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RESUMEN

Con el objetivo de probar si la aplicacion de hormona de crecimiento (rbST) al momento
del servicio aumenta la calidad y desarrollo asi como el porcentaje de concepcion de los
embriones transferidos en ovejas, se realizaron dos experimentos: en el primero se
utilizaron 15 borregas de las razas Suffolk y Rambouillet, las cuales fueron sincronizadas
con esponjas de FGA y superovuladas con FSH y al momento del servicio las ovejas se
asignaron a dos tratamientos 1) “Grupo tratado” (n=7) que al momento del servicio se le
aplicd 125 mg de rbST, 2) “Grupo testigo” (n=8) al que se le aplicéd 1 ml de solucién salina
fisiologica. El dia 6.5 del ciclo se realizo la coleccién de embriones por laparotomia medio
ventral. La cantidad de ovocitos fertilizados, embriones transferibles, y blastocitos entre
grupos se analizaron mediante una prueba de regresion logistica. La proporcion de
embriones transferibles fueron mayor para el grupo tratado 91.30% vs 59.38% del grupo
testigo (P<0.05). El porcentaje de embriones que llegaron a la etapa de blastocito fue mayor
para el grupo tratado 50.72% que para el grupo no tratado 25.00%, sin embargo no se
encontrd diferencia estadistica (P>0.05). En el segundo experimento las ovejas se
sincronizaron y superovularon de la misma forma que en el experimento 1, y se asignaron
a uno de dos grupos al momento del servicio 1) Grupo Tratado 2 (n=6) que recibié 125 mg
de rbST, 2) grupo testigo 2 (n=6) que recibié 1ml de solucién salina fisiolégica. El dia 6.5
se hizo la coleccién por laparoscopia media ventral, se clasificaron las estructuras
encontradas y la cantidad de estructuras obtenidas se analizé por una prueba de regresion
logistica. Las proporciones de los embriones transferibles fueron del 100% para el grupo
tratado vs 88.24% del grupo testigo (P<0.05). Mientras que el porcentaje de embriones que
llegaron a blastocitos fue de 35.14% en el grupo tratado vs 35.29% del grupo testigo, sin
diferencias estadisticas (P>0.05). Los embriones se transfirieron a ovejas receptoras
sincronizadas con esponjas de FGA, que al inicio del estro se asignaron a dos grupos 1)
Receptoras tratadas (n=28) que recibieron 125 mg de rbST, 2) Receptoras testigo (n=31)
que recibieron 1 ml de solucién salina fisiologica. Los embriones provenientes de donadora
tratada se transfirieron tanto a receptoras del grupo tratado como a receptoras del grupo
testigo y embriones provenientes de donadoras testigo se trasfirieron tanto a receptoras
testigo como a receptoras tratadas en un modelo factorial 2 X 2. No hubo diferencias
significativas (P>0.05) en el porcentaje de gestaciones entre los grupos de receptoras.
(63.6% receptoras testigo transferidos con embrién de donadora testigo, 53.8 % receptoras
tratadas transferidos con embrion de donadora testigo, 76.4 % receptoras testigo
transferidos con embridn de donadora tratada, 66.6 % receptoras tratadas transferidos con
embrion de donadora tratada). En conclusiéon la aplicacion de hormona de crecimiento
(rbST) en el momento del servicio aument6 la calidad de los embriones y mejor6 el
desarrollo embrionario, pero no aument6 los porcentajes de concepcion. El efecto positivo
de la rbST sobre la fertilidad al aplicarse entes o al momento del servicio puede deberse a
mejoras en la maduracidn, fertilizaciéon o desarrollo embrionario. Sin embargo no parece
ser mediado a través de mejorar el desarrollo del CL o ambiente uterino.

Palabras Clave: Ovejas, hormona de crecimiento (rbST), embriones, blastocito.




ABSTRACT

Aiming to test whether the application of growth hormone (rBST) at the time of service
increases quality and development and the rate of development of embryos transferred into
sheep, two experiments were conducted: in the first 15 ewes were used to Suffolk and
Rambouillet breeds, which were synchronized with FGA sponges and superovulated with
FSH, at the time of service and the sheep were assigned to two treatments 1) "treated
group” (n = 7) upon which service was applied 125 mg rBST, 2) "untreated group” (n = 8)
which was applied 1 ml of saline solution. 6.5 the day cycle was the collection of embryos
by ventral midline laparotomy. The number of fertilized oocytes, transferable embryos, and
blastocysts between groups were analyzed using a logistic regression test. The proportion
of transferable embryos were higher in the treated group 91.30% vs 59.38% in the control
group (P <0.05). The percentage of embryos reached the blastocyst stage was higher for the
treated group to 50.72% to 25.00% untreated group, but no statistical difference was found
(P> 0.05). In the second experiment, ewes were synchronized and superovulated in the
same manner as in experiment 1 and were assigned to one of two groups at the time of
service 1) group 2 (n = 6) received 125 mg of rBST, 2 ) group 2 (n = 6) received 1ml of
saline solution. The 6.5 days was the collection laparoscopic ventral half, the structures
were classified and the number of structures obtained was analyzed by a test of logistic
regression. The proportions of transferable embryos were 100% for the treated group vs
88.24% in the witness group (P <0.05). While the percentage of embryos that reached
blastocysts was 35.14% in the treated group vs 35.29% in the untreated group, without
statistical differences (P> 0.05). The embryos were transferred to recipient ewes
synchronized with FGA sponges, at the beginning of estrus was assigned to two groups 1)
Receiving treatment (n = 28) receiving 125 mg of rBST, 2) Receivinng witness (n = 31)
who received 1 ml of saline solution. Embryos derived from treated donor were transferred
to the receiving group as wintess group receiving embryos derived from donor and a
witness was transferred to a recipient receiving treated as a witness in a 2 X 2 factorial
model. There were no significant differences (P> 0.05) in the percentage of pregnancies
among the recipients. (63.6% receiving witness transferred embryo donor witness, 53.8%
transferred recipients treated with donor embryo witness, 76.4% receiving witness
transferred embryo donor treated, 66.6% transferred recipients treated with donor-treated
embryo). In conclusion the application of growth hormone (rBST) in the time of service
increased the quality of the embryos and improved embryonic development, but did not
increase rates of conception. The positive effect of rBST on fertility applied to the
authorities or when the service may be due to improvements in the maturation, fertilization
or embryo development. However does not appear to be mediated through improving the
development of CL or uterine environment.

Keywords: Sheep, growth hormone (rbST), embryos, blastocyst.



1.- INTRODUCCION

Aunque la fertilidad reportada para vacas y ovejas (90%) es alta (Ayalon et al., 1978;
Thatcher et al., 1994), se ha observado que hay una perdida embrionaria del 20 a 30 %
en los primeros 13 dias post-fertilizacién (Dunne et al., 2000), por lo cual la mortalidad
embrionaria es el principal problema de fertilidad en los rumiantes (Albihn et, al 1989).
La etiologia de la muerte embrionaria es de naturaleza diversa, pero puede resumirse en
factores genéticos y ambientales (Ayalon et al., 1978). Dentro de los factores genéticos
estdn consideradas las anormalidades cromosdmicas, que ocurren con una incidencia del
7.5 % aproximadamente y las cuales pueden producirse en la gametogénesis, la
fertilizacién o la embriogénesis (Wilmut et al., 1986). Los factores ambientales son los
responsables de la mayor parte de las muertes embrionarias tempranas, e incluyen los
factores de naturaleza hormonal, climdtica, infecciosa, y nutricional, (Ayalon et al.,

1978; Thatcher et al., 1994; Zavy, 1994).

La BST es una hormona producida por los somatotropos en la gldndula pituitaria
(Bauman, 1993, Etherton y Bauman, 1998) muchos de los efectos de la BST se llevan
a cabo de manera directa, pero otros se realizan de manera indirecta a través de los
IGF’s, los cuales son producidos principalmente por el higado (Holly y Wass, 1989). En
su mayoria los IGF’s son generados por el embrién para sostener su propio desarrollo
(Gandolfi et al., 1996). El efecto de la BST bovina es mediado por el incremento en

las concentraciones circulantes de IGF-I (Buratini ef al., 2000).

