ' transfirieron embriones de 6 dias de edad a
receptoras gue se encontraban en el dia 3 del ciclo, y al recolectarios tres dias después encontraron que
el poreentaje de embricnes viables era del 20%, por lo que al parecer, el ambiente uterino asincrénico
afecta el desarrolio embnonario de diferente manera segun |a edad del embridn.

En el presente trabajo se encontrd que las ovejas a las que se [es transfirieron embriones de 6 dias en
sincronia (sin) tuvieron mayor fertilidad (86.66 %). Sin embargo, ésta no fue estadisticamente superior a
1a de] grupo en asincronia (asin) (68.75 %). Los porcentajes de fertilidad entre los grupos asin, asinife y
asinst no fueron estadisticamente diferentes, por lo que la fertilidad no se incrementd con ninguno de los
tratamientos. De cualquier manera e independientemente del tratamiento, el nimero de hembras que
quedaron gestantes en los grupos asincronicos fue superior al esperado, ya que de acuerdo a ia literatura
cuando se transfieren embriones de 6 dias de edad a receptoras con 72 horas de asincronia los
porcentajes de fertiidad son muy bajos™. Asi, Rowson y Moor'™ obtuvieron un 8 % de fertilidad al
transferic embriones de § dias de edad a receptoras que se encontraban en el dia 2 u 8 posestro,
mientras que Wilmut y Sales" transfirieron embriones de 6 dias de edad a receptoras que se

encontraban en el dia 9 postestro (3 dias de asincronia) y ninguno llegd a término.
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En el presente trabajo, a pesar de utilizarse un estricio criterio de por io menos 72 horas de asincronia

entre el ciclo estral de las donadoras de los embriones y sus receploras, se obtuvo un alto porcentaje de
fertiidad en los grupos asincrénicos, que na coincide con lo reportado por otros autores. %
El hecho de haber transferido dos embriones a cada receptora no puede explicar I2 fertilidad obtenida en
las ovejas asincronicas, ya que tanto en los expermentos de Ashworth y Bazer™ y Odensvik y
Gustafsson,” en los que solamente se transfirid un embrién por receptora, como en los de Moore y
Shelton,'” Rowson y Moor'® y Albinh et a/,™® en donde se transfirieron 2 embriones por receptora, la
fertilidad de los grupos en asincronia fue mucho menor que el de las receptoras sincronicas. Es posible
que el alto porcentaje de fertilidad obtenido en las ovejas en asincronia en e! presente trabajo se deba, a
menos en parte, a los progresos que se tienen actualmente en cuanto a ta técnica de recoleccion, manejo
y transferencia de embriones.

Con el objeto de poder utilizar en futuros experimentos el modelo de transferencia de embriones
asincrénicos y evaluar los efectos de diferentes tratamientos sobre éste, se propone que antes se

determine el grado de asincronia que los embriones ovinos toleran de manera natural, con los métodos

modernos de transferencia.
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Sobrevivencia de embriones ovinos
transferidos a receptoras en asincronia

Absftract

The experiment was done in order to try to determine the nurnber of days of asynchrony that the ovine
embryos tolerate, as well as the role of progesterone in their survival. For this were used 18 donors and 55
recipients. The donars were synchronized with flucrogestone acetate and were superovulated with follicle
stimulant hormone, and the embryos were collected by laparotomy at day 6 postestrous. The embryos
were transferred by laparoscopy to recipients synchronized with fluorogestone acetate and PGF2a, wich
were allocated 10 3 groups according to the day of the eskrous cycle in which they were found:
synchronous (syn, n=12), day 6 postestrous; asynchronous 3 (asyn3, n=21), day 9 postestrous; and
asynchronous 4 (asind, n=18), day 10 postestrous. Two embryos of excellent quality from the same donor,
in the stage of morulae or blastocyst, were transferred to each receipient. The fertility of the group in
synchrany (83.3%) was not different from that of group with 3 days of asynchrony {57.14%) (P>0.08). The
lower fertilty (5.26%) was obtained in the group with 4 days of asynchrony. Blood samples of the
recipients were obtained during days 10 to 21 postestrous to determine the plasmatic concentrations of
progesterone, these being greater in the asynchronous recipients when compared with the synchronous
(P<0.05) ones. The embryos collected at day 6 that were transferred to recipients that were in day 9
postestrous, proveked an increase in their progesterone concentrations wich could be associated with the

embryos survival. The 4 days asynchrony originated a high embryonic mortality in spite of the increase in

the concentrations of progesterone.

