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Resumen

ANGULO MEJORADA ROSA BERTA. Efecto de la somatotropina bovina sobre la funcidn litea
en ovejas superovuladas y el desarrollo y la viabilidad de sus embriones (Bajo la direccion de
Vicente Octavio Mejia Villanueva y Antonio Ortiz Hernandez).

El objetivo del estudio fue el de evaluar el efecto de la somatotropina bovina sobre la funcion
litea en ovejas superovuladas, asi como la viabilidad embrionaria. El trabajo se realizé en el
Centro de Ensefanza, Investigacion y Extensién en Produccién Ovina, en el poblado de Tres
Marias, Municipio de Huitzilac. Se utilizaron ovejas de las razas Suffolk como donadoras y
Rambouillet como receptoras de entre 2 y 4 afios de edad que habian parido anteriormente. A
las ovejas se les sincronizoé el ciclo estral con esponjas intravaginales con 40 mg de Acetato de
Fluorogestona, mismas que permanecieron 9 dias. A las receptoras se les aplicaron 7 mg de
Dinoprost trometamina dos dias antes del retiro de la esponja. Veinte ovejas Suffolk donadoras
de embriones fueron superovuladas con 250 Ul de FSH porcino en dosis decreciente. Una vez
en celo recibieron monta cada 8 horas mientras permanecieron receptivas, se asignaron al azar
en lote tratado con 10 hembras que recibieron 100 mg (0.28 ml) de somatotropina bovina en
dosis unica intramuscular a las 36 horas de detectarse por primera vez el estro y lote testigo con
10 hembras a las que les administraron 0.28 mi de solucion salina fisiolégica. La recoleccion de
embriones se realizd por medio de laparotomia medio ventral el dia 6 postservicio. Los
embriones se evaluaron morfolégicamente considerando transferibles a las mérulas y blastocitos
calidad 1 y calidad 2. No se encontr6 diferencia significativa (P>0.05) para los ovocitos 1.56 +
1.43 vs. 1.63 £ 0.92, moérulas 4.44 + 1.14 vs. 4.0 £ 1.40, blastocitos 1.11 £ 0.89 vs. 2.25 +1.75ni
las estructuras totales 7.11 + 1.68 vs. 7.88 + 1.51. En el efecto del tratamiento sobre el nimero
de cuerpos luteos totales que se encontro en el grupo testigo y el tratado (11.11 £ 1.02 vs. 13.63
+ 1.67), cuerpos luteos normales (10.11 + 0.89 vs. 12.75 + 1.21) y cuerpos Iiteos en regresion
(1.0 £ 0.50 vs. 0.88 + 0.88) y estructuras totales (7.11 + 1.68 vs. 7.88 = 1.51) al llevar a cabo el
analisis estadistico no se encontré diferencia significativa (P>0.05). Las concentraciones
promedio de la progesterona plasmatica (ng/ml) encontradas entre los dias 1 al 6 en las ovejas
testigo y en las tratadas, no fueron significativamente diferentes (P>0.05). La viabilidad de los
embriones se evalud tomando en cuenta la fertilidad obtenida en las ovejas receptoras, dicha
evaluacion se realizé mediante el parto de la oveja y se encontrd en el grupo testigo que 5 ovejas
de un total de 11 hembras receptoras, quedaron gestantes, lo que corresponde al 45.45 % de
fertilidad y en el grupo tratado, 10 hembras de un total de 14 receptoras, quedaron gestantes, lo
que corresponde a un 71.42 % de fertilidad, existiendo una diferencia significativa (P<0.05). La
prolificidad obtenida por las hembras receptoras que recibieron embriones de las donadoras
testigo y las tratadas con somatotropina bovina, obteniéndose en el grupo testigo una prolificidad
de 180% y el grupo tratado 160%, encontrandose una diferencia significativa (P<0.05). Se
concluye que la somatotropina bovina no tiene efecto sobre la funcién litea en ovejas
superovuladas ni sobre el desarrollo y la viabilidad de sus embriones. Palabras clave:
Somatotropina, ovejas, embriones, progesterona.
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Summary

ANGULO MEJORADA ROSA BERTA. Effect of recombinant bovine somatotrophic hormone
(rBST) over the luteal function in superovulated ewes and their embryos development and
viability. (Directed by Vicente Octavio Mejia Villanueva y Antonio Ortiz Hernandez).

The aim of this study was to evaluate the effect of recombinant bovine somatotrophic hormone
(rBST) on the luteal function of superovulated ewes, as well as the embryonic viability. The
experiment was carried out in an experimental center located in Tres Marias, Huitzilac, at 19° 02’
lat N and 99° 16’ long W. Adult ewes, between 2 to 4 years old were used as donor (Suffolk) or
recipient females (Rambouillet). All ewes were synchronized for estrous with intravaginal sponges
impregnated with 40 mg of fluorogestone acetate that remained in place for 9 days. Additionally,
recipient ewes were injected with 7 mg of Dinoprost 2 daysbefore sponge removal. Twenty donor
ewes were superovulated with 250 Ul of porcine FSH in a decreasing schedule. Once in estrous,
female were mated with a fertile male every 8 hours until the end of receptivity, when they were
assigned at random to the following groups, in Group | (n: 10) they were injected IM with 100 mg
(0.28 ml) of bovine somatotrophin hormone 36 hours after onset of estrous, while ewes in the
Control Group were injected in the same manner with saline. Embryo collection was performed
via medio-ventral laparotomy 6 days after last service. Embryos were evaluated morphologically
and morula and blastocyst quality 1 and 2 were considered as transferable embryos. There were
no significant differences (P>0.05) between the treated (rSBT) and control group in the number of
oocytes 1.56 + 1.43 vs 1.63 £ 0.92, morulas 4.44 + 1.14 vs 4.0 + 1.40, blastocyst 1.11 £ 0.89 vs
2.25 £ 1.75, total structures 7.11 + 1.68 vs 7.88 £ 1.51, total corpus luteum number 11.11 £ 1.02
vs 13.63 +1.67, normal corpus luteum 10.11 + 0.89 vs 12.75 £ 1.21. no differences were found
also in the serum progesterone concentration in the rBST group and control group between days
1 and 6 (P>0.05). Embryo viability was evaluated through lambing rate in recipient receiving
embryos from each group. In recipients impregnated with embryos from rBST group 45.45%
lambed (5/11) been different (P<0.05) in those receiving embryos from the control group 71.42%
(10/14). There was a difference in prolificity (P<0.05) between the recipients from the control and
the rBST group (180 vs160%). It is concluded that the inclusion of rBST in the superovulatory
treatment has no effect on the luteal function and embryo development and viability.
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EFECTO DE LA SOMATOTROPINA BOVINA SOBRE LA FUNCION LUTEA EN
OVEJAS SUPEROVULADAS Y EL DESARROLLO Y LA VIABILIDAD DE SUS
EMBRIONES.

2. Introduccién

En todas las especies domésticas, la pérdida prenatal alcanza niveles
importantes ya que del 30 al 40% de los Ovulos existentes en el momento del
apareamiento o inseminaciéon, no consiguen convertirse en embriones viables.

Diversos estudios han demostrado que la mayor parte de estas pérdidas
prenatales (aproximadamente dos tercios del total) se producen durante las primeras
fases de la vida embrionaria antes de la implantacién; en la oveja puede incluso que
no se advierta ninguna diferencia sobre la longitud del ciclo estral .’

Quizas un factor importante es la influencia pemiciosa del envejecimiento de
los gametos en el tracto reproductor femenino, en el caso de que el apareamiento o
bien la inseminacion artificial, se lleve a cabo mucho tiempo antes o después con
respecto a la ovulacion . ? Otros factores que pueden provocar la pérdida prematura
de embriones son los diversos trastornos producidos durante el periodo de
preimplantacion, como por ejemplo el efecto de la temperatura ambiente demasiado
elevada, las tensiones metabdlicas producto de una dieta irregular durante la época
del apareamiento y la ovulacion. También pueden presentarse trastomos endocrinos,
como en el caso de ovejas que se alimentan en praderas con abundantes plantas
estrogenicas. También como consecuencia de tratamientos de sincronizacién con
base en aplicaciones de progestagenos, que si se usan en forma prolongada se puede
obtener una adecuada supresion y sincronizacion de los estros y la ovulacion, pero
asociados a una baja fertilidad. ' *

Durante el desarrollo temprano de los embriones, es necesaria la existencia de
un ambiente uterino adecuado y de una serie de eventos cuidadosamente
relacionados. Godkin et al {1982) °, identificaron una proteina secretada durante el
periodo critico en el cual se rescata el cuerpo liteo (CL) en la borrega. Esta proteina
secretada por el embridn, se denominaba anteriormente proteina trofoblastica ovina y
actualmente interferén-tau ovino (oIFN-t) * ° ° También existen factores de
crecimiento parecidos a la insulina (IGF-1 y Il) y el factor de crecimiento epidermal
(EGF), que intervienen en el desarrollo de los embriones antes de su implantacion y

posteriormente son mediadores de la decidualizacién e implantacion embrionaria.’