A nivel ovdrico el IGF-1 regula la foliculogénesis (Echternkamp ef al., 1990)
estimulando el crecimiento folicular (Perks et al., 1999). El Cuerpo liteo (CL) posee
receptores para IGF-1 y se ha observado que incrementa los niveles de P4 in vitro
(Einspanier et al., 1990; Lucy et al., 1994). Igualmente se han observado receptores
para IGF-1 en el epitelio glandular y luminal del ttero, en donde regula la actividad
glandular y el desarrollo caruncular (Heap et al., 1996; Robinson et al., 2000). Por otro
lado, Matsui (1997) observo que el IGF-1 estimula el desarrollo del embriéon bovino en

estado moérula, 5 dias después de la fertilizacion in vitro.



La BST administrada al momento de la inseminacién ha favorecido la sobre vivencia
embrionaria y por lo tanto aumenta los porcentajes de concepcion (Moreira et al.,
2000, Morales-Roura et al., 2001, Santos et al., 2004), Se ha comprobado que la
aplicacion de rbST aumenta la proporcién de embriones en fases adelantadas de
desarrollo al momento de la coleccién (Rosas et al., 1995), y la administracion de rbST
cinco dias antes del retiro de una esponja con FGA, incrementé la fertilidad y
prolificidad en ovejas (Carrillo et al., 2006). En los bovinos la rbST aumenta la
proporcién de ovocitos fertilizados y el porcentaje de embriones que llegan a la etapa

de blastocito (Moreira et al., 2002°).

Diversos estudios se han realizado utilizando rbST para mejorar la eficiencia
reproductiva, evaluando los efectos sobre la accién en la fase folicular y el
funcionamiento del CL. Por lo que este trabajo tiene el propdsito de evaluar el efecto
que tiene la aplicacion de 125 mg rbST en ovejas superovuladas donadoras de
embriones sobre la calidad y desarrollo embrionario asi como el porcentaje de
concepcién de los embriones trasferidos a receptoras tratadas o no con 125 mg de

rbST 6 1ml de solucién salina fisioldgica.



2.- HIPOTESIS Y OBJETIVO

2.1 HIPOTESIS

La administraciéon de BST al momento del servicio en ovejas superovuladas mejora la
calidad y el desarrollo embrionario; y aumenta el porcentaje de concepcion de ovejas
receptoras tratadas con (rbST) cuyos embriones provienen de donadoras tratadas o no

con rbST.

2.2 OBJETIVO:

Determinar si la administracion de somatotropina bovina recombinante (rbST) al
momento servicio mejora la calidad y el desarrollo embrionario en ovejas superovuladas
e incrementa el porcentaje de concepcién en ovejas receptoras tratadas con rbST

cuyos embriones provienen de donadoras tratadas o no con rbST.



3.- REVISION DE LITERATURA

3.1 Somatotropina bovina (BST).

La BST es una proteina lineal simple compuesta de 191 aminodcidos y producida por la
hipdfisis anterior con un peso molecular de 22 kDa. (Grodsky 1979); que presenta una
estructura cuaternaria formada por 4 hélices y dos dominios, el somatogénico y el

lactogénico (Van der Walt, 1994).

La BST en forma general actia sobre la sintesis de proteinas, incrementando la
retencién de nitrégeno y de fésforo en el organismo, aumentando el transporte de los
aminoécidos hacia el interior de la célula y estimulando la sintesis de 4cidos nucleicos,
estimula también la hidrdlisis de los triglicéridos del tejido adiposo, lo que se traduce

en la movilizacion de reservas de grasa (McCutcheon y Bauman, 1986, Bauman, 1999).

Otro de sus efectos es que puede modificar las concentraciones circulantes de las
lipoproteinas de alta (HDL) y baja densidad (LDL), dependiendo tanto de la especie
como del tipo de dieta suministrada, y que en los rumiantes son la principal fuente
plasmatica del colesterol, precursor para la sintesis de esteroides por parte de las células
lditeas, por lo que un aumento en sus concentraciones circulantes podria favorecer la

mayor produccién de progesterona (Spicer y Echterkamp, 1995).

También actda, directamente uniéndose a los receptores en las células precursoras de
huesos, musculos y células grasas, lo que resulta en su diferenciacion y proliferacion; e
indirectamente al estimular a los hepatocitos y otros tipos celulares para que secreten
IGF-1, que actda en los tejidos periféricos promoviendo el crecimiento (Hill 1989,
2000). En bovinos, la mayor parte de los receptores para BST se encuentran en el

higado, donde la unién de la rbST con sus receptores induce la sintesis y secrecion de



factores de crecimiento parecidos a la insulina (IGF). Sin embargo los IGF's en
respuesta a tbST también se producen en el ttero y los ovarios (De la Sota et al., 1993).

El tratamiento de hormona de crecimiento recombinante (rbST) en vacas no lactantes y
lactantes en balance energético positivo resulta en mayores concentraciones de glucosa,
insulina, colesterol, BST e IGFs en plasma asi como en un incremento en la produccién
lactea (Gong et al., 1991). La aplicaciéon de rbST aumenta las concentraciones
periféricas de BST dentro de las primeras 24 horas de aplicaciéon (Gong et al., 1991), y
permanecen significativamente altas durante 7 dias. El incremento en las
concentraciones de somatotropina es seguido a las pocas horas por un incremento en los
niveles periféricos de IGF-1, que se mantienen elevados hasta por 8 dias (Gong et al.,

1993).

La rbST ha mostrado incrementar las concentracién de P4, en algunos trabajos sobre la
aplicacién de BST en bovinos tanto en la fase litea temprana como en la fase ldtea
tardia, se ha encontrado un aumento en el peso de los cuerpos lditeos en las
concentraciéon de P4 en sangre y en el nimero de foliculos (Lucy et al., 1993%). Los
cambios en el tamafio del CL fueron por cambios en las concentraciones plasmaticas de
progesterona lo que sugiera que la cantidad total de tejido liteo fue incrementada por la
rbST, y esto a su vez reflejo en el incremento de la progesterona plasmatica. Las altas
concentraciones de IGF-1 encontradas en la sangre de los animales tratados con tbST
pueden haber influido también en el incremento de la produccién de progesterona (Lucy

etal., 1994).

Por otro lado la P4 se incrementa en cultivos de células de la granulosa y de células
luteas tratadas con IGF-1, y se han encontrado correlaciones positivas entre IGF-1 y P4
en liquido folicular (Lucy et al., 1994).

El tratamiento en ovejas con rbST también causa aumento en la produccion de P4.
Rosas et al., (2001) encontraron que 100 mg de rtbST al momento de detectado el estro
aumento las concentraciones de progesterona, significativamente el dia 3 y 4, y
continuaron elevandose hasta el dia 6, mientras que en el grupo testigo permanecieron

basicamente estables.



3.1.1. Efecto de la BST en fertilidad y desarrollo embrionario

La mortalidad embrionaria es una de las principales causas de baja fertilidad en
animales, y su etiologia es diversa, pero se puede resumir en factores genéticos y
ambientales. Dentro los factores genéticos estdn las anormalidades cromosdmicas, que
pueden producirse en la gametogénesis y en la fertilizacion (Sreenan et al., 2001). Entre
los factores ambientales se puede mencionar la temperatura, nutricién y se considera
que son los responsables de las muertes embrionarias tempranas (Thatcher et al., 1994,

Sreenan et al., 2001).

Hay nuevas terapias hormonales para mejorar la fertilidad y entre ellas se encuentra la
rbST (Herndndez y Morales 2001). Morales Roura et al., 2000, en vacas repetidoras
Holstein con la finalidad de aumentar la fertilidad administraron 500 mg de rbST en el
dia del estro y una segunda dosis a los 10 dias de la primera aplicacién a con este
tratamiento observaron que se mejoro significativamente el porcentaje de concepcién y
se observd un aumento en las concentraciones de P4. Resultados similares se
encontraron al administrar una sola dosis de rbST al momento de la inseminacién
(Mendoza 2000), observandose también niveles mads altos de IGF-1 en animales
tratados.