Key words: Ovine, Embryo transfer, Asynchronous, Progesterone
Resumen

Para determinar el nimero de dias de asincronla que toleran los embrniones ovinos, asi como el papel

de la progesterona en su sobrevivencia, se utilizaron 18 donadoras y 55 receptoras. Las donadoras
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fueron sincronizadas con acetato de fluerogestona y superovuladas con hormona foliculo estmulante,
realizandose la recoleccion de los embriones por laparotomia el dia 6 posestro. Los embriones fueron
transferidos laparoscopicamente a receptoras sincronizadas con acetato de Hucregestona y PGF2a,
divididas en tres grupos de acuerdo al dia del ciclo estral en que se encontraban: sincrénicas {sin, n=12),
dia 8 posestro; asincrdnicas 3 {asin3, n=21)}, dia 9 posestro; y asincrdnicas 4 (asind, n=19), dia 10
posestro. Se transfirieron a cada receptora 2 embriones, morulas o biastocitos, de excelente calidad
provenientes de la misma donadora. La fertiidad del grupo en sincronia (83.3%) no fue diferente a la del
grupo con 3 dias de asincronia (57.14%) (P>0.05), La menor fertilidad (5.26 %) se obtuvo en el grupo con
4 dias de asincronia. Se obtuvieron muestras de sangre de las receptoras durante los dias 10 al 21
postestro para determinar las concentraciones plasmaticas de progesterona, siendo éstas mayores en las
receploras asincrénicas comparadas con las sincronicas (P<0.05). La transierencia de embriones
recoleciados el dia § a receptoras que se encueniran en e dia 9 posesiro, provota un incremento en sus
concentraciones de progesterona que podria estar asociade con la sobrevivencia de los embriones. La

asincronia de 4 dias origina una alta mortalidad embrionaria a pesar del aumento en las concentraciones

de progesierona.

Palabras clave: Ovejas, Transferencia embrionaria, Asincronia, Progesterona.

introduccion

Desde mediados de los afos sesenta se conoce que cuando se realizan transferencias de embriones
en las ovejas, la mayor sobrevivencia se obtiene cuando las receptoras presentan estro no mas de 12
horas antes o después que la donadora'>*™* y que al existir una asincronia de hasta 4B horas disminuye
relativamente poco el porcentaje de feriidad.® En cambio, cuando esta asincronia es de 72 horas © mas,
s6lo un pequeric porcentaje de las receptoras ha quedado gestante.”r

Sin embargo, en estudios recientes en donde se han utllizado 72 horas de diferencia entre el estro de la
donadora y la receptora como modelos para estudiar la asincronia, se han obtenido porcentajes de
fertilidad de entre 50 y 60 %,'>' razén por la cual es conveniente investigar cual es grado maximo de

asincronia tolerado con las técnicas actuales usadas en 1a transferencia de embriones.
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Existe evidencia directa que ia tasa de desarrcllo del embrion ovino puede ser alterada por el ambiente
uterine. Mediante estudios en kos cuales se ha realizado una segunda colescion de embriones que fueron
onginalmente transferidos en condicicnes de asincronia, se ha encontrado que los embriones que son
transferidos a un ambiente uterinc adelantado se desarroflan mas rapido que los transferidos a un
ambiente sincrénice, compensando asl su retraso inicial. En contraste, aquellos embriones adelantados
en relacion con el ftero al que son transferidos pueden retrasar su desarroflo.®*®