Estos factores de crecimiento, ademas de participar en el metabolismo
embrionario estimulando la sintesis de proteinas, estimulan el crecimiento y la
diferenciacién de las células uterinas. De estos factores de crecimiento, el IGF-| es el
mediador mas importante que se produce en respuesta a la hormona del crecimiento o
somatotropina.’

Hasta el momento, la mayoria de los trabajos que se han realizado utilizando
somatotropina bovina, han evaluado los efectos sobre la funcién folicular y del cuerpo
liteo sin evaluar el efecto sobre el grado de desarrollo de embriones ovinos al
momento de ser colectados. Por lo que el presente trabajo pretende llevar a cabo la
evaluacion del efecto de la somatotropina sobre el desarrollo de dichos embriones y la

funcién lutea en la oveja, el porcentaje de gestacion y la prolificidad.



3. REVISION DE LA LITERATURA.

3.1 El ciclo estral y la ovulacién

La cadena de acontecimientos que se repiten y conducen a los periodos de
receptividad sexual regulares, reciben el nombre de ciclo estral.® Las ovejas exhiben
estro a intervalos regulares durante la estacion reproductiva, ° en la cual el ciclo estral
tiene una duracién aproximadamente de 17 + 3 dias y un estro de 30 horas en
promedio. '

El desarrollo folicular y la ovulacion estan regulados por una compleja
interaccion hormonal. La secreciéon hipotalamica de la hormona liberadora de las
gonadotropinas (GnRH) tiene su accidén sobre la glandula hipofisiaria, estimulando la
sintesis y la liberacion de hormona luteinizante (LH) y hormona foliculo estimulante
(FSH)."" Tanto la secrecion de GnRH como la respuesta de la LH y la FSH a esta
hormona se ven afectadas por el estradiol, progesterona e inhibina secretadas por los
ovarios."? La progesterona tiene un efecto de retroalimentacién negativa sobre el
hipotalamo reduciendo la frecuencia de los pulsos de secrecion de GnRH. Este efecto
se traduce en la hipofisis en una disminucién en la frecuencia de secrecion de LH.
Como resultado, durante la fase lutea los foliculos ovaricos no llegan a desarrollarse
hasta un estado preovulatorio.”" ™

El ciclo estral de la oveja se puede dividir en dos etapas desde el punto de vista
endocrinoldgico: Fase folicular o estrogénica y fase luteinica o progestacional.'

Fase Folicular (Proestro y Estro). La fase folicular es el periodo desde la
regresion del cuerpo luteo hasta la siguiente ovulacion, y aparentemente es corto (dos
dias en la borrega). Sin embargo, la presencia de foliculos antrales a través de la fase
lutea sugiere que la duracion real de la fase folicular es de dos a cinco dias, si la “fase
folicular” se refiere al periodo que va de la formacion del foliculo antral a la ovulacion™.

En la borrega hay una segunda elevacion de FSH de 20 a 30 horas después de
de la oleada preovulatoria de LH y FSH, esta elevacion postovulatoria de FSH provoca
la formacién de antro en la poblacién folicular que incluye a los candidatos a ovularse
uno o dos ciclos después’. En las borregas, este segundo pico de FSH es mucho mas
prolongado en animales con mayor frecuencia ovulatoria, y la magnitud de este pico se
correlaciona intimamente con el nimero de foliculos antrales presentes en el ovario 17
dias después'®. Esta fase se caracteriza por un desarrollo folicular rapido y en el cual
el cuerpo Iuteo (CL) del ciclo anterior sufre una regresion, '*los foliculos primarios se

desarrollan a diario y casi cada hora. Sélo pocos llegan a convertirse en foliculos de
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Graaf y ovulan, la mayor parte de los foliculos sufren atresia. ® ' En este estado, el
animal esta expuesto a un incremento progresivo en los niveles de estrogenos
secretados por los foliculos en desarrollo. El tiempo promedio para que un foliculo se
desarrolle y llegue a la ovulacion es de dos semanas, sin embargo, sélo hasta el dia
14 del ciclo se sabe cuantos foliculos ovularan.'

El estro es definido como el periodo de receptividad sexual, durante el cual
ocurre la ovulacion y el apareamiento, y el CL comienza a formarse, la duracién del
estro puede ser desde 24 hasta 36 horas y la ovulacién ocurre al final del estro (25 a
36 horas de iniciado el estro). La ovulacidn es el proceso mediante el cual se rompe el
foliculo maduro y se libera el 6vulo maduro. En la oveja la ovulacién es espontanea, es
decir que ocurre de igual forma tenga o no contacto con el macho."

Fase Lutea (Metaestro y Diestro). Este es el periodo transitorio entre la
ovulacion y el desarrollo del CL. Después de la ovulacion, el espacio total ocupado por
el foliculo, se transforma en un tejido completamente diferente con vascularizacion
interna y funciones endocrinas.” ' Conforme el foliculo incrementa su tamafo, el
antro se van llenando de liquido folicular, en este momento al foliculo se le conoce
como foliculo de Graaf. Después de la ovulacién el foliculo de Graaf roto se llena por
un coagulo de sangre constituyéndolo en lo que se conoce con el nombre de cuerpo
hemorragico.’® Por la influencia en la oleada de LH, las células de la granulosa, en |a
pared del foliculo roto, proliferan y se transforman en células luteinicas y este tejido se
infiltra por capilares y subsiguientemente las células llenan el antro del foliculo, a esta
nueva estructura formada se le llama cuerpo liteo (CL).™ ** 7/

El CL es un érgano endocrino temporal, el cual funciona por pocos dias en las
ovejas ciclicas no gestantes. Durante el diestro, el CL produce los niveles maximos de
progesterona, si en el dia 12 del diestro, no se encuentra un embrién viable dentro del
utero de la oveja, el cuerpo liteo sufre una lutedlisis y regresién.’ *°

Durante la lutedlisis, se presenta una disminucion en la actividad lutea sin que
exista dafo celular, hay disminuciéon en la capacidad del CL para producir
progesterona, por lo que se presenta una disminucién drastica en los niveles en los
niveles de dicha hormona en el suero. Para que se produzca la lisis del CL es
necesario el establecimiento de un patrén de secrecion pulsatil de la prostaglandina
F.. por parte del utero, aun cuando los mecanismos que regulan la secrecion y
sintesis de la prostaglandina F,x no estan bien establecidos, se sabe que las

hormonas esteroides ovaricas (estradiol y progesterona) y la oxitocina, tanto de origen



liteo como hipofisiario, juegan un papel importante en la generacion de estos
pulsos.’™ *°

Para que se secrete la prostaglandina F,x uterina, se requiere la presencia de
estrogenos actuando sobre el Utero previamente sensibilizado con progesterona.
Hacia el final de la fase lutea, cuando los niveles de progesterona disminuyen,
aparecen receptores para el 17p estradiol, el cual estimula la sintesis de receptores
para oxitocina en el endometrio; estos estrégenos provienen de los foliculos ovaricos
en desarrollo.® °' Como consecuencia del acoplamiento de la oxitocina con sus
receptores se desencadena la sintesis de prostaglandina F,a por el utero y entonces
la secrecion de progesterona por el CL empieza a declinar hasta que se presenta la

lutedlisis, '* *° 2

repitiéndose los eventos fisiolégicos para llevar a cabo un nuevo ciclo
estral.*

Se ha determinado que existen ovejas con ciclos estrales ligeramente mas
cortos de lo normal (14 o 15 dias), en las cuales la secrecion pulsatil de prostaglandina
F.x y la destruccion del CL también ocurre uno o dos dias antes de lo normal’® ya que
dichas ovejas con ciclos de duracion de i5 dias iniciaran la lutedlisis en el dia 13,

cuando el embrién aun no ha sido capaz de dar sefial de su presencia.”