Moreira et al., (2002) superovularon vacas Holstein para determinar los efectos de la
BST bovina en la fertilizacién y el desarrollo embrionario temprano, y encontraron que
los embriones recuperados de las hembras tratadas con rbST tienen mayores

probabilidades de supervivencia al ser transferidos a hembras receptoras.

La accién de la rbST sobre el desarrollo embrionario se ha demostrado en varios
trabajos de investigacion, como la adicidn de rbST al medio de cultivo que incrementd
la  proporcién de embriones que llegaron a la etapa de blastocito y en vacas

superovuladas increment6 la proporcion de embriones transferibles (Moreira et al.,



2002%), Morales, (2000) demostré que la rbST incrementa la proporcién de embriones
transferibles en vacas repetidoras.

Rosas, 2001 encontrd que las ovejas del grupo tratados con rbST presentaron blastocitos
en estadios mds avanzados de desarrollo.

3.2 Desarrollo Embrionario Temprano.

Después de la fertilizacion y fusioén de los gametos se forma el cigoto, que sufre una
serie de divisiones mitdticas, proceso conocido por segmentacion. La primera division
genera un embrién de dos células, las cuales son llamadas blastémeros. Los blastomeros
sufren divisiones subsiguientes dentro de la zona pelucida sin pasar a la fase de
crecimiento en cada ciclo celular, lo que provoca que el embrion siga manteniendo su

tamafio a pesar de tener cada vez un mayor nimero de células (Crosby et al., 1988).

El material genético del embrién se expresa a partir de la etapa de 8 células lo que
quiere decir que antes de ese estado la sintesis de proteinas se lleva a cabo con el RNA
materno y los ribosomas que provienen del ovocito. (Crosby et al., 1988)

Cuando los blastomeros ya no se pueden contar de manera precisa el embridn es
llamado morula (16 a 32 células). Las células de la mérula que ocupan la parte externa
se compactan mds que las del centro y se comienzan a separar en dos poblaciones
diferentes: células externas y células internas. Las células internas desarrollan uniones
de hendidura que permiten la comunicacién intercelular, mientras que las células
externas desarrollan unién tipo estrechas que alteran la permeabilidad celular (Crosby

etal., 1988).

Las células externas de la morula tienen una bomba activa de sodio, la cual bombea
iones de sodio a la porcién central. Esto hace que se aumente la presion hacia adentro
de la zona pelucida vy el agua se difunde a través de la zona pelucida al interior del
embrion y se comienza a formar una cavidad llena de fluido nombrado blastécele
(Watson, 1999) y en el trofoectodermo se expresan genes para la formacién del
blastdcele como transportadores de glucosa GLUT-1, GLUT 3, Canales de Na/K (Kaye
1997; Pantale6n y Kaye., 1998, Watson et al., 2004). ). En este momento el embrién es

denominado blastocito, y pueden reconocerse dos tipos de células: la masa celular



interna y el trofoblasto. La masa celular interna dara origen al embri6n, mientras que el
trofoblasto al corion. Conforme el blastocito crece, la zona pelucida se comienza a
debilitar. El crecimiento y la acumulacién del fluido dentro del blastocito, la produccién
de enzimas proteoliticas por las células del trofoblasto y las contracciones intermitentes
del blastocito, son factores que incrementan la presién y causan la ruptura de la zona

pelucida, ddndose la eclosién o liberacion del blastocito (Senger, 2003).

3.3 Sobrevivencia embrionaria.

En ovejas, se ha estimando que solo 70 a 80 % de los 6vulos fertilizados llegan al
término de la concepcion, ocurriendo la mayor parte de las perdidas embrionarias
durante el primer mes (Hanrahan, 2003). El desarrollo del embrion depende del
potencial intrinseco de este y de un ambiente adecuado y la mortalidad embrionaria
puede ocurrir debido a defectos genéticos producidos durante etapas muy tempranas
del desarrollo; sin embargo, la mayor parte de las perdidas embrionarias se deben a

condiciones ambientales adversas(Edey, 1969).

En bovinos, la mortalidad embrionaria se ha identificado como una de las causas mas
importantes de la baja eficiencia reproductiva, ocurriendo su mayor parte dentro de los
primeros 16 dias, por lo cual no se detecta una alteracién en el intervalo entre estros

(Diskin y Sreenan, 1980).

El desarrollo y la sobrevivencia exitosa del embriéon dependen de una secuencia
integrada de eventos bioldgicos que involucran al ovario, el embridn, el oviducto y el
utero. Esta cadena de eventos inicia con el crecimiento de un foliculo preovulatorio,
continia con la maduraciéon del ovocito precedido por el aumento de LH, la
luteinizacion del tejido folicular después de la ovulacién, y la fertilizacién del ovocito
en el oviducto. El proceso continua con el desarrollo del cigoto en el ambiente
oviductual, hasta el estado de blastocito, seguido por su transporte al ttero. Los ovarios
inducen cambios en el aparto reproductor que contribuyen a la elongacion de las
membranas extraembrionarias y activaciéon de mecanismos dentro del endometrio que

resultan en el mantenimiento del cuerpo ldteo para sostener la concepcion. Esta



secuencia de eventos permite la viabilidad embrionaria, que involucra una
comunicacién entre el embrién y el ambiente materno, bajo el control de varios
factores endocrinos, pardcrinos y autocrinos. Alguna falla entre la relacién de éstos
puede conducir a una reducida sobrevivencia embrionaria (Thatcher et al., 1994).

3.3.1 Factores genéticos que afectan la sobrevivencia embrionaria.

Las anormalidades cromosdmicas han sido identificadas como causa de la mortalidad
embrionaria temprana y en general se considera que la mortalidad embrionaria temprana
es parte del sistema biolégico (Zavy, 1994). En diversos estudios realizados en ovejas
se ha estimado que las perdidas embrionarias por anormalidades genéticas pueden
alcanzar un porcentaje mayor al 15% (Nancarrow, 1994). La mortalidad embrionaria
en la inseminacion tardia, se debe a la genética del ovocito, ya que éste envejece
rapidamente y sufre procesos degenerativos, se considera la vida media del ovocito en

pequefios rumiantes es de 8 a 10 horas (Zavy, 1994).

3.3.2 Factores nutricionales que afectan la sobrevivencia embrionaria.

Son muy diversos los factores nutricionales que se han relacionado con la baja en la
sobrevivencia embrionaria y entre ellos se ha sefialado que el exceso de proteina
degradable ruminal de la dieta, produce una elevada concentracién de nitrégeno ureico
circulante, que puede repercutir en una reducida tasa de concepcion (Butler, 1998). Los
niveles elevados de amoniaco y urea en sangre pueden provocar niveles similares en
tejidos y fluidos uterinos, los cuales podrian afectar tanto la fertilizaciéon como la
implantacién del embrién (Carroll, 1988). En bovinos la tasa de concepcién es mayor
en vacas que estdn ganando peso durate el periodo de cruzamiento que aquellas que lo
pierden (Plym et al., 1991). A parte las altas concentraciones de glucosa e insulina
provocadas por la sobrealimentacion, so toxicas para el embrion (De Hertogh er al.,
1991; Chi et al., 2000). Mientras que los estados de desnutricion comprometen el
crecimiento e incrementan las perdidas embrionarias (Borwicka et al., 1997).

Por otro lado, en estudios in vitro se ha encontrado que la adicién de insulina al medio

de cultivo incrementa la tasa de segmentacion y la proporcion de embriones que llegan a



la etapa de blastocito, y disminuye la cantidad de cuerpos apoptéticos en embriones de

bovinos (Byrne et al., 2002).