Se ha demostrado también que la induccién de elevadas concentraciones de progesterona,
inmediatamente después de realizar la transferencia embricnaria, estimula el desarroila embrianario®'®"
y promueve la sintesis de proteinas embrionarias diferé:'\tes a las sintetizadas por los embriones de las
receptoras a las que no se les adminisira progesterona.’z Esto sugiere que [os embriones transferidos en
asincronia logrardn establecerse en ovejas recepioras cuyas concentraciones circulantes de
progesterona sean superiores al promedio.** '

El chjetivo del presente trabajo es comparar la fertilidad y la sobrevivencia embrionaria en ovejas que
reciben ermbriones sincrénicos o con 3 y 4 dias de asincronia. Ademas de comparar ias concentraciones

de progesterona de las hembras gestante y no gestantes en cada uno de los grupos.

Material y métodos

Esle trabajo se realizé en e Centro de Ensefianza Practica, Investigacion y Bxdension en Rumiantes
(CEPIER), y en el Departamento de Reproduccion de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de
la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM). E! CEPIER estd ubicado en el Km. 29 de la
Carretera Federal México Cuemavaca, Delegacién Tizlpan, D.F. a 2760 msnm, 19° latitud norte y 98°
longitud oeste. El clima de [a regién es de tipo c{w) (w) b (ij), que corresponde a semifrlo-semihumedo,
con lluvias en verano y una precipitacion pluvial de 800 a 1200 mm.

Se utilizaron 18 ovejas donadoras y 55 receptoras que se encontraban ciclando en plena época
reproductiva. Para la sincronizacién de las donadoras se usaron durante 12 dias esponjas intravaginales,*
con 40 mg de acetfato de flucrogestona {(FGA). Para la superovulacion se administraron un total de 200
Ul de hormona foliculo estimutlante,* dividida en dos aplicaciones por dia durante cuatro dias, bajo &l

* Chronogast, Intervet-México
** Plyset, Serono-México.
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siguiente esquema: dos dias antes de retirar la esponja se administraron dos dosis de 37.5 U, un dia
antes y et dia del retiro dos dosis de 25 Ul en cada uno, y un dia después de retirado el FGA, dos dosis
de 12 5 Ul. En las donadoras se detectaron calores dos veces al dia, iniciando a las 24 horas de retirada
ia esponja y a 1as que presentaron celo conductual (dia © del ciclo estral) se les dié monta cada ocho
horas mientras permanecieron re¢eptivas.

La recoleccién de [os embriones se realizé el dia 6 posterior al estro por laparotomia medio ventral.
Para ello, se someti¢ a las donadoras a anestesia general: la tranquilizacion se hizo mediante la
adrninistracin intramuscular de Xilazina al 2% (10 mg/50 kg de peso vivo) y como anestésico se utilizé
Ketaminz (2 mg/kg de peso vivo} por via endovenosa. Se rasurd, lavd y desinfectd fa region abdominal
para posteriormente realizar una incision de aproximadamente 5 cm de largo y 3 cm anterior a la ubre
sobre la linea media. Se exteriorizé ¢! dtero y se observaren los ovarios para evaluar 1a respuesta a la
superovulacion. Después se favd cada cuerno utering utilizando una sonda de Foley {caiibre 10G), que se
introdujo en la base mediante una puncién realizada con un catéter intravenoso (14Gx5%) para recuperar
el medic de lavado. Posteriormente, a través de otro catéter intravenoso (18Gx1% ) insertado en la punta
del cuerno uterino, se administraron 60 ml de solucién Dulbecco modificada a la que se le agregd 0.4 %
de albumina sérica bovina y penicilina G sodica (100 Ulimi). El medio se colectd en un filtro concentrador.
Concluida fa recoleccion de los embriones, ¢! (lero se regress a la cavidad abdominal v se suturd la
ncision.