3.2 Reconocimiento de la gestacidn

La implantacion de los embriones en la pared intema del utero es una fase
basica en la reproduccion de los mamiferos. Este es el resultado de una ccmpleja
serie de eventos y pasos que se llevan a cabo entre |a fijacion del blastocito en el utero
y que finaliza con la formacién definitiva de la placenta.”

El reconocimiento matemo de la gestacion es el intercambio de sefales que
establecen el utero materno y el embrion, que permite alargar la vida del cuerpo luteo,
previniendo el retorno a la ciclicidad ovarica. ** *°

Sin embargo los signos naturales y el cdmo permanece esta sefal es aun una
controversia y se menciona que existen dos problemas a los que se enfrenta esta
situacion. Primero, la respuesta natural del utero durante la fase de aposicion de la
implantacion, implica algunos cambios sistémicos asociados con el reconocimiento
materno de la gestacion, como es el mantenimiento del cuerpo luteo y la modulaciéon
de la respuesta inmune e indican que algunos de estos signos son efectivos por largo

tiempo. Parece probable que en muchos casos, éstos son mas que un signo



embrionario. Segundo, los signos embrionarios propuestos en una o dos especies,
siempre pueden tener un modo de accién diferente. Por ejemplo, en la mujer y en los
primates no humanos, es la produccién de gonadotropina coriénica, la responsable del
rescate del cuerpo luteo y queda la controversia acerca de si es en verdad que el
signo embrionario es sintetizado por el blastocito preimplantado, es claro que actua
como un factor luteotrépico. En contraste, en animales domésticos como la oveja, la
cerda y la vaca, es la produccion de una antiluteolisina por parte del embrion la que
esencialmente neutraliza la funcién de la prostaglandina F.a y de esta manera se
previene la destruccién del cuerpo lateo.

Existen una serie de sefiales iniciales que se establecen entre el embrion y el
utero entre las que se encuentran el factor temprano de la gestacion (EPF), el cual se
ha detectado entre 6 a 24 horas después de la inseminacién o monta y es una
glicoproteina inmunosupresora especifica de la prefiez y su produccion es inducida por
el factor activador de plaquetas (PAF).%®

Sin embargo; el reconocimiento materno de la gestacion en la oveja ocurre
alrededor de los dias 12 a 13 del ciclo estral, *" *® dias en los que en ovejas no
gestantes, ocurre la destruccion del cuerpo luteo mediante la secrecién pulsatil de
prostaglandina F-o.* *°

Los eventos que permiten el reconocimiento de la gestacion tienen una relacion
cronolégica muy precisa, ya que el Utero de la oveja esta programado para establecer
alrededor del dia 14 6 15 del ciclo estral un patron de secrecién pulsatil y luteolitico de
prostaglandina F.x que origina que los niveles de progesterona de la oveja no
gestante disminuyan rapidamente a menos de 0.2 ngfml,:"" La produccion de
prostaglandina F,o se incrementa tanto en ovejas gestantes como en las no gestantes,
hasta alcanzar un pico alrededor del dia 14 o 15, para posteriormente decrecer.” * En
cambio, para que la gestacion temprana pueda mantenerse, es indispensable que el
aporte de progesterona por parte del CL no se interrumpa.’® En la oveja, se requiere la
secrecion de sustancias embrionarias para que ocurra el reconocimiento materno de la
gestacion y el CL se mantenga mas alla del dia 14 postovulacién, mediante tres
mecanismos principales: la atenuacion de la liberacion pulsatil de la prostaglandina
F.a por el utero, la reduccion de la actividad luteolitica de la prostaglandina F>x sobre
el CL y el incremento de la secrecion de prostaglandina E, por parte del utero
gestante.™ ** ¥ A su vez, para que el CL se mantenga mas alla del dia 14
postovulacion es necesaria la secrecion de sustancias embrionarias, que originan el

reconocimiento materno de la gestacion y evitan la lutedlisis.’
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Como un mecanismo adicional para lograr el reconocimiento materno de la
gestacion, algunos investigadores indican que la prostaglandina E, que es producida
por el utero gestante inhibe la accion de la prostaglandina F,x sobre el cuerpo luteo, ya
que la administracion de prostaglandina E; alarga la vida del CL en ovejas, vacas y
primates.®® 34 % 3 Aunque no se conoce el mecanismo de accién de las sustancias
luteo protectoras durante el reconocimiento materno de la gestacion, se sabe que no
es mediante la reduccién del nimero de receptores a la prostaglandina F.x o por el
aumento de los receptores de la prostaglandina E; lo que en consecuencia inhibe el
crecimiento folicular y retrasa la ovulacién.*® % % 40
Recientemente se ha aislado e identificado el factor antiluteolitico secretado por

24 28, 41, 42, 43 44 denominada

el embrion, el cual es una proteina trofoblastica.
anteriormente proteina trofoblastica ovina y actualmente interferén-tau ovino (olFN-1).*
%% E| oIFN-t es el producto de secrecién del embrién mas abundante entre los dias 12

a 21 de la gestacion, > > *°

aunque ya los embriones de 8 dias de edad producen olFN-
t en cantidades apreciables.” ® El olFN-t es producido por el epitelio del trofoblasto
(trofoectodermo) y absorbido por las células epiteliales de la superficie del lumen
uterino, las células carunculares e intercarunculares y por el epitelio de las glandulas
uterinas superiores.*> ¥7 % % %0 Aparentemente el olFN-t no es secretado al torrente
sanguineo materno y sus receptores se encuentran en el endometrio uterino, lo que
sugiere una accioén local.** *

La funcidn principal del olFN-t es la de evitar el establecimiento del patrdon de
secrecion pulsatil luteolitico de la Prostaglandina F.o mediante el bloqueo directo de
la sintesis de receptores para oxitocina dependientes de estrogenos, o mediante la
inhibicion de la expresién de estos receptores de su reciclamiento, ya que en
apariencia no afecta las concentraciones de los receptores a oxitocina ya sintetizados,
ni compite con la oxitocina por los mismos receptores endometriales,* >' %2 =3 % %

Ademas del olFN-1, se han aislado otras proteinas producidas por el embrién
ovino cuya funcion es la de proteger al CL bloqueando la accién de la prostaglandina
F.o (luteo protectoras), sin embargo, hasta el momento no han sido descritas
detalladamente >

Aunado a todos estos factores quimicos, se ha sugerido ademas que el
contacto fisico entre el embrién y el endometrio produce una sefial mecanica,
considerada como otro signo para que se lleve a cabo la implantacion en los animales,

por lo que todos los factores propuestos pueden ser mutuamente incluyentes.



3.3 Desarrollo embrionario

El 6vulo fecundado de los mamiferos inicia su desarrollo, siendo una de las
mayores células corporales y con una relacion volumen citoplasmatico / nuclear muy
elevada. Tras la fertilizacion, el embrién sufre una mitosis. ' %

El desarrollo embrionario continua con el comienzo de la division celular. En los
mamiferos tiene lugar cuando las células estan aun envueltas por la zona pelucida. La
fase de una célula, debido a su tamafio relativamente grande, se distingue por su baja
relacién nucleo-citoplasma. Esta relacién critica para el control genético de la célula en
fases posteriores, se restaura por medio de la segmentacion a un valor que se
asemeja al de las células adultas, presentandose muchas divisiones celulares
sucesivas sin incremento de la masa total. El crecimiento puede ser “negativo” durante
la segmentacion, puesto que la cantidad total del material celular disminuye cerca del
40% en la oveja durante los tres primeros dias después de la fertilizacion.”