3.3.3 Factores endocrinos que afectan la sobrevivencia embrionaria.

Uno de los factores endocrinos que mads afecta la sobrevivencia embrionaria es la
insuficiencia litea, que puede deberse a la presencia de un CL de vida corta (Hunter,
1991; Costine et al., 2001), o bien a un CL de vida media normal, pero que tiene una
produccion disminuida de P4 (Inskeep, 2004). La regresion prematura del CL se
presenta de manera natural después de la primera ovulacién de la pubertad, del inicio de
la época reproductiva y del inicio de la actividad reproductiva o postparto (Aréchiga-

Flores et al., 2004).

3.3.4 Temperatura y su efecto en la sobrevivencia embrionaria.

Las altas temperaturas al momento de la monta y en la segmentacién del embrién
afectan la sobrevivencia embrionaria. Se ha observado que los embriones en etapas de
segmentacion, son mds sensibles a las altas temperaturas (Thwaites, 1967, Kleemann et
al., 2005). Adicionalmente en bovinos se ha observado una disminucion en el peso del
embrion (Biggers et al., 1987) ademds de la baja produccion de interferon—tau (INF-t)
en el dia 17 post servicio (Putney et al., 1988). Finalmente en bovinos durante el
periodo de servicio, el estrés caldrico afecta el desarrollo del embrién al elevarse la
temperatura uterina, o indirectamente al alterarse el medio ambiente uterino mediante

modificaciones del estado endocrino materno (Badinga et al., 1985).

3.3.5Agentes Infecciosos y su efecto en la sobrevivencia embrionaria.

Existe una alta variedad de agentes infecciosos capaces de provocar muerte

embrionaria, como son bacterias, virus, protozoarios y hongos (Zavy, 1994).



Entre las principales bacterias que causan mortalidad embrionaria se encuentran el
Actinomyces pyogenes (Semambo et al., 1991), el Campylobacter fetus y el Ureaplasma
diversum (Ruhnke et al., 1989); los cuales mas que afectar directamente al embridn,
provocan una infeccidén en el aparto reproductor y lo hacen menos propicio para el
correcto desarrollo embrionario. Mientras que Haemphilus somnus tiene un efecto
directo en el embrion (Kaneene et al., 1986). El principal virus causante de mortalidad
embrionaria es el Herpesvirus bovino-1 (Bowen et al., 1985). El principal protozoario
implicado es Trichomonas foetus, el cual estd asociado a una infeccidon purulenta del
aparato reproductivo (Skirrow y Durant, 1990), ademds candida tropicallis y
Acremonium kiliense son dos hongos a los cuales se ha atribuido un efecto negativo

sobre el embrion (Corbel, 1988).



4.- MATERIAL Y METODOS

El trabajo se dividi6 en dos experimentos. En el primer estudio, los embriones
colectados se clasificaron pero no se transfirieron mientras que en el segundo estudio

los embriones colectados se clasificaron y fueron transferidos.

4.1 Localizacion

Experimento 1

El experimento se realizd en el centro de Ensefianza, Investigacién y Extension en
produccion Ovina (C.E.LLE.P.O.) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de
la UNAM.

El C.E.LE.P.O. se encuentra localizado en el Km. 53.100 de la carretera federal
Meéxico-Cuernavaca en el poblado de 3 Marias, Municipio de Huitzilac, Estado de
Morelos. A 2810 metros sobre el nivel del mar, a 19° 02” de latitud norte y 99° 16~
longitud oeste. El clima es Cb (m) (w) ig, con una precipitaciéon pluvial promedio de

1245 mm y temperatura media anual que oscila entre 12 y 18 °C (Garcia, 1981).

Experimento 2

La segunda parte del estudio se realiz6 en el Rancho la Joya que se encuentra
localizado en Tenextepec Municipio de Atlixco, Estado de Puebla. Ubicado a 1840 m
sobre el nivel del mar, 18° 55" de latitud norte y 97° 26” latitud oeste. El clima es Cb
(wl) (w) igw, con una precipitacion pluvial de 876.6 mm y un promedio de temperatura

de 17.9 °C (Garcia, 1981).



4.2 Animales y Alimentacion.

Experimento 1

Se utilizaron 15 ovejas ciclando de las razas Suffolk y Rambouillet de entre 2 y 4 afios
de edad, en plena época reproductiva (Septiembre y Octubre). Los animales se
encontraban en pastoreo diurno en praderas con ray-grass, trébol blanco, grama nativa.
Y encierro nocturno, donde se les alimentaba, en pesebres con 200 gr de concentrado
elaborado en el C.E.LLE.P.O. a base de sorgo, melaza, sales minerales y heno de avena.

El agua se les proporciono a libre acceso todo el dia.

Experimento 2

Se utilizaron 12 ovejas ciclando de raza pelibuey como donadoras divididas en 2 grupos
y 100 ovejas cruza Dorper — Pelibuey como receptoras, de edad entre 2 y 4 afios en
plena época reproductiva. Las ovejas se encontraban en encierro las 24 hrs del dia y se

alimentaban con alfalfa achicalada, 200 g de sorgo molido y agua a libre acceso.

4.3 Sincronizacion y superovulacion de ovejas donadoras.

Para la sincronizacion del ciclo estral de las ovejas, se colocaron esponjas intravaginales
durante 10 dias con 40 mg de Acetato de Fluorogestona (Chronogest, Intevert,
Meéxico). Un dia antes del retiro de la esponja se inyectaron con 0.075 mg de D-
cloprostenol (Prosolvin Intervet, México), un andlogo de prostaglandina F2a. Dos dias
antes del retiro de la esponja se comenzo la superovulaciéon con FSH (Folltropin- V:
Bioniche, Animal Health, Canad4, Inc) la cual se administr6 por via intramuscular
profunda cada 12 horas, en dosis decrecientes para sumar una dosis total de 190 mg.

Figura 1.



Después de retiradas las esponjas, se realizd la deteccion de estros cada 2 horas,
utilizando un macho provisto con mandil. Al momento de detectado el estro se le dio
servicio cada 6 hrs, mientras que las ovejas estuvieran receptivas.

Al momento del primer servicio las ovejas se dividieron en dos grupos: grupo tratado
denominado rbST-1 (n=7) en el cual se administraron 125 mg de rbST por via
subcutdnea (Lactotropina, Monsanto, México); y grupo testigo denominado Testigo-1
(n=8) al que se le administré 1ml de solucién salina fisioldgica (Laboratorios PISA,
Meéxico) via subcutdnea. A ambos grupos se les colocd una esponja intravaginal con 40
mg de FGA 12 horas después de la ultima monta, para evitar los efectos negativos de la
regresion prematura del CL (Espinosa, 1998; Okada 2000). El dia del primer servicio se
considero como dia cero y los embriones se colectaron el dia 6.5 mediante laparotomia

media ventral (Ishwar y Memon, 1996; Ramon-ugalde et al., 2008).

Las ovejas donadoras del segundo estudios recibieron el mismo tratamiento que las del
primer estudio y seles denomino al grupo tratado rbST-2 y al grupo testigo como

testigo-2 (Figura 1).

4.4 Sincronizacion de receptoras.

Las ovejas receptoras de embriones fueron sincronizadas utilizando esponjas
intravaginales con 40 mg de acetato de fluorogestona (Chronogest, Intervet, México).
Un dia antes del retiro de la esponja recibieron una aplicacion de 0.075 mg de D-
cloprostenol, (Prosolvin Intervet, México). Las esponjas se retiraron de las receptoras
un dia antes que sus correspondientes donadoras, 24 horas después de haber retirado la
esponja se realizé la deteccidon de estros permanentemente con 3 machos provistos de
mandil para evitar la copula. Al momento de detectar el estro, la mitad de las receptoras
(n=50) recibieron una inyeccion de 125 mg de rbST (Lactotropina, Monsanto, México)
por via subcutanea, las 50 hembras restantes recibieron una aplicacion de 1ml SSF

(laboratorios, PISA, México.
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Figura 1. Esquema de sincronizacion, superovulacién y coleccién de embriones en ovejas tratadas con 125 mg de
rbST (grupo tratado) o con 1 ml solucién salina fisiolégica (grupo testigo); Donde: E= Esponja Intravaginal,
PGF20= Prostaglandina, DE= Deteccién de Estro, M= Monta, Tx= tratamiento con rbST o solucién salina
fisiolégica, RE= Retiro de esponja intravaginal, AE= Aplicacién de esponja 12 h después de la dltima monta, CE=

Coleccién de embriones, TE= Transferencia de embriones.