Las 55 ovejas receptoras se sincronizaron durante 12 dfas con 40 mg de FGA, y dos antes del retiro def
progestageno se les administraron 7.5 mg de PGF2a.** Para la formacion de los grupos las receptoras
se dividieron al azar en tres grupos: el primero formado por 12 ovejas en sincronia {sin} con el ciclo estral
de las donadoras, de tal forma que en el dia de Ia transferenciz embrionaria se encontraban en el dia 6
posestro; el segunde grupo integrado por 21 hembras, en las que tanto la colocacidn de las esponjas
intravaginales camo sy retiro, se realizé 3.5 dias antes que en las donadoras, con el objets de asegurar
una asincronia minima de 3 dias (asin3), de manera que al recibir embriones de 6 dias de edad se

encontraban enel dila9 posestro; y el tercer grupo formado con 19 ovejas, en las que las esponjas se

*** Prosolvin, Serong-México,
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colocaron y retiraren 4.5 dias antes que en las donadoras, asegurando que el dia de la transferencia se
encontraban en el dia 10 posestro.

Las receptoras que presentaran un cuerpo Witeo bien desarrollado recibieron 2 morulas o blastocitos™
de excelente calidad (esféricos, simétricos y con células de color, tamafio y textura uniformes),™
provenientes de la misma donadora. Para la transferencia, las ovejas se tranquilizaron con Xilazina
inframuscular 2l 2% (10 mg/s0 kg de peso vivo), y come anestésico se utilizé Ketamina (2 mg/kg de peso
vivo) por via endovenosa. En la pared abdominal se hicieron dos incisiones, aproximadamente a 4 cm de
la ifnea media y 3 cm anteriores a la ubre. Por una de estas incisiones se insertd un trécar con canula por
donde se introdujo un laparoscopio. Antes de localizar el Gtero y los ovarios para su examinacion, se
insufl {a cavidad con aire a través de una aguja de Verres. Se localizé el ovario con el cuerpo liteo mas
desarrolfado, y por la segunda canula se introdujeron unas pinzas de Babcock con las que se refrajo y
exteriorizé el cuerno ipsilateral a dicho cuerpo Iiteo. En el cuerno uterino seleccionado se hizo una
peguefia puncidn con un catéter intravenoso (18Gx1% ) y se transfirieron los embriones por medio de una
jeringa insulinica conectada a una punta para pipeta. Finalmente se regresé el cuerno a la cavidad
abdommna y se suturaron las incigiones.

Se obtuvieron muestras de sangre de todas ias receptoras diariamente durante los dias 10 al 21
posestro, y para evaluar la funcidén Hitea se determinaron |as concentraciones plasmaticas de
progesterona. El diagndstico de gestacidn de Jas receptoras transferidas se realizd mediante
ultrasonografia de tiempo real en los dias 30 y 60 postservicio."

Las concentraciones diarias de progesterona {dias 10 a 21) en las ovejas gestantes y no gestantes se
calcularon mediante e} método de cuadrados minimos del procedimiento de modelos lineales generales,
analizando en los modelos las variables tratamiento, dfa del ciclo y la interaccién tratamiento-dia del ciclo,
Los vajores de la progesterona entre los grupos se compararon mediante diferencia de medias (prueba
de Bonferroni),'®

En las ovejas no gestantes se midi6 la duracion de la fase litea, considerando el periodo en que 108
niveles de progesterona se mantuvieron superiores a 1.0 ng/mi. Este periodo se comparé entre
tratamientos mediante la prueba de t. Para comparar el efecto de los tratamientos sobre los porcentajes

de fertilidad se utilizé la prueba exacta de Fisher,'



Resultados

En el cuadro 1 se muestra el nimero de ovejas gestantes y no gestantes, asi como ¢l porcemale de
fertiidad por tratamiento. La mayor ferifiidad correspondio al grupo en sincronia {sin), aungque ésta no fue
estadisticamente diferenie a ta del grupo con 3 dias de asincronia (asin3) (P>0.05). En cambio, en &l

grupo con 4 dias de asincronia (asind) ef porcentaje de fertilidad fue significativamente menar al de los

otros dos grupos.