La segmentacion es mucho mas lenta en los mamiferos que en otros
vertebrados inferiores o que en los invertebrados. El tiempo requerido después de la
fusion del espermatozoide con el dvulo y la formacion del 2do cuerpo polaresde 1 a2
horas después de |a fertilizacion en el ratén y de 2 a 5 horas en el hamster. =

Las variaciones en la tasa de segmentacion son comunes tanto entre los
embriones como entre las células de un mismo embrion y su resultado es la aparicion
de células mas pequerias llamadas blastémeros®’. Durante las primeras divisiones por
segmentacion, inmediatamente después de cada mitosis encontramos sintesis de
DNA en las dos células hijas, es decir la pausa que existe antes de la sintesis de DNA,
caracteristica de las células adultas, no existe. ¥ El modo de divisién depende de la
cantidad de vitelo que contiene el cigoto.® °" Cada blastémero tiene practicamente el
mismo tamano, que es |la mitad de la célula original. Al contrario de lo que ocurre en la
mitosis de las células somaticas, en las que las células hijas pasan por un periodo de
crecimiento antes de dividirse de nuevo, ambos blastémeros del embrién bicelular se
dividen de nuevo, dando lugar a un embrién de cuatro células cada una de las cuales
tienen el tamario de un cuarto de la célula primaria, lo cual sucede en la oveja a las 42
horas después del coito.® El primer resultado de la division es la formacién de un
actimulo de células denominado morula, los blastomeros de la mérula pierden su
forma esférica y se adaptan estrechamente unos con otros; este estadio se conoce
como compactacién.> ¥ Los cuatro blastémeros se dividen originando un embrion de
ocho células, luego dieciséis (en la oveja 3 dias después del coito) y asi
sucesivamente.'> % Estas divisiones celulares no son absolutamente sincrénicas y de

ahi que pueda observarse un nimero impar de blastémeros." >’
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El siguiente evento morfolégico en el desarrollo del mamifero es la formacién
de la cavidad blastocistica o blastocele. Esta formacion comienza con el transporte de
fluidos por parte de las células del trofoectodermo, asi como con la particion fisica de
las células en un compartimiento interno (masa celular interna) y el epitelio externo (el
trofoectodermo), el cual envuelve a las células internas y retiene el fluido del
blastocele.

La secrecion de los blastdémeros forma en el centro de la moérula una cavidad
que aumenta de tamario rapidamente hasta que el embrién parece una esfera hueca,
el embrion en este estadio que comienza 6 a 7 dias después de la fecundacion en la
oveja recibe el nombre de blastocito.? "> " % % E| blastocito tiene una sola capa
periferica de células grandes y delgadas, la capa del trofoblasto, dentro de la cual esta
una masa de células mas pequefas, colocada a un lado de la cavidad central. Esta
masa celular interna formara el organismo adulto, mientras que las células del
trofoblasto seran las encargadas de la absorcion de nutrientes durante las primeras
fases del desarrollo y posteriormente formaran la placenta y las membranas

21277 57 Hasta esta fase los embriones de todos los mamiferos se

embrionarias.
parecen mucho entre si. Sin embargo los blastocitos crecen de manera diferente, en el
caso de las ovejas y las vacas el blastocito se alarga y puede alcanzar un largo de 20
cm antes de su fijacién durante la segunda o tercera semana de la gestacion.
Durante este estadio la zona pelucida se rompe en el dia 7 y el embrién queda
libre y también se produce un aumento en el tamafo total y un cambio en la forma
debido principalmente al alargamiento del blastocito, en la oveja en el dia 13 a 147 >
La caracteristica mas importante del blastocito es su diferenciacion en el
trofoblasto y en la masa celular interna. Las células del trofoblasto parecen ser
relativamente especializadas, son largas y aplanadas, contienen numerosas
microvellocidades que forman la pared continua de trama muy cerrada del blastocito;
esta pared esta formada casi por las dos terceras partes de las células del blastocito. ?
121757 Funcionalmente el trofoblasto actia primero como una bomba, ya que es el
responsable de la transferencia activa del liquido hacia la cavidad del blastocito, y
posteriormente el trofoblasto es el primero en hacer contacto con el tejido materno,
digiere el epitelio uterino que se va desintegrando e invade las capas mas profundas.
> Por el contrario, la masa celular interna es una masa pequefa y redonda de células
que se dividen rapidamente; muestran muy poca adhesién entre si y son muy poco
especializadas hasta después de la implantacién.™ > ¥’
En una fase posterior, el endodermo se diferencia para formar una capa de

células que limita las superficies internas del trofoblasto y la masa celular interna. Se



cree que en las ovejas las células del endodermo provienen de la migracion o
separacion de una capa proveniente de la masa celular intema. * " ¥’

Después de su fertilizacidon en la regién ampular del oviducto, la tasa de
transporte por el oviducto no es uniforme, es esencial para la supervivencia del

21757 Durante el celo, el Utero

embridon que el transporte no sea muy rapido.
distendido proporciona un medio favorable para los espermatozoides, pero es
totalmente inadecuado para los 6vulos y no es sino hasta un dia después, por lo
menos, cuando el medio ambiente uterino se vuelve tolerable para el embrién. >

Una vez que los embriones han penetrado en el utero se necesita un periodo
de por lo menos un dia, antes de que empiece la implantacion. °* >° El blastocito de la
oveja se implanta en la pared del utero por medio del contacto de superficies, esto
ocurre alrededor del décimo dia mientras se encuentra en forma esférica, se dice que
el embridn se implanta cuando se fija en una posicidn y establece contacto fisico con
el organismo materno. >° El trofoblasto es el tejido especializado para su interaccion
con el utero. Durante el curso de la implantacién se desarrollan células gigantes

trofoblasticas de caracter altamente invasor. >> *°

En una fase posterior se rompen
muchos de los limites celulares para formar el sincitio trofoblastico, que contiene
muchos nucleos en una sola masa citoplasmatica. En la oveja el embrioblasto
permanece en el utero y el trofoblasto hace estrecho contacto con el epitelio uterino

formando una placenta epiteliocorial. *®

3.4 Somatotropina

La hormona del crecimiento (GH) o somatotropina es una hormona hipofisiaria
anterior que influye indirectamente en la reproduccion, estimula el crecimiento de los
tejidos corporales e influye en el metabolismo de los carbohidratos, lipidos y
proteinas'®. La hormona del crecimiento es una cadena polipéptidica simple de 191
residuos aminoacidos, con un peso molecular de 22,000 daltons y subunidades unidas
por disulfuro, producida por las células denominadas somatotropos de la hipofisis
anterior y controlada por dos péptidos hipotalamicos antagonistas en sus funciones:; la
somatostatina, que actua inhibiendo su secrecién y el factor liberador de la
somatotropina, que estimula su sintesis y secrecién.”® Se denomina también

W as

somatotropina porque afecta todas las células de la estructura o “soma’”,
inicialmente sintetizada como un precursor proteico, con un péptido senal
aminoterminal, que es removido durante su secrecion.'® Con base en la secuencia de

sus aminodcidos, la somatotropina se ha agrupado como miembro de una familia de



proteinas homélogas que incluyen a la prolactina y a los lactégenos placentarios. >’ La
somatotropina influye en el metabolismo de los carbohidratos, lipidos y proteinas, asi
como su transporte al interior de las células, promueve también una mayor retencion
de nitrdgeno y fosforo y aumenta la movilizacion de las reservas de triglicéridos del
tejido adiposo, ademas estimula la gluconeogénesis, aumentando el aporte de glucosa

a la circulacion, %°°
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contribuyendo ademas a la retencion de sodio, potasio, magnesio
y cloro.

Tiene efecto sobre el metabolismo de los carbohidratos y de los lipidos, dichos
efectos influyen en un aumento de la gluconeogénesis hepatica, con la consiguiente
reduccion de la sintesis de grasa por parte del tejido adiposo y la remocion de los
depdsitos corporales de grasa.® Otro de los efectos sobre el metabolismo de los
lipidos, es que puede modificar las concentraciones circulantes de las proteinas de
alta (HDL) y de baja densidad (LDL), dependiendo tanto de |a especie como del tipo de
dieta suministrada. En los rumiantes son la principal fuente plasmatica de colesterol,
precursor para la sintesis de esteroides por parte de las células luteas, por lo que un
aumento en sus concentraciones circulantes podria favorecer la mayor produccion de
progesterona.®

Actua como promotora del crecimiento pero los complejos procesos
metabdlicos responsables del crecimiento no estan completamente entendidos. Sin
embargo, se ha establecido que posterior a su secrecion la somatotropina actua
directamente uniéndose a los receptores en las células precursoras de huesos,
musculos y células grasas, lo que resulta en su diferenciacién y proliferacion. También
actua indirectamente al estimular a los hepatocitos y otros tipos celulares para que
secreten IGF-I, los cuales actuan en los tejidos periféricos promoviendo el crecimiento.
63

La somatotropina se ha obtenido de especies como los roedores, bovinos,
ovinos, caprinos, porcinos, humanos, equinos, peces y aves.®