4.5 Coleccion y clasificacion de embriones.

La recoleccién de los embriones se realizé por laparotomia media ventral el dia 6.5
post servicio. Para ello se tranquilizaron con xilacina al 2 % (Rompun Bayer de
México, S.A. de C.V.) a razén de 0.11 mg por kilogramo de peso vivo por via
intramuscular y se anestesiaron con 2 mg por kilogramo de peso vivo de ketamina por

via endovenosa (Imalgen 1000 Rhone Merieux, S.A de C.V).

Para la cirugia se rasurd, lavo y desinfect6 la regiéon abdominal. Se realiz6 una incision
de 5 cm de largo, aproximadamente 4 cm anterior a la glandula mamaria, sobre la linea
media. Se procedid a exteriorizar el tdtero. Posteriormente, se lavé cada uno de los
cuernos uterinos utilizando una sonda de Foley 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 V2, por
medio de otro catéter de uso intravenoso de 18 G x 1 1/4 insertado en la punta del
cuerno que se introdujo el medio de lavado (60 ml de solucién Hartman a la que se le
agrego 4% de albumina sérica ovina), que se colectd en un filtro encom. Una vez
colectados los embriones, se puso un punto de sutura en el dtero donde se introdujo la

sonda Foley, el dtero se regreso a la cavidad abdominal y se sutur6 la incision.

Los embriones colectados se evaluaron morfolégicamente en un microscopio
estereoscopico y se clasificaron de acuerdo a la calidad con base a los criterios de
Lindner y Raymond. Se consideraron como embriones transferibles a las mérulas y
blastocitos clasificados morfolégicamente como de calidad 1 y 2. a) calidad 1 6
excelentes: embriones compactos y esféricos, simétricos y con células de tamaiio, color
y texturas uniformes, sin granulos citoplasmaticos, con pocas vesiculas pequefias, y con
el espacio perivitelino vacio. b) Calidad 2 6 buenos: ligera asimetria, pocos blastémeros
extruidos y ligero retardo en su desarrollo, con imperfecciones menores en estas
caracteristicas. ¢) calidad 3 6 regulares: ligero grado de degeneracién. Blastoémeros
esféricos dispares poco compactos y de tamafio variable, retardo de 1 a 2 dias en su
desarrollo, masa celular aparentemente viable, grandes vesiculas entre sus células , color

muy claro u oscuro, irregulares en la superficie de la masa celular, material de desecho



en el espacio perivitelino, d) calidad 4 6 degenerado: zona pelucida rota. Blastocele no
visible, grandes zonas de degeneracién, poca cantidad de células, blastomeros sueltos
de diferentes tamafios. Los embriones calidad 3 y 4 se consideraron como no
transferibles. Por otro lado, el desarrollo de los embriones se calificé en 6 categorias, a
cada una de las cuales se les asigné una escala numérica, correspondiendo al 1 al menos

desarrollo y el 6 al maximo desarrollo (Cuadro 1) (Lindner y Raymond, 1983).

Se le denomino estructuras a los ovocitos y embriones colectados en el lavado uterino
de las ovejas superovuladas, para obtener el porcentaje de ovocitos fertilizados se
dividi6 el total de embriones entre el numero de estructuras colectadas, para obtener el
porcentaje de embriones transferibles se dividi6 el nimero de embriones de calidad 1 y

2 entre el total de estructuras obtenidas en la coleccion.

Cuadro 1.- Clasificaciéon de embriones, de acuerdo a su grado de desarrollo.

1= Morula

2= Morula Compacta

3= Blastocito Inicial

4= Blastocito

5= Blastocisto Expandido

6= Blastocito Eclosionado

Morula: Es comunmente llamada “bola de células.” Es dificil de diferenciar los
blastdmeros unos de otros. La masa celular del embrién ocupa la mayor parte del

espacio perivitelino.

Moérula Compacta: los blastomeros estan adheridos formando una masa compacta, la

masa embrionaria ocupa del 60 a 70 % del espacio perivitelino.



Blastocito Inicial: Se ha formado una cavidad llena de liquido llamada blastocele y

toma la apariencia de un anillo ocupa el 70 a 80 % del espacio perivitelino, en esta
etapa de desarrollo es posible observar una diferencia entre el trofoectodermo y la masa
celular interna.

Blastocito: Tiene una pronunciada diferenciacion en la capa externa del trofoblasto y
es mds oscura la masa celular interna y mds compacta, el blastocele es muy prominente
y el embridn ocupa la mayoria del espacio perivitelino.

Blastocito Expandido: El didmetro del embrién aumenta drasticamente y sufre un

adelgazamiento de la zona pelucida, los embriones recuperados en la fase de blastocito
expandido se encuentran con frecuencia colapsados y se caracteriza por una pérdida
parcial del blastocele.

Blastocito Eclosionado: Los embriones recuperados en esta etapa de desarrollo pueden

estar en proceso de eclosion y pueden haber perdido la zona pelucida, los blastocitos

eclosionados pueden ser esféricos y con el blastocele bien definido o colapsado.



Figura 2: Embriones en diferentes estadios de desarrollo a) Morula, b) Morula
compacta, c) Blastocito inicial, d) Blastocito, e) Blastocito expandido, f) Blastocito
eclosionado.



4.6 Transferencia de Embriones

La transferencia de embriones se hizo con embriones frescos colectados ese mismo dia
(dia 6.5 postservicio), (Schiewe, 1984). Las ovejas receptoras se tranquilizaron con
xilacina por via intramuscular al 2 % (10mg/50kg de peso vivo) y ketamina (2mg por
kg de peso vivo) por via endovenosa como anestésico. Se hicieron dos incisiones
opuestas en la pared abdominal a 4 cm de la linea media y 3 cm anteriores a la glandula
mamaria, por donde se insert6 el trocar con canula y el laparoscopio, se insufl6 aire en
la cavidad por medio de una aguja de Verres, para permitir la localizacién del utero y
los ovarios. Se localizo el ovario con el cuerpo liteo mas desarrollado, por la segunda
canula se introdujeron las pinzas de Babcock con las que se retrajo y exteriorizé el
cuerno ipsilateral a dicho cuerpo liteo.

En el cuerno uterino seleccionado se hizo una puncion con un catéter intravenoso (18 G
x 1 %) y se transfirié el embrion por medio de una jeringa insulinica conectada con una
punta para pipeta. Cada receptora recibié un embrién. Finalmente el cuerno se regreso a
la cavidad abdominal y se suturaron las incisiones.

Solamente se utilizaron como receptoras aquellas hembras que presentaron estro entre
12 h antes y 12 h después que su donadora. Se trasfirié un solo embridn por receptora
(Cuadro 3) asegurando que embriones provenientes de donadoras tratadas con rbST se
transfirieran tanto a receptoras tratadas con rbST como a receptoras testigo y
embriones provenientes de grupo testigo se transfirieran a receptoras testigo y
receptoras tratadas con tbST Adicionalmente se balanceo el estadio del desarrollo y la
calidad embrionaria entre los grupos y se utilizé un disefio factorial 2 x 2 (Cuadro 2).

El diagnostico de gestacion se realizé el dia 35 posttransferencia embrionaria por
ultrsonosagrafia en tiempo real via transrectal utilizando un ultrasonido Aloka 500
coin una sonda transrectal de SMhz, tomando en cuenta solo el pardmetro de Vacia o

Gestante.

4.7 Analisis Estadistico

El porcentaje de ovocitos fertilizados y embriones se comparé mediante una prueba de

ji-cuadrada entre grupos. Las diferencias en el porcentaje de concepcion de los

embriones transferibles se determinaron mediante un analisis de varianza.