Cuadro 1
Porcentajes de fertilidad

Tratamiento  Gestantes  No gestantes % de fertilidad

sin 10 2 83.33°
asin3 12 g 57.14®
asind 1 18 5.26°

® valores con la misma literal no son diferentes {P>0.05)

En el cuadro 2 se muestran las concentraciones promedio de la progesterona plasmatica (ng/mi)
encontradas entre el dia 10 y 21 posestro en las ovejas de los diferentes tratamientos, considerando si
quedaron gestantes o no como resultado de la ransferencia de embriones. Al incluir tanto a las gestantes
como a las no gestantes, las concentraciones de progesterona (2.63 £ 0.9) fueron significativamente
mayores (P<0.05) en el grupo con 3 dias de asincronia (asin3) comparado con el grupe en sincronia
(sin), Esta diferencia entre las ovejas de! grupo asin3 y las del grupo sin se presentd tanto en las ovejas
gestantes como en las no gestantes. También las ovejas no gestantes del grupo asind tuvieron
concentraciones de progesterona significativamente mayores que las no gestantes sincronicas (P<0.05).
Solamente una oveja del grupo con 4 dias de asincronia quedd gestante, por 1o que no fue posible

compararla con las ovejas gestantes de los otros grupos.
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Cuadro 2
Concentraciones {promedio + e.e) de progesterona plasmatica (ng/mi)
en receptoras gestantes y no gestantes

Tratamiento Gestantes No gestantes Promedio
sin 254+012° 1.07£0.19° 180+0.15
{10) {2) (12)
asin3 356+0.11° 170+ 0.08¢ 263+009°
(12) 9 {21)
asind 2.59+0.38 1.70+0.06° 2.14+022°
1) (18) {19)

208 yralores que na comparten al menas una literal son significativamente diferentes (P>0.05)

En el cuadro 3 se presentan las concentraciones diarlas (dias 10 a 21 posestro} de la progesterona
plasmética de las ovejas gestantes en cada unc de los tratemientos. De manera general, las
concentraciones de progesterona fueron mayores en el grupo con 3 dias de asincronia (asin3) en
comparacién con el grupo en sincronia (sin), tendencia que se mantuvo durante todo el muestreo. En el
caso del grupo con 4 dias de asincronia (asind} debe aclararse que las concentraciones mostradas

corresponden 2 la Unica oveja de este grupo que quedo gestante, par lo que no es posible realizar

comparaciones.
Cuadro 3
Concentraciones diarias (promedio + e.e.) de progesterona (ng/ml) en receptoras gestantes
Tratamiento
Dia del ciclo sin (10) asin3 (12) asind (1)
10 225+04° 3.89+03° 14413
1 2.50+0.4° A01+£03° 117213
12 3453047 4521030 16613
13 2.81:04° 3.70+03° 230+1.3
14 245104° 371+03" 357+13
15 2.50+04° 3.09+03° 519+ 1.3
16 248+04° 291+03" 420+ 1.3
17 241£04° 3.48+03° 214£1.3
18 2.38+04" 327+03° 2088+13
19 240+04° 3.09x03* 16813
20 219+04° 362+03° 270113
21 270+04°" 343+03° 20613

%5 para un determinado dia {rengldn) los valores que no comparten literal son estadisticamente
diferentes (P<0.05).



En fa figura 1 se muestran las concentraciones de progesterona durante los dias 10 a 21 postestre para
algunas ovejas gestantes represeniativas de los diferentes tratamientos. Aunque las congentraciones

Huctdan marcadamente entre animales y entre dias, en todas las ovejas las concentraciones se

mantienen supencres a 1 ng/ml durante el muestreo.
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Figura 1. Concentraciones de P4 (ng/ml) en ovejas gestantes de os tres grupos.