La somatotropina bovina tiene una estructura cuaternaria y esta formada por 4
hélices y tiene dos funciones, una a nivel somatogénico y otro a nivel lactogénico. Aun
cuando existe especificidad de especie, se ha visto que las hormonas de algunas
especies tienen actividad biolégica en especies diferentes a la propia, como es el caso
de la hormona bovina, que estimula el crecimiento en ratas y ovejas. *"

Comercialmente se produce gran cantidad de somatotropina bovina por medio
de ingenieria genética, utilizando la expresion del gen de la somatotropina en la
Escherichia coli, ademas de existir animales transgénicos que producen grandes
cantidades de somatotropina. >



La somatotropina juega un papel importante en el mantenimiento de la
sensibilidad de los foliculos a las gonadotropina, ya que la administracion de
gonadotropinas a ovejas hipofisectomizadas mantiene el desarrollo folicular sélo
cuando se utiliza también somatotropina.®

En bovinos la aplicacién de somatotropina favorece la funcién litea e
incrementa los niveles de progesterona, segun la fase del ciclo estral en que se
administre. ® Se ha observado que la somatotropina bovina en ovejas superovuladas
donadoras de embriones, estimula la funcion ldtea y el desarrollo embtionario.”’ 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, lo que podria sugerir que el efecto es mayor sobre la formacion del
cuerpo luteo que sobre su funcidon esteroidogénica,58 Cuando la somatotropina se
administra durante los primeros 9 dias del ciclo estral, estimula el desarrollo del cuerpo
luteo y origina un mayor tamarno, asi como una producciéon de mas progesterona. Este
efecto se observa también cuando la somatotropina se administra al dia 16 y 21 del
ciclo, pero no cuando se administra entre los dias 10 a 15. % ™°

Los efectos de la somatotropina sobre el ovario son mediados principalmente
por somatomedinas o factores de crecimiento, los cuales son proteinas de peso
molecular menor a 30 mil daltons, que se producen por estimulacién de la
somatotropina y la insulina, ®® "' ya que los foliculos ovaricos poseen un reducido
numero de receptores para la somatotropina. Ademas participa en el metabolismo
embrionario estimulando la sintesis de proteinas del embridn, estimula el crecimiento y
diferenciacion de las células uterinas.®

Existen diferentes factores de crecimiento, como son el factor de crecimiento
transformador (TGF), los factores de crecimiento parecidos a la insulina (IGF-| y II), el
factor de crecimiento epidermal (EGF) y los factores de crecimiento de los fibroblastos
(FGF), que intervienen en el desarrollo de los embriones antes de su implantacion y
posteriormente son mediadores de la decidualizacion e implantacion embrionaria.”

De estos factores del crecimiento, el IGF-I es el mediador mas importante que

.73 ademas de

se produce en respuesta a la hormona del crecimiento o somatotropina,
sus efectos sobre el desarrollo embrionario, tanto el IGF-I como el IGF-Il pueden
actuar a escala ovarica, oviductual y uterino, ya que existen receptores para los
factores de crecimiento en estos tejidos.”* " En estudios realizados sobre el desarrollo
in vitro de embriones ovinos, se ha determinado que la adicién de IGF-| y Il incrementa
de manera importante la secrecion embrionaria de olFN-t, por lo que podria favorecer
el reconocimiento de la gestacién, iniciando o ampliando la comunicaciéon entre el

embrién y el Utero gestante.”® Ademéas de sus efectos sobre el desarrollo embrionario,



tanto el IGF-I como el IGF-II pueden actuar a nivel ovarico, oviductual y uterino, ya que
existen receptores para los factores de crecimiento en estos tejidos. '’ En las células
oviductuales de la borrega se han encontrado receptores para IGF-Il durante todas las
fases del ciclo estral y se han encontrado altos niveles de RNAm para IGF-| en los
ovarios de fetos como de ovejas adultas, sobre todo a nivel de células de la granulosa
y tecales de los foliculos antrales, y también a nivel del cuerpo luteo de ovejas adultas.
75

Se ha encontrado que los niveles de IGF-II en las ovejas se encuentra mas alto
en el dia 14 de gestacion y que corresponde a la maxima sintesis y secrecion de la
proteina trofoblastica ovina-1 (0TP), que es la hormona responsable del reconocimiento
de la gestacion.’®

Ademas de sus posibles efectos sobre el desarrollo embrionario, los factores
de crecimiento también podrian favorecer la reproduccion mediante sus efectos en los
érganos del aparato reproductor materno, ya que tanto el utero como los oviductos,
ovarios, foliculos ovaricos y cuerpos luteos, presentan receptores para los factores de
crecimiento.”



4. MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se realizd en el Centro de Ensefianza, Investigacion y
Extension en Produccion Ovina (C.E.|.E.P.O.) de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la UNAM.

El C.E.LE.P.O. se encuentra ubicado en el Km 53.100 de la carretera federal
México-Cuernavaca en el poblado de Tres Marias, Municipio de Huitzilac, Estado de
Morelos, a 2810 metros sobre el nivel del mar, a 19° 02' de latitud norte y 99° 16’ de
longitud oeste. El clima es Cb' (m) (w) ig con lluvias en verano y que corresponde
segun la clasificacion de Kopen al templado semifrio con verano fresco y largo, con
una precipitacion pluvial promedio de 1245 mm y temperatura media anual que oscila
entre 12y 18 °C.”®

4.1 Animales

Las ovejas empleadas en el estudio que correspondian a las razas Suffolk y
Rambouillet, se encontraban en pastoreo diumo y encierro nocturno en plena actividad
reproductiva. El estudio se realizé en el mes de septiembre cuando las ovejas se
encontraban ciclando normaimente y para confirmar esto se detectaron celos con un
macho celador un mes antes de iniciar el trabajo. Se utilizaron un total de 45 hembras

de entre 2 y 4 afos de edad, que hubiesen parido.

4.2 Alimentacion

El pastoreo se llevd a cabo de las 7:00 a las 17:00 hr en praderas implantadas
con Ryegrass, trébol blanco, trébol rojo y grama nativa, una vez que las ovejas
regresaban del pastoreo se les recibia en el pesebre con 200 gr de un complemento
elaborado con base en sorgo, soya, melaza, sales minerales y heno de avena y el

agua se proporcion6 ad libitum.



4.3 Sincronizacion del ciclo estral y superovulacién

Para la sincronizacion del ciclo estral de las ovejas, se colocaron durante 9 dias
esponjas intravaginales que contienen 40 mg de Acetato de fluorogestona (FGA)*y 2
dias antes del retiro de las esponjas se aplicaron 7 mg de Dinoprost trometamina™ en
25 receptoras.

Las hembras donadoras de embriones fueron superovuladas con 250 Ul de
FSH porcino*** en dosis decreciente, mediante el siguiente esquema: dos dias antes
de retirar la esponja, se administraron 62.5 Ul por via intramuscular en la mafana y 50
Ul en la tarde, al dia siguiente 50 Ul en la manana y 37.5 Ul en la tarde, y el dia del
retiro de la esponja se administraron 25 Ul en la mafiana y 25 Ul en la tarde.”” Un dia
después del retiro de las esponjas vaginales, se detectaron celos dos veces al dia, a
las 7:00 y a las 15:00 horas, utilizando un macho cubierto con un mandil, para evitar la
monta con intromision del pene. A las hembras donadoras que presentaron celo se les
dio monta natural utilizando un semental previamente seleccionado y evaluado en
cuanto a su capacidad reproductiva, la monta se realizé cada ocho horas mientras las

hembras permanecieron receptivas.

4.4 Grupos experimentales

Al iniciarse el estro (dia 0 del ciclo estral), las donadoras se asignaron al azar a
uno de los siguientes grupos:

GRUPO TRATADO: 10 ovejas de la raza Suffolk tratadas con 100 mg (0.28 ml)
de somatotropina bovina en una sola aplicacion intramuscular a las 36 horas de
detectarse por primera vez el estro.®’

GRUPO TESTIGO: 10 ovejas de la raza Suffolk a las que se les administraron

0.28 ml de solucién salina fisioldgica.