5.- RESULTADOS

En el primer estudio, el tratamiento con rbST increment6 significativamente (P<0.05) el
porcentaje de ovocitos fertilizados y la proporcion de embriones transferibles, en
comparacion con el grupo testigo. Asi mismo, aument6 el nimero de estructuras totales
(P<0.05). (Cuadro 2). Asi el tratamiento con rbST también aument6é el porcentaje de
morulas en 9.31 % (P< 0.05) y el porcentaje de blastocitos en 27.48%. (Cuadro 3). El

cuadro 2 muestra la produccién de embriones por oveja. (Cuadro 2)

En el segundo estudio el 100 % de los ovocitos de las ovejas tratadas con rbST fueron
fertilizados y se desarrollaron hasta embriones para ser trasferidos. Mientras que en el
grupo testigo el porcentaje (76.49) fue menor (P<0.05.. Por otro lado no se encontro
diferencia en el porcentaje de morulas y blastocitos entre grupos (P>0.05). (Cuadro 3).

El cuadro 2 muestra la produccién de embriones por oveja.

Cuadro 2: Produccion de embriones por oveja.

GRUPO OVEJAS ESTRUCTURAS OVOCITOS EMBRIONES
COLECTADAS  FERTILIZADOS TRASFERIBLES

rbST 1 7 11.1 9.85 9.0
(78/7) (69/7) (63/7)
Testigo 1 8 5.6 4.0 2.5
(45/8) (32/8) (20/8)
rbST 2 6 6.16 6.16 6.16
(37/6) (37/6) (37/6)
Testigo 2 6 7.83 5.66 5.0

(47/6) (34/6) (30/6)




Cuadro 3. Porcentaje de ovocitos fertilizados, embriones transferibles, mérulas y
blastocitos de ovejas tratadas o no con rbST al momento del servicio.

% % % %
Grupo (n) OVOCITOS EMBRIONES MORULAS BLASTOCITOS
FERTILIZADOS TRANSFERIBLES

rbST 1 78 88.46° 80.76° 39.74° 44.87°
Testigo 1 46 69.56" 43.47"° 30.43° 17.39°
rbST 2 37 100.00° 100.00° 64.86 * 35.13%
Testigo2 47 76.49" 63.82" 38.29° 25.53°

Literales diferentes en la misma columna indican diferencia significancia (P<0.05)

En el cuadro 4 y figura 3 se observa que el porcentaje de concepcion fue del 66.10 %
del total de las receptoras. Las receptoras tratadas con rbST tuvieron un 61.29 % de
concepcion mientras que las testigo un 71.42 % (P >0.05). Por otro lado, los embriones
trasferidos provenientes de una donadora tratada alcanzaron un 71.4 % de concepcién
y los embriones provenientes de una donadora testigo un 58.3%. EIl tratamiento con
rbST, en las receptoras no incrementd los porcentajes de concepcion y los embriones
provenientes de donadoras tratadas con rbST tampoco tuvieron mayores porcentajes de
concepcion (P>0.05). Y tampoco hubo interaccion entre tratamiento o no en las

receptoras y donadoras. (Cuadro 4; Figura 3)



>XVO0O0>»Z200

Cuadro 4. Porcentajes de concepcién en receptoras tratadas o no con rbST, que
recibieron embriones provenientes de donadoras tratadas o no con rbST.

RECEPTORA RECEPTORA TOTAL
(%)
TESTIGO rbST
(%) (%)
rbST 76.4 66.6 71.42
(13/17) (12/18) (25/35)

Testigo 63.6 53.8 58.3

(7/11) (7/13) (14/24)
Total 71.42 61.29 66.10

(20/28) (19/31) (39/59)

No existieron diferencias significativas entre grupos (P>0.05).

Figura 3: Porcentaje de concepcion de los embriones transferidos.
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6.- DISCUSION

Los resultados del presente estudio indican que la aplicacion de rbST al momento del
servicio en ovejas superovuladas incremento el porcentaje de ovocitos fertilizados, el
desarrollo embrionario y la calidad de embriones en ovejas superovuladas. Sin embargo,
el tratamiento con rbST no mejord el porcentaje de concepcion de los embriones

transferidos a ovejas tratadas o no con rbST al momento del servicio.

La administracion de rbST estimula la maduracion de los ovocitos y aumenta el
namero de ovocitos fertilizados que llegan a blastocitos (Tatjana et al., 2007). La
aplicacion de rbST al momento del servicio puede mantener niveles altos de IGF’s
durante la maduracion del ovocito y la fertilizacion, esto pudo tener un efecto favorable
en la fertilizacion de los ovocitos y asi aumentar los porcentajes de ovocitos fertilizados

en el grupo tratado.

En bovinos se ha observado que la adicion de rbST al medio de cultivo in vitro,
favorece la maduracion del ovocito e incrementa la proporcion de embriones que llegan
a dividirse. La BST puede actuar a través de las células del cumulus o directamente en
el ovocito desnudo, ya que se ha identificado el receptor de rbST en ambas células
(Izadyar et al., 1998). Asi también se encontraron diferencias en la proporcion de
embriones transferibles lo que concuerda con lo encontrado en otros estudios (Cognié et
al., 1992; Folch et al., 2001; Moreira 2002b., Navarrete-Sierra et al., 2008).

En estudios in vivo se ha observado que la administracion de rbST al momento de la
inseminacion en vacas lecheras (Moreira et al., 2002b) y en ovejas (Rosas et al., 1995;
Navarrete-Sierra et al., 2008) incrementa la proporcion de ovocitos fertilizados. En

este estudio el tratamiento con rbST generd mayor proporcion de ovocitos fertilizados.

Folch et al., (2001) aplicaron hormona de crecimiento porcina a ovejas superovuladas
con FSH y encontraron un mayor porcentaje de ovocitos fertilizados (78.0% vs
62.3%), lo que concuerda con los resultados obtenidos con una mayor cantidad de

ovocitos fertilizados. La administracion de rbST al momento del servicio aumenta el



porcentaje de ovocitos fertilizados en bovinos (Moreira et al., 2002, Morales, 2000). En
condiciones in vitro, la adicion de rbST o IGF-1 al medio de cultivo, incrementa la
proporcion de embriones que llegan a la etapa de blastocito (Moreira et al., 2002b).
Diferentes estudios muestran que la aplicacion de rbST mejora el desarrollo,
diferenciacion y metabolismo de embriones antes de ser implantados, y blastocitos
cultivados con rbST incrementaron el nimero de celulas tanto en la masa celular

interna como en el trofoectodermo (lzadyar et al., 2000).

La rbST logré aumentar la tasa de desarrollo de los embriones como lo demuestra el
hecho del mayor nimero de blastocitos en estado avanzado en el grupo tratado. Es
ampliamente conocido que las celulas del oviducto por si solas tienen un efecto
benéfico sobre el desarrollo embrionario ya que los embriones cultivados en medios
simples presentan un desarrollo retrasado en comparacion con los cultivados en medios
suplementados con cultivos de células oviductuales (Kincy et al., 1994; Long et al.,
1994). Por otro lado se ha encontrado en vacas ciclando, en el tiempo en que el
embrion transita por el oviducto, este secreta niveles elevados de factores de
crecimiento, sobre todo de IGF-1 (Kerbler et al., 1997; Kincy et al., 1994). Los
embriones presentan receptores y ligandos para factores de crecimiento IGF-1, IGF-II,
TGF-a, bFGF, TGF-B e insulina (Heyner et al., 1993; Watson et al., 1994; Forcier et
al., 1994; Shi et al., 1994), por lo que es probable que exista un circuito paracrino entre

el epitelio del oviducto y el embrion ovino.

Se ha observado que la administracion de rbST puede modificar el ambiente uterino
aumentando las concentraciones de IGF-I que regulan la proliferacion celular,
protegiendo al embrion de entrar en apoptosis, lo cual favoreceria las condiciones del

desarrollo embrionario (Byrne et al., 2002).