En el cuadro 4 se presentan las concentraciones diarias (dias 10 a 21) de la progesterona plasmatica
de las ovejas no gestantes en cada uno de los tratamientos. En general, las concentraciones de
progesterona permanecieron superiores a 1 ng/ml hasta alrededor del dia 15 posestro. Aungue los
grupos en asincronia presentaron mayores concentraciones de P4, Unicamente los valores de los dlas 12
al 14 fueron estadisticamente diferentes a las del grupo en sincronia (P<0.05). En todos los grupos, las

cencentraciones promedio de progesterona se redujeron a menos de 1 ng/ml a partir del dla 16 posestro.
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Cuadro 4
Concentraciones diarias (promedio * e.e.) de progesterona {ng/ml) en las ovejas no gestantes

Tratamiento
Dia del ciclo sin (2) asin3 (9) asin4 (18)
10 253+06° 348032 368+02°
11 2.31+06° 373+03% 329+02°
12 229+06°% 421+03° 367x02°
13 215+06° 3.59+03% 411+02°
14 192+06° 352z03" 345:02"
15 167062 146£03° 1.09+0.2°
16 000+£06° 0.15+£0.3° 029+02°

*® para un determinado dia (rengion) los valores que no comparten [iteral son estadisticamente
diferentes (P<G0.05).

En el cuadro 5 se presenta la duracién de la fase litea en las ovejas no gesiantes de los diferentes
tratamientos, considerando los dias en que los niveles de progesterona se mantuvieron superiores a 1.0

ngfml. Para los fres grupos 1a duracion de 'a fase Witea correspondié a la que normalmente ocurre en

ovejas no gestantes.

Cuadro 5
Dias promedio en que los niveles de progestercna de las ovejas no gestantes
se_mantuvieron superiores a 1 ng/mi.

Tratamiento Media £ d.e.
sin (2} 155 £ 07°
asin3  (9) 1586 % 0.7°
asind  (18) 153 £ 06°

Las diferencias entre grupos no son estadisticamente significativas (P>0.08).

En la figura 2 se muestran las concentraciones de progesterona durante los dias 10 a 21 posestro para
algunas ovejas no gestantes en las que la regresién del cuerpo lOteo ocurrid alrededor del dia 15

posterior al estro, equivalente a un ciclo estral normal.
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Figura 2. Conceniraciones de P4 en ovejas ne gestantes de los tres grupos.
Discusion

En condiciones normales los eventos més importantes del reconocimiente de la gestacion, como la
secrecian de proteinas por parte del embrién ovino, ocurren entre los dias 12 y 13 de la gestacion, es
decir, uno o dos dias antes del momento en gue estd programada la destruccion del cuerpo litec por
parte del (tero materno. Asi, el hecho de gue en el presente trabajo lograran establecerse embriones que
solamente tenia 11 dias de edad al llegar el momento critico para el reconocimiento de la gestacion,
indica que l2 transferencia de embriones en asinCronla de alguna manera acelera el desarrollo
embrionario o retrasa la programacién uterina de prostaglandinas uterinas, de modo tal que en algunos
casos puede establecerse la gestacion.

En el presente trabajo se encontrd que cuando la receptora se encontraba en sincronia con la denadora
en ¢l dia & posestro se obtuve la mayor fertilidad (83 3 %). Sin embargo, ésta no fue estadisticarnente
supernor 2 la obtenida en el grupe con 3 dlas de asincronia (57.1 %). De cualquier manera, el nimere de

hembras gue quedaren gestantes en el grupe con 3 dias de asincronla fue superior al esperado, ya que
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de acuerdo a ta literatura cuandoe se transfieren embriones de 6 dias de edad a receptoras con 72 horas
de asincronia los porcentajes de fertilidad son muy bajos.® Asl, Rowson y Moor 7 obtuvieron un 8 % de
fertilidgad al transferir embriones de 5 dias de edad a receptoras que se encontraban en el dia 2 u 8
postestro, mientras que Wilmut y Sales 3 ransfirieron embriones de 6 dias de edad a receptoras que se
encontraban en el dia 9 postestro (3 dias de asincronia) y ninguno llegd a término.