*Chronogest ® Intervet Meéxico.
** Lutalyse & Upjohn, S A. de C.V.
*** Pluset ® Serono de México.
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4.5 Recoleccién y evaluacién de embriones

La recoleccién de los embriones se realizé por laparotomia medio ventral en el
dia 6 postservicio. Para ello se sometid a las ovejas a anestesia general: la
tranquilizacién se hizo con Xilacina* al 2% a razén de 0.11 mg por kilogramo de peso
vivo por via intramuscular y como anestésico se utilizé Ketamina**, 2 mg por kilogramo
de peso vivo por via endovenosa. Se rasurd, lavo y desinfectd la regién abdominal,
para posteriormente realizar una incisién de 5 cm de largo aproximadamente 4 cm
anterior a la ubre, sobre la linea media. Se procedié a exteriorizar el utero y se
observaron los ovarios para evaluar la respuesta de superovulacion. Posteriormente,
se lavd cada uno de los cuernos utilizando una sonda de Foley de calibre 10 fr, que se
introdujo en la base del cuerno, mediante una puncién con un catéter de uso
intravenoso de 14 G x 5%, para recuperar el medio de lavado (60 ml de solucién de
Dulbecco modificada a la que se le agreg6 4% de albumina sérica bovina y 100 Ul/ml
de penicilina G sédica), que se introdujo por medio de otro catéter de uso intravenoso
de 18 G x 1%, insertado en la punta del cuemo. El medio se colecté en un filtro
concentrador. Una vez colectados los embriones, el utero se regresd a la cavidad
abdominal y se suturd la incisién.™

Los embriones colectados se evaluaron morfolégicamente en un microscopio
estereoscopico y se clasificaron de acuerdo a la calidad y grado de desarrollo. Se
consideraron como embriones transferibles a las moérulas y blastocitos clasificados
morfolégicamente como Calidad 1 o excelentes: embriones compactos y esféricos,
simétricos y con células de tamafo, color y textura uniformes, sin granulos en el
citoplasma, con pocas vesiculas pequenas, el espacio perivitelino vacio. Calidad 2 o
buenos: ligera asimetria, pocos blastomeros extruidos y ligero retardo en su desarrollo,
con imperfecciones menores en estas caracteristicas. Los embriones calidad 3 o
regulares o pobres: ligero grado de degeneracion, blastomeros esféricos dispares
poco compactos y de tamario variable, retardo de 1 a 2 dias en su desarrollo, masa
celular aparentemente viable, grandes vesiculas entre las células, color muy claro u
oscuro, irregularidades en la superficie de la masa celular, material de desecho en el
espacio perivitelino y, embriones calidad 4 o degenerado: zona pelucida rota,
blastocele no visible, grandes zonas de degeneracién, poca cantidad de células,
blastémeros sueltos de diferentes tamarnos. Los embriones calidad 3 y 4 se conside-

* Rompun= Bayer de México, S.A. deC.V.
** Imalgen 1000: Rhdne Merieux, S.A. de C.V.



raron como no transferibles.®° Asi mismo, el desarrollo de los embriones se califico en
9 categorias, a cada una de ellas se le asignd una escala numérica, correspondiendo

el 1 al de menor desarrollo y el 9 al de maximo desarrollo:

1= ovocito.

2= 2 a 12 células.

3= mérula temprana.

4= morula.

5= blastocito temprano.
6= blastocito.

7= blastocito expandido.
8= blastocito maduro.
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9= Blastocito maduro expandido.

4.6 Evaluacién de la funcién del cuerpo lateo

Para evaluar el efecto del tratamiento sobre la funcion del cuerpo luteo se
determin6 el numero y calidad de los cuerpos luteos presentes al momento de la
coleccion de los embriones en: Normal (bien definidos, de color rojo brillante y con una
buena irrigacién) o en Regresién (pequefios, de color blanco o rosa palido y sin
irrigacion marcada).®* ® 8 A |os dos grupos de hembras donadoras (tratado y testigo),
a partir del dia 1 postservicio y hasta el dia 6 en que se colectaron los embriones, se
obtuvieron muestras de sangre diarias para la determinacion de las concentraciones

plasmaticas de progesterona.

4.7 Transferencia de embriones

Los embriones que se obtuvieron se transfirieron laparoscépicamente a
hembras de la raza Rambouillet que sirvieron como receptoras, que al momento de la
transferencia tuvieran un cuerpo liteo bien desarrollado °y que presentaron estro no
mas de 12 horas antes o después que su donadora. Las ovejas se tranquilizaron con
Xilazina* intramuscular al 2% (10 mg/50 Kg de peso vivo), para la anaestesia se utilizd
Ketamina** (2 mg/Kg de peso vivo) por via endovenosa. Se hicieron dos incisiones en



la pared abdominal, aproximadamente a 4 cm de la linea media y 3 cm anteriores a la
ubre, por donde se insertd un trocar con canula y el laparoscopio. Se insuflé aire en la
cavidad por medio de una aguja de Verres, para permitir la localizacién del utero y los
ovarios, se localizé el ovario con el cuerpo luteo mas desarrollado. Por una segunda
canula se introdujeron unas pinzas de Babcock con las que se retrajo y exteriorizo el
cuerpo ipsilateral a dicho cuerpo luteo. En el cuerno uterino seleccionado se hizo una
punciéon con un catéter intravenoso (18Gx1%) y se transfirieron los embriones por
medio de una jeringa insulinica conectada con una punta para pipeta. Cada receptora
recibi6 dos embriones provenientes de la misma donadora. Finalmente el cuerno se
regreso a la cavidad abdominal y se suturaron las incisiones.

4.8 Analisis estadistico

Para analizar las concentraciones de progesterona se utilizé el procedimiento
de modelos lineales generales del paquete estadistico SAS *°, en donde se considerd
como variables independientes al tratamiento, al dia del ciclo y al efecto del animal
anidado dentro del tratamiento.

Para comparar el promedio de ovocitos, moérulas, blastocitos, estructuras
totales (mérulas + blastocitos), cuerpos Iuteos normales, cuerpos luteos en regresion y
cuerpos luteos totales dentro de cada grupo, se utilizaron pruebas de T. %

Para comparar los porcentajes de fertilidad, prolificidad y embriones
transferibles y no transferibles entre los grupos, se realizaron pruebas de Chi

cuadrada.®*®’

* Rompun = Bayer de México, S A.deC.V.
** Imalgen 1000 Rhéne Meérieux, S.A. de C.V.
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6 RESULTADOS

6.1 Efecto de tratamiento en las variables estudiadas

En el Cuadro 1 se puede observar el total de los cuerpos luteos obtenidos en el
grupo testigo y el grupo tratado, observandose que en el grupo testigo se obtuvieron
103 cuerpos luteos totales y en el grupo tratado, 108 cuerpos luteos totales. En el
grupo testigo se observaron un total de 75 cuerpos Iuteos normales, a diferencia del
grupo tratado, en el cual se obtuvieron 62 cuerpos luteos normales. El total de cuerpos
luteos en regresion en el grupo testigo fue de 28 y de 47 en el grupo tratado.

Cuadro 1 Numero de cuerpos luteos encontrados por grupo.

GRUPO N CL CL CL
Totales normales regresion

TESTIGO 9 103 75 28

TRATADO 8 108 62 47

En el efecto del tratamiento sobre el numero de cuerpos luteos totales que se
encontrd en el grupo testigo y el tratado (11.11 £ 1.02 vs. 13.63 + 1.67), cuerpos luteos
normales (10.11 £ 0.89 vs. 12.75 + 1.21) y cuerpos luteos en regresion (1.0 £ 0.50 vs.
0.88 + 0.88) y estructuras totales (7.11 £ 1.68 vs. 7.88 = 1.51) al llevar a cabo el
andlisis estadistico no se encontro diferencia significativa (P>0.05) (Cuadro 2).
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ta



Cuadro 2 Efecto de la somatotropina bovina sobre los cuerpos lGteos.

GRUPO N CL CL CL Estructuras
Totales normales regresién totales

TESTIGO 9 11.11+1.02* 10.11+0.89° 1.0+ 0.50° 711 £ 1.68°

TRATADO 8 1363+167% 1275+121°% 088+0.88° 788+ 1.51°

No existié diferencia significativa entre el grupo tratado y el grupo testigo (P>0.05).

Con respecto al numero de embriones y el estadio y calidad, se encontrd que
en el grupo testigo se obtuvo un total de 40 mérulas de calidad |, con 10 blastocitos
calidad | y 14 ovocitos. En el grupo tratado se obtuvo un total de 27 morulas de calidad
[, 5 mérulas de calidad Ill, 18 blastocitos calidad | y 13 ovocitos, asi mismo se
encontrd que las estructuras totales del grupo testigo fueron 64 y del grupo tratado se

encontraron 63 estructuras totales (Cuadro 3).