El efecto de la rbST en el desarrollo embrionario puede ser ejercido en forma directa o
a través del IGF-1, la administracion subcutanea de rbST ocasiona un incremento en las
concentraciones sanguineas de IGF-1 que aumentan significativamente de 24 a 48 horas

después de la inyeccién (Gong et al., 1993; Rieger et al., 1998; Winger et al., 1997;



Whates et al., 1998?%). Mendoza (2000) observé un incremento en los niveles séricos de

IGF-I desde el dia 2 después del tratamiento.

Las altas concentraciones sanguineas de IGF-1 podrian promover un incremento de su
concentracion en el oviducto y Utero, ya que este factor esta presente en dichos 6rganos
(Makarevich y Sirotkin, 1997), es posible que el aumento de las concentraciones de
IGF-I en las secreciones oviductales y uterinas estimule a los embriones que intenten
desarrollarse en un ambiente desfavorable.  Asi también el endometrio presenta
receptores para rbST e IGF-I, por lo cual en los animales tratados con rbST se podria
estimular la actividad secretora de las glandulas endometriales mejorando el ambiente

uterino para el desarrollo del embrién (Heap et al., 1996; Robinson et al., 2000).

Existen receptores para rbST e IGF-1 en el endometrio (Lucy et al., 1998 Pershing et al.,
2002; Watson et al., 1999; lIzadyar et al., 2000; Augustin., et al., 2003) y se ha
localizado RNAm para receptores a IGF-I en las gldndulas endometriales (Stevenson et
al., 1994; Wathes et al., 1998) y su expresion es mayor durante la fase lGtea media.

Morales en el 1998 realizd un tratamiento de superovulacién y aplico rbST al inicio del
estro en vacas repetidoras encontrando una diferencia significativa (P<0.05) en el
porcentaje de embriones transferibles (84.3% y 54.5% en vacas tratadas con rbST y no
tratadas, respectivamente) sin alterar el nimero total de embriones producidos, ni las
concentraciones de progesterona. Estos resultados indican que existe un mecanismo
por el cual la rbST favorece el desarrollo de los embriones el cual puede ser directo
(Izadyar et al., 1997) o mediante su principal mediador el IGF-I (Rieger et al., 1998).
En este estudio se encontro que en el grupo tratado hubo un mayor nimero de ovocitos
fertilizados y embriones de mayor calidad, lo cual indica que hay un efecto directo de

la rbST en el desarrollo embrionario.

Ademas se conoce que la repeticion de la inyeccion cada 14 dias mantiene los niveles
de IGF-I permanentemente altos (Bauman, 1999; Jousan et al., 2007). Sin embargo hay
procesos fisiologicos en los cuales la rbST y el IGF-I pueden ejercer su efecto y
corresponden a las etapas en las que ocurre la mayor incidencia de las perdidas



embrionarias (Roberts et al., 1990; Zavy, 1994). El primer evento corresponde a la
fertilizacion, el segundo al desarrollo embrionario durante los primeros 7 dias, y la
tercera, se ubica durante el reconocimiento materno de la concepcién (Ayalon, 1978;
Thatcher et al., 1994).

Carrillo en el 2006 realizaron un trabajo en ovejas aplicando rbST 5 dias antes del retiro
de la esponja con FGA, las cuales mostraron un incremento de la proporcién de partos
maltiples obteniendo una tasa de corderos nacidos por parto de 1.64 para ovejas
tratadas y 1.25 para no tratadas. Este incremento en la prolificidad pudo deberse a los
efectos de la rbST sobre la fertilizacion y desarrollo embrionario mas no sobre la tasa
de ovulacion. Y en diversos estudios (Joyce et al., 1998, 2000) la BST no ha
aumentado la tasa de ovulacién en la oveja. Montero (2007) aplicé rbST 5 dias antes
del retiro de la esponja en el cual encontré que el porcentaje de ovocitos fertilizados fue
mayor en el grupo rbST (85.7%) que el grupo no tratado (62.0%) y una proporcion
mayor de los embriones alcanzé la etapa de blastocito en las ovejas tratados con rbST
(77.6%) en comparacion con el grupo no tratado (48.5%) lo que concuerda con el

estudio realizado.

Se conoce que el IGF-1 actia como un factor de supervivencia evitando la apoptosis
durante el desarrollo embrionario temprano. Los IGF’s unen proteinas como los
IGFBPs y transportadores de glucosa, incluyendo las isoformas Glut 4 y Glut 8, con la
adicion de IGF-I al cultivo celular lograron aumentar el porcentaje de ovocitos
fertilizados, embriones que llegaron a etapa de blastocito, numero de células del
trofoectodermo y de la masa celular interna del embrién (Byrne et al 2002., Augustin et
al., 2003).

El efecto de la rbST en el estudio fue similar al que obtuvieron Byrne et al., (2002) y
Augustin et al. (2003), pero el efecto sobre el porcentaje de concepcion de los
embriones transferidos no se encontré diferencia entre grupos de borregas receptoras

tratadas o no con rbST.



Los embriones producidos in vitro con adicion de IGF-I producen mayores porcentajes
de concepcion después de su transferencia (Block y Hansen, 2007). En este estudio no
encontramos diferencia estadistica al tratamiento de las receptoras.

Se ha observado que la rbST disminuye la sensibilidad del mecanismo de secrecion de
la Pgf2a, a través de una disminucion de la actividad de la enzima cicloxigenasa en las
células del endometrio (Badinga et al., 2002) e incrementa la sintesis de interferon —t, lo
cual puede favorecer al rescate del cuerpo lGteo aumentando el porcentaje de
concepcion (kerbler et al., 1997; Mann y Lamming, 1999; Spencer et al., 2004). Se
conoce que las células grandes del cuerpo luteo tienen receptores para rbST, en estudios
in vitro que se le adiciona IGF-1 a cultivos de células del cuerpo liteo incrementa la
produccion de progesterona (Gong et al., 1994). Lucy (1994) encontrd que en vacas
tratadas con rbST tienen mayores concentraciones de progesterona. Sin embargo,
Morales (2000) y Mendoza en (2000) no encontraron diferencia en la concentracion de
progesterona en vacas tratadas o no con rbST. Por lo que sugerimos que el mecanismo
por el cual se mejora el desarrollo embrionario es a través de un efecto directo de la
rbST y los IGF’s.

Fernandes Marques (2009) transfirié embriones provenientes de vacas no tratadas con
rbST a receptoras tratadas con rbST con una n de 144 embriones en la cual encontr6 un
32.5% de gestaciones para el grupo no tratado y un 65.7 % de gestaciones en receptoras
tratadas con rbST encontrando diferencia estadistica significativa, mas no hubo
diferencia en las concentraciones de progesterona. Lo que indica que hay un efecto el
cual probablemente no pudimos detectarlo debido al nimero de embriones en el

estudio.

En este estudio se observo un aumento en la produccion de embriones y su calidad en
el grupo tratado y concuerda con los resultados encontrados anteriormente por nuestro
grupo de trabajo. Sin embargo en los embriones transferidos no se encontro diferencia

estadistica.



7.- CONCLUSION

Los resultados obtenidos en estudio permiten concluir que la administracién de 125
mg de ST via subcutinea, al momento del servicio en ovejas superovuladas
incrementa el porcentaje de ovocitos fertilizados, la calidad de embriones colectados y
la proporcién de embriones que alcanzaron la etapa de blastocito, mas no asi los
porcentajes de gestaciones de los embriones transferidos. El efecto positivo de la rbST
sobre la fertilidad al aplicarse entes o al momento del servicio es debido a mejoras en la
maduracidn, fertilizacién o desarrollo embrionario. Sin embargo no parece ser mediado

a través de mejorar el desarrollo del CL. o ambiente uterino.



APENDICE I Grado de desarrollo y calidad de los embriones transferidos por

receptora.