Las razones por las que en el presente trabaje se obtuvo una fertilidad relativamente elevada en las
receptoras con 3 dias de asincronia no se conecen, sin embargo en trabajos previes hemos encontrado
resultados simitares,’>™ por lo que es posible qua 1os avances en la metodologla utilizada, tanto para la
recoleccion como para la transferencia de los embriones, pefmitan una mayor resistencia de los
embriones en camparacion a la que se cbtenia en décadas pasadas.™” A pesar de esto, es evidente que
existe un limite a la asincronia tolerada, ya que en el presente trabajo la fertlidad fue casi nula en el
grupo de receptoras con 4 dias de asincronia con respecto al desarrolio del embrin.

£n la oveja existe evidencia directa de que el ritmo de desarrollo del embrion puede ser medificado por
el ambiente uterino. Estos efectos se han estudiado mediante la coleccion de embriones que previamente
habian sido transferidos en asincronia. Asi, Lawson et af * demostraron que cuando se transfirieron
embriones de 4 dias de edad a ovejas que se encontraban en el dia 1 6 2 posestro, dichos embriones
sufrieron un retraso en su desarrollo y fueron incapaces de superar el estadio de blastocito temprano. En
cambio, cuando ios embriones de 4 dias de edad fueron transferidos a receptoras hemihisterectomizadas
que se encontraban en el dia 6 6 7 postestre, los embriones presentaron un desarrollo acelerado que se
mantuvo hasta que el Gtero alcanzd el dia 12 de la gestacién. Lo anterior significa que el Utero puede
producir sefalas que tratan de estimular el embrion asincrénico para que logre sincronizarse con el dtero.
Sin embargo, 2 pesar de que el desarrolio acelerado parece sef un mecanismo para compensar la
diferencia de edad entre el embrién y & Gtero, en el trabajo de Lawson et af * la mayoria de los embriones
murieron posteriormente, indicando gque el desarrollo acelerado no era normal, atn cuando algunos de
elios fueron tapaces de continuar creclendo hasta la cuarta semana de gestacion, siempre y cuando el
cuerpo liteo se mantuviera mediante hemihisterectomia. Por el contrario, cuando el cuerpo liteo no fue
mantenido por la hemihisterectomia, la mayoria de los embricnes se perdieron al ser destruidos cuando

ccurrié la regresién del cuerpo liteo, siendo expulsados del (tero al inicio del siguiente estro.
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En este trabajo se encontrd también que algunos embricnes sobrevivieron a una asincronia de 3 dias,
mientras que otros murieron, [0 que indicaria que en algunos cascs el mantenimiento del cuerpo lUteo
puede ayudar en la continuacion de la gestacién, pero que en otros el dafio inwial sufrido por el embrion
al ser transferdo en condiciones de asincronia es irreversible. Sin embargo, en el presente trabajo el
porcentaje de gestacion (57 %) en las hembras con 3 dia de asincronia fue mayor al porcentaje de entre
un 8 y 20 % obtenido en otros trabajos con cierta similitud.>*7

En el presente trabajo las concentraciones promedio de progesterona en las ovejas de los grupes en
asincronia fueron mayoeres a las de las hembras del grupo en sincrenia, por lo que pudiera pensarse que
una hembra que recibe un embndn retrasado en su desarrollo, responde elevando sus concentraciones
de progesterona con el objeto de estirnular el desarrollo embrionano y compensar su menor edad en
relacion al Gtero al que es transferido. En este sentido, Ashworth y Bazer'? demostraron que la
administracion de progesterona estimula la sintesis de proteinas embrionarias que son diferentes a las
sintetizadas por los embriones de las receptoras que ne 1a reciben. Ademas Geisert et af 2 Yaterminaron
que fa administracion de progesterona a hembras receptoras les provoca una aceleracion del desarrollo
embrionario y que en el caso del bavino, 1a progesterona en hembras transferidas en asincronia eleva los
porcentajes de fertilidad hasta niveles cercanos a los logrados en las hembras en sincronia. De igual
manera, la administracion de GnRH a vacas receploras en asincronia, al incrementar las concentraciones
de progesterona, ha logrado favorecer la sobrevivencia de los embriones transferidos.'