Cuadro 3 Embriones transferibles, no trasferibles y ovocitos por grupo.

GRUPO N Embriones Embriones Ovocitos Estructuras
transferibles No transferibles totales
TESTIGO 9 50 - 14 64
TRATADO 8 45 5 13 63

En el Cuadro 4 se muestran los resultados obtenidos durante el analisis
estadistico realizado, encontrandose para los ovocitos 1.56 + 1.43 vs. 163 + 0.92,
para las morulas 4.44 + 1.14 vs. 4.0 + 1.40, para los blastocitos 1.11 + 0.89 vs. 2.25 +
1.75 y para las estructuras totales 7.11 + 168 vs. 7.88 + 1.51, no encontrandose

diferencia significativa para ninguno de los dos grupos (P>0.05).



Cuadro 4 Efecto de la somatotropina bovina sobre los ovocitos no fertilizados,
embriones y estructuras totales.

GRUPO N Ovocitos Mérulas Blastocitos Estructuras
fotales

TESTIGO 9 1.56+1.43° 444+114° 1.11+089° 7.11+168°
TRATADO 8 163+092% 40+140% 225+175% 788+151°

No existié diferencia significativa entre el grupo tratado y el grupo testigo
(P>0.05).



6.2 Efecto de la somatotropina en los niveles plasmaticos de progesterona

En el Cuadro 5 se pueden observar las concentraciones promedio de la

progesterona plasmatica (ng/ml) encontradas entre los dias 1 al 6 postservicio en las

ovejas testigo y en las tratadas.
Las concentraciones de progesterona en

significativamente diferentes (P >0.05).

los dos grupos no fueron

Cuadro 5 Valores promedio (+ E.E.) de Progesterona (ng/ml) en el grupo testigo

y el grupo tratado.

DiA GRUPO TESTIGO
POSTSERVICIO
1 0.14 +0.09°
2 0.26 +0.10°
3 233+062°
4 5.56 + 1.40°
5 9.57 £2.04°
6 9.86 +2.00°

No existié diferencia significativa entre el grupo tratado y el grupo testigo (P>0.05).

GRUPO TRATADO
0.00 + 0.00°
023 + 0.13°
1.33 + 0.35°
350 % 678°
597 + 1.37°
7.40 + 087°

La produccion de progesterona en ambos grupos indica la presencia de varios cuerpos

luteos, es importante hacer notar que las ovejas del grupo testigo, en forma general,

presentan niveles mayores de progesterona en comparacién con el grupo tratado

(figura 1). En el grupo testigo s6lo 3 ovejas (192 B, 133 y 684 D) fueron las que

presentaron niveles menores a 5 ng/ml y un total de 8 ovejas presentaron niveles de

progesterona de 10 ng/ml (31) o mayores a estos (131, 47 Az, 80 Am, 116) Fig 2.

En el grupo tratado se observaron niveles mayores a 10 ng/ml en sdlo 2 ovejas (2 Am

y 113) y un total de 8 ovejas presentaron niveles menores a 10 ng/ml (93 Am, 32 Az,

347 D, 25, 14 y 41) Fig 3.



Figura 1. Concentracién promedio de progesterona durante los dias de muestreo
en las ovejas del grupo testigo y tratado.
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Figura 2. Concentracién de progesterona durante los dias de muestreo en las
ovejas del grupo testigo.
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Figura 3. Concentracién de progesterona durante los dias de muestreo en las

ovejas del grupo tratado.
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6.3 Viabilidad de los embriones

La viabilidad de los embriones se evalué tomando en cuenta el porcentaje de
gestacién obtenido en las ovejas receptoras, dicha evaluacion se realizé mediante el
porcentaje de partos y se encontré en el grupo testigo que 5 ovejas de un total de 11
hembras receptoras, quedaron gestantes, lo que corresponde al 45.45 % de parto y en
el grupo tratado, 10 hembras de un total de 14 receptoras, quedaron gestantes, lo que
corresponde a un 71.42 % de fertilidad, existiendo una diferencia significativa (Cuadro
6).

Asi mismo se evalud la prolificidad obtenida por las hembras receptoras que
recibieron embriones de las donadoras testigo y las tratadas con somatotropina
bovina, obteniéndose en el grupo testigo una prolificidad de 180% y el grupo tratado
160%, encontrandose una diferencia significativa (P<0.05) entre ambos grupos
(Cuadro 7).

Cuadro 6 Fertilidad de las receptoras de embriones obtenidos de donadoras

tratadas con somatotropina bovina y testigo.

N° hembras N° hembras Porcentaje de

GRUPO transferidas paridas fertilidad
TESTIGO 11 5 45 45°
TRATADO 14 10 71.42°
TOTAL 25 15

2® Diferente literal indica diferencia significativa entre tratamientos (P<0.05).



Cuadro 7 Prolificidad de las receptoras de embriones tratadas con

GRUPOQO

TESTIGO
TRATADO
TOTAL

2% Diferente literal

somatotropina bovina y no tratadas.

N° hembras
paridas
5
10
156

indica diferencia

N° corderos Porcentaje de
nacidos profificidad
9 1802
16 160°
25

significativa entre tratamientos (P<0.05).



7 DISCUSION
7.1 Efecto de la Somatotropina en los cuerpos lateos

Existen diferentes informes de que la somatotropina estimula el crecimiento en
el tamafo de los cuerpos luteos, posiblemente por la estimulacidn a transformarse las
células luteas pequefas en células luteas grandes que tienen receptores para la

somatotropina, esto durante el tiempo de desarrollo del cuerpo Iteo. ** %> % %

En este trabajo el tratamiento con la somatotropina no tuvo efecto alguno sobre
el numero de los cuerpos luteos totales de las borregas tratadas (13.63 + 1.67),
contrario a lo encontrado por Rosas et al, 1995 *, quienes observan un efecto positivo
hacia el numero de cuerpos luteos normales en el grupo tratado. Asi mismo,
encontraron un efecto al utilizar la lactotropina, observando una mayor viabilidad
funcional de los cuerpos Iuteos en el grupo tratado y también notan que dicha hormona

evita la presentacion de cuerpos liteos con regresion prematura (Rosas et al, 1995) *.

Algunos otros autores (Herrler, et al, 1994, Driancourt, et al, 1997, Folch, et al,
2001) ¥ % % no encontraron diferencia significativa en el numero y clasificacion de los
cuerpos luteos encontrados en vacas o en cabras tratadas con somatotropina bovina,
aun cuando han encontrado que ésta eleva en forma considerable los niveles de
factores de crecimiento, principalmente el IGF-I (Simmen, 1993; Herrler, 1994,
Wathes, 1995)"° ¥ % sintetizado por el foliculo y que puede tener un efecto directo o
indirecto en el ovario. En vacas se ha observado un incremento en el nuimero de
foliculos, asi como un aumento en el didmetro de los foliculos subordinados . Asi
mismo, otros autores (Ekery, et al, 1994) * han encontrado en ovejas que la secrecion
de estos factores de crecimiento (IGF-I) varian con las fases del ciclo estral y

encontraron que la mayor produccién de éste se da durante la fase folicular.

Estudios recientes (Stanko et al, 1994; Tanneta et al, 1995; Gong et al, 1997)%
. %2 han demostrado que los tratamientos con somatotropina pueden mejorar el
desarrollo de los foliculos antrales en el ganado. Sin embargo se ha encontrado que
los tratamientos con somatotropina incrementan significativamente los factores de
crecimiento | (IGF-I) y la insulina, el mecanismo por el cual se da este incremento, no
esta bien definido, pero se sabe que los factores de crecimiento solos o combinados
con la gonadotropina tienen un efecto profundo en la proliferacion y en la

esteroidogénesis de las células de la granulosa (Gong et al, 1997)%.



Gong et al, 1997 ¥, encontraron que el incremento en el nimero de los
foliculos fue observado sélo en animales con incremento en las concentraciones de los
IGF-| e insulina; pero no en vacas con unicamente incremento en las concentraciones
de la somatotropina. Ademas el numero de foliculos pequefios fue positivamente
correlacionado con las concentraciones de IGF-l e insulina, pero no con las
concentraciones de somatotropina. En el mismo estudio, Gong et al, 1997
confirmaron que la somatotropina no afecta la secrecion de LH y FSH. De lo anterior
se desprende que la somatotropina bovina estimula el desarrollo folicular por
mecanismos indirectos que modulan la accién de las gonadotropinas en las células
foliculares.

Gong et al, 1997 * encontraron que el incremento en el numero de foliculos
observados se debid a altas concentraciones de IGF-1 e insulina, pero no estaban
directamente relacionados con concentraciones elevadas de somatotropina.

Ellos concluyen que la somatotropina no afecta directamente la presencia o
ausencia de cuerpos luteos, el numero o tamafio de los foliculos y menciona que los
factores de crecimiento IGF-I, son los que en realidad afectan a estas estructuras.

Lucy et al, 1999 * encontraron que en bovinos y en ovinos las células de la
granulosa no formaron IGF in vitro, y que la respuesta a la hormona del crecimiento,
no se noté en estos rumiantes como lo hizo en hembras no rumiantes donde si
encontraron respuesta.

Hasler et al, 2003 ' no encontraron respuesta significativa en el numero y
clasificacion de los cuerpos luteos en vacas lactando tratadas con somatotropina en un
programa de superovulacion, en donde esperaban una respuesta favorable para la

formacién de un mayor y mejor numero de cuerpos luteos.

7.2 Efecto de la Somatotropina sobre las estructuras recolectadas (ovocitos y

embriones).

Uno de los principales efectos endocrinos de la somatotropina bovina lo
constituye el incremento del IGF-| tanto en circulacion como en diferentes tejidos, entre
los cuales se incluye al ovario y el Gtero (Gallo, 1991) %,

Herrler, et al, 1994 ®" mencionan que se sospecha que la somatotropina bovina
puede tener un efecto sinérgico con la FSH y los factores de crecimiento en la sintesis
de los foliculos ovaricos, que los factores de crecimiento regulan varias de las
funciones de las células de la granulosa y que pueden favorecer la superovulacion en

bovinos.
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Asi mismo, Herrler, et al, 1994 ® mencionan que el tratamiento con
somatotropina bovina en vacas productoras de leche, no afecta el numero de ovocitos
liberados y que el numero de embriones transferibles liberados fue similar en los dos

grupos de vacas y no encontré una diferencia significativa.

Moreira et al, 2002 '°" encontraron efecto de la somatotropina sobre los
embriones de bovino in vitro e in vivo, ellos observaron que al adicionar somatotropina
0 IGF-I en el medio de cultivo de los embriones, se incremento la proporcion de
embriones que llegaron a la etapa de blastocito.

Gong et al, 1996 ' encontraron en vacas que un pre-tratamiento con
somatotropina, incrementaba significativamente (P<0.01) el numero de ovulaciones asi
como el numero de embriones recuperados y el nimero de embriones transferibles. El
porcentaje de embriones transferibles, presentd un incremento significativo (P<0.05)
en las vacas tratadas con la somatotropina. Esto demuestra un efecto favorable,
aunque se desconoce el mecanismo por medio del cual actua la somatotropina, es
posible que el incremento de IGF-I que se da como respuesta a la presencia de la
misma, asi mimo, se pueda ver reflejado en un incremento de IGF-| en el oviducto y el
utero y este aumento en las secreciones del utero, sea un estimulo para el embrién

que intenta desarrollarse en un ambiente uterino inadecuado.

Folch et al, 2001* encontraron en un lote de borregas tratadas para
superovular y a cuyo tratamiento se les adiciond somatotropina, que el total de
embriones degenerados disminuy6 significativamente (P<0.05) y que el numero de
ovocitos fue menor (P<0.01). Posteriormente en un lote de borregas tratadas con
somatotropina, las cuales se utilizarian como receptoras de embriones, presentaron un
mayor porcentaje de gestacion que el lote de hembras sin somatotropina.

Rieger et al, 1991 '® no encontraron una diferencia significativa en el total de
embriones colectados en vacas Holstein tratadas con somatotropina, asi como
tampoco encontraron diferencia en el numero de embriones transferibles con respecto
al lote testigo, aunque si encontraron un aumento el en nimero de ovocitos liberados.

En este trabajo no se encontré una diferencia significativa entre el numero de
los ovocitos no fertilizados entre los grupos, lo cual sugiere que la somatotropina
bovina no ejerce efecto sobre el numero liberado de estas estructuras. Aun cuando
Rosas, et al, 1995 *, mencionan que en las ovejas tratadas con somatotropina, a las

24 horas, ésta logra estimular un mayor crecimiento folicular, lo que da como resultado



una mayor tasa ovulatoria. Aunque dada la presencia de cuerpos en regresion y a los
bajos niveles de progesterona encontrados en dichos animales, ellos mencionan que
la somatotropina evité de alguna manera la regresion prematura de los cuerpos luteos,
mas que modificar la tasa de ovulacién en las ovejas tratadas.

Asi como en el nimero de ovocitos no fertilizados en ambos grupos fue similar,
en el numero de estructuras embrionarias encontradas, no se encontrd diferencia
estadistica significativa, en ambos grupos se encontré un numero similar de ovocitos y
el numero de embriones también presenté la misma tendencia.

7.3 Efecto de la somatotropina en los niveles plasmaticos de progesterona.

Rieger et al, 1991 '® encontraron una diferencia significativa (P=0.04) en los
niveles séricos de progesterona en vacas Holstein tratadas con somatotropina, en las

que se encontraron niveles significativos de progesterona en el dia 6.

Morales et al, 2001 '* encontraron en vacas Holstein repetidoras tratadas con
somatotropina, que las concentraciones de progesterona tendian a elevarse mas en
las vacas no gestantes, que en las vacas no tratadas con la somatotropina. La
diferencia entre los grupos fue significativa (P<0.05)en el dia posterior a la
inseminacion.

Brozos et al, 2000 '® observaron que no existid diferencia en los niveles
séricos de progesterona entre dos grupos de borregas (tratadas y testigo) e incluso,
ellos mencionan que existié tendencia a la presencia de niveles de progesterona mas
altos en el grupo testigo que en el tratado, esta reduccién de progesterona en el grupo
tratado, fue atribuida a una dosis elevada de somatotropina aunada a un balance
negativo de energia.

Estos autores mencionan que la somatotropina exégena puede incrementar en
el suero los niveles de IGF-I, pero que los resultados se notaran mas en animales con
balance energético positivo que en animales con balance energético negativo. Ellos
hacen notar que es importante considerar el estado nutricional del animal antes de
cualquier tratamiento con somatotropina.

En este trabajo se ha logrado observar que la somatotropina no presenta efecto
alguno sobre los niveles plasmaticos de progesterona en las borregas, contrario a lo

encontrado por Rosas ef al, 1995 - quienes si encontraron un efecto al utilizar la

5]
4



lactotropina, y quienes hacen énfasis en el aumento que encontraron durante los
primeros 6 dias postratamiento, cuando la somatotropina es aplicada al inicio del celo
o la fase lutea temprana.

Murray et al, 1994 ** mencionan que los factores de crecimiento afectan de
forma diferente la produccién de progesterona y que esto depende de la etapa en la
que se encuentre el cuerpo luteo, ya que en etapas tempranas los factores TGF y EGF
ejercen efecto notorio sobre éstos. Sin embargo, Breen ef al, 1993 % mencionan que
los IGF-I afectan el cuerpo luteo tanto en etapas tempranas como en etapas
intermedias.

En este trabajo se observd que las ovejas testigo obtuvieron niveles mas
elevados que el presentado en el lote tratado, dado que el nimero de animales
utilizados es pequefio y a que existen respuestas individuales a la aplicacién de la
somatotropina, se puede decir que no existid un efecto de la somatotropina sobre los
niveles de progesterona.

fad
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8. CONCLUSION.

En este trabajo se concluye que la administracion de somatotropina en las
ovejas aparentemente no afecté el numero de cuerpos luteos totales presentes en las
ovejas.

El desarrollo de los embriones asi como la viabilidad de los mismos tampoco se
vieron afectados por el efecto de la somatotropina.

La concentracion de progesterona circulante no fue afectada, al parecer se
presentd una respuesta individual que enmascara los resultados.

Aparentemente la viabilidad de los embriones provenientes de hembras
tratadas con somatotropina, favorecio la fertiidad de las hembras receptoras, sin
embargo la prolificidad no se vio afectada.

Se recomienda utilizar en trabajos posteriores un numero mayor de ovejas
tratadas asi como de receptoras al utilizado en este trabajo para poder determinar si el
efecto de la somatotropina existe.
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