Sin embargo, aunque en el presente trabajo la elevacién en las concentraciones de progesterona
provocada por la presencia de embriones asincrénicos pudo haber contribuido a su sobrevivencia, es
evidente que dicha elevacién por si misma no garantiza que se mantenga su gestacidn, ya que también
se produjo en aquellas hembras en asincronfa en las que la prefiez no pudo establecerse.,

Las causas por las que mueren fos embriones transferidos en asincronfa son complejas y dificiles de
explicar. Wilmut y Sales® encontrarcn que cuando se transfirieron embriones de 3 6 6 dias de edad a una
primer receptora con 3 dfas de asincronia (dia 6 6 9 posestro, respectivamente) y se colectaron tres dias
despues, dichos embriones eran aparentemente viables. De los embriones de 3 dias de edad transferidos
a una primer receptora en el dia 6 posestro {asincronia) y posteriormente transferidos a una segunda
receptora en el dia & (sincronia), el 70 % llegaron a término. Sin embargo, la mayoria (86 %) de los

embriones de 6 dias de edad transferidos a una primer receptora en el dla 9 posestro (asincronia),
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perdieron la capacidad de Hegar a término al ser nuevamente transferidos a una segunda receptora que
también se encontraba en el dia 9 {en sincronia). Esto indicaria que durante los tres dlas en que los
embriones de 6 dias de edad se encuentran en el Gtero asincrénico, se produce en algunos de ellos una
alteracién que morfologicamente no es visible, pero que los dafa definiivamente. Ademas sugiere que
los embriones de 3 dias de edad son mas resistentes al dafto producido por una asincronia temporal, en
comparacion con los embriones de 6 dias de edad. En un trabajo similar Xueshi et af ** transfirieron
embriones de € dias de edad a receptoras que se encontraban en el dia 3 del ciclo y al recolectarlos tres
dias después encontrarcn que el porcentaje de embriones viables era de! 20%, por lo que al parecer el
ambiente uterino asincrénico afecta el desarrolio embrionario de diferente manera dependiendo de la
edad del embrion.

Por otra parte, en diversos trabajos se ha demostrado que a pesar de existir una relacién de asincronia
entre el Utero y el embrion, es posible obtener un porcentaje importante de gestaciones en las ovejas
cuando la asincronia no es mayor de 48 horas.™™ Sin embarge, en el presente trabajo se utilizo un
estricto criterio de por lo menos 72 horas de asincronia entre el ciclo estral de las donadoras de los
embriones y sus receptoras, hecho que de acuerdo a la literatura deberia resultar en una fertitidad muy
baja, lo que solamente ocuriié en las ovejas con 96 horas de asincronia. El hecho de haber transferido
dos embricnes a cada receptora no puede explicar la fertilidad obtenida en las ovejas asincronicas, ya
que tanto en los experimentos de Ashworth y Bazer' y Odensvik y Gustafsson® en los que solamente se
transfirid un embridn por receptora; come en los de Moore ¥ Shelton,® Rowson ¥y Moor’ y Albinh et af* en
donde se transfirieron 2 embriones por receptora, la fertilidad de los grupos en asincronfa fue mucho
menor que el de las receptoras sincrénicas,

Aungue fa transferencia de embriones de 6 dlas de edad a ovejas que se encuentran en el dia 9 ¢ 10
postestro resuita en una elevacién sostenida en las concentraciones de progesterona, que en algunos
casos favorece la sobrevivencia embrionaria, el hecho de que solamente el 57% de los embriones
transferidos con 3 dias de asincronia y el 6% de los transferidos con 4 dlas de asincronia lograran
sobrevivir, a pesar de que en casi todas las receptoras en asincronia se elevaron las concentraciones de

progesterona, indica que deben existir factores adicionales que determinen la viabilidad de los embriones

transferidos en asincronia,
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“...mas locos que yo los que no rien, ni lloran,
ni beben porgue son esclavos de indtiles
respetos sociales..."

Pito Pérez
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