Identificacion | Grado de | Calidad | Identificacion | Grado de | Calidad
desarrollo desarrollo
672 1 2 P102 5 2
1653 2 2 1232 2 2
548 5 1 P99 5 1
175 1 2 417 2 1
D08105 1 2 195 1 2
445 1 2 P101 1 2
969 6 2 D081011 1 2
400 1 1 564 1 2
P25 1 2 D081014 1 2
432 4 1 322 1 2
P95 1 2 1418 1 2
D08106 1 1 1615 1 2 |
P96 1 2 D081010 1 2
858 1 2 P98 1 2
290 5 1 1547 1 2
21 5 1 305 1 2
P73 5 1 873 1 2
Do8107 5 1 814 ) 1 2
429 5 1 703 1 2
291 5 1 1295 4 1
1970 5 1 387 4 1
P92 3 1 D08104 4 1
P100 1 2 1279 4 1 |
P78 1 1 1948 4 1 “
D08108 1 2 805 4 1 i
D08109 1 1 828 4 1
251 1 2 1801 4 1
695 1 2 1314 1 1
479 1 2 D0787 1 1
424 4 1
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APENDICE I

Grado de desarrollo y calidad de los embriones transferidos por receptora.

Identificacion | Grado de | Calidad | Identificaciéon | Grado de | Calidad
desarrollo desarrollo

672 1 2 P102 5 2
1653 2 2 1232 2 2
548 5 1 P99 5 1
175 1 2 417 2 1
DO08105 1 2 195 1 2
445 1 2 P101 1 2
969 6 2 DO081011 1 2
400 1 1 564 1 2
P25 1 2 D081014 1 2
432 4 1 322 1 2
P95 1 2 1418 1 2
D08106 1 1 1615 1 2
P96 1 2 DO081010 1 2
858 1 2 P98 1 2
290 5 1 1547 1 2
21 5 1 305 1 2
P73 5 1 873 1 2
Do8107 5 1 814 1 2
429 5 1 703 1 2
291 5 1 1295 4 1
1970 5 1 387 4 1
P92 3 1 D08104 4 1
P100 1 2 1279 4 1
P78 1 1 1948 4 1
D08108 1 2 805 4 1
D08109 1 1 828 4 1
251 1 2 1801 4 1
695 1 2 1314 1 1
479 1 2 DO0787 1 1
424 4 1
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Y CTUDAD TRUJILLA,
Tnery 9 de V256

agerallsimo Dr.

Rartael 1Lhonidas Trujillo W,
Honorable Presidente de l1la Republica
y Benefactor e le Patria.

CIUBAD. -

Honorntle Jole
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¢lende fu ConlimfEs. 4 coa la o8 servir A cabea=
didad miz dgberga parg cen ud. v osu gohierng,
lg Lgiva> respetu™ihimea g

g Ser las, nopndicional

Jusr BOscCHh
ur. Bdez §13.
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16 2P G

Cluged Truiille,
4gosto 5 y 1930,

Hon. Benerel{sims

Refeel L, Trujillo Nolira,
Presioento de la Repihlica
¥ Berefuctor de la Patrig,

Honorable Sr, Fresidente:-

Cuuplicnde ancurgo Euyo, el
oF. Gecreterio de Estaco de la Fresidencia me ha pse
¢rito en esta fecha pare anviarme yr cheque de Clan
dollere (§ 100,00), como gereroca eyuda por la publi- -
cacién de ml povela "La Lesosa”.

ointerazente azredarids IOt
Bu s8pléndido regalo ¥ yor le diﬁ{ﬂﬂiﬂlgn canévole que
cantione pers todo lo que see c£fuerzo recional y obrae
encarinaca hecls la afirmenidn de nuesira culture, ese
erito a Ud, yare darle ls Sepurlegl @e i grotitud y
Loufirmarle nl devote eduirecidr,

<u servidor y amigo,
i

[
x

wJuan Boson,
Cluded Trujillo..
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JJ\ cliudaa Trujillo.?
e a37,
Qg,k 17 da Tulin, 1

cfilme. Mefael 1. Trulilile,

Ion. Trealdents da 18 Rapiiblien
or innofnctor de 16 Patrla,
CTUDAD.

fpnotmile Jells & AMIEO: -

Cusudo Ud, anuncld sy reforrum en el servicic
Crtoirior de lea Hemiblles, ostuve tentado de cscritirle
con ¢l nrcawdsito de nua me tuviera presente 31 LUdL cpons
glderabr nds Atil wera 114, ml prescocias en ol ext.rior
~un ni pormanancis en 1n Direccidn General de Tstadisti-
c¢n. 1o lo hice por que s§ que Ud, no necesita de recor=-
¢o=prics pars siiusr a sus ani;os wllf donde su conool-
nicnto c¢e eade ~ufen le indica.

JIGTA, sin dmbargo, mo tome la libartad de pe-
dl:le consirarar 1o eonvanirncia de enviarme al extesior
a o oeentor o0 gl que fida 'conccialentos ¥y mi eatlmacidn
Jorsares heedia Jds sudieran ‘deanleparse en arovecho e
i cuplerpo y del pafs,

*o desenria ardierntenctite, Honorable Prosiden-
“uy que d. no tolkva ests reticldn cumo sefial Jde que nme
cncueht e dilscustado donde eatoy, sine como exprosidn de
1l draeo de servirle mejor. Tenro les sepuridad de noue el

dinanlsmo  oue M. Lia Limreso al cusrpo Consular o+ Dinlo-
tdtico, coan a6 todes las nani festnclones de 1e hduinlatra-
21én Pdblica, serfa eanino sronicio al desarrollo de nl ca-
Jucddnd ¥y n ln roveenusa cIilusidn de sus elevadas cuall-

Acdes de gohernante. o

~2 Thaludaicen Touws psklmocldén ¥ reapeto,.
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Lu lulslidad gque mostraron los co-
munistas durante [a insurreccion-
e denuncid el presidenie Jolinson

g os nueva, Do la tremtena de
afices de la dictadura de Ralacl L
Trugillo, dislrutaron de wna olerai-
i gque los pernibd organizar sus
cundros clandestinos, Robert J, Ales-
ander, en un esludio sobre el comu-
fiAma i linoamericano, adyvert
afos que el Movinnenta ropo domi-
meano e1 Cpotenclmente el mas pao-
deroso v el de s peligro entre los
communistis de 1o Amdncn
sado v el presente del
VO ROE N Erat
e obra de ean dictadura absoluta.
L simmibente marsista, ralda por un
centenar de wgindos al ierminar la
b Gouerran Civil Espuafiols, se semibrd
con el consentimienio de Trujillo.
Cuando con molive del centenario
de la independencia {1944 ) o invild
al minisiro sovidtico Dimitrn Zanik,
In banders roja onded en el Hatel
Jaragun, v sc brindd pablicamente
rpor Trugillo s por Stalin™, EL ame-
biente favorable movio a las faeoe-
mes mnrxistas de Buara b
v Banmio Dowmimgo o formur @l Partda
Fovalucionario [emoern) o 019 ),

Lo convwocacion de eleesiones indu-
Jooa Trugills g Budéar GPROosicihn [
prcia, Lo o tas expalfindos on
Cuba prestaron Sidos o las rarones
de un enusanog del iclador y deci-
dicron represar, El Partido Rewvolu-
clomario Do tieer  we legiloro
© o Partide Sogmhista Popualar, E1
27 de aposto de 9490 publcd wn -
ficsro, Pero el B4 de junio de 1947,
poso anies de s elecciones, unos
dratifbiod sirvieron de pretesio porn
proscribic o los comunistas,

Aun cuando los comunistas trodi-
cioniles ¢ plegaban o o dictadura,
los militantcs nuis jowvencs, doscon.
formes con la “linea del parctido™
s incorporabuan o los esporddicos ine
wentos de resistoncia. Las Gocilidades
brindadas por Fidel Custro, empsaros,
doterminaron a lo jefoora del i
PartidoSocialistn Popualar s
el entativa de invasidn de
mamn, el 14 de jumio de 1959,

Las molestins de Trujillo con los
E LILY, dieron pie o unn maninhro
politica que anicamente bencficid o
los comunizias, Con la excusa de ""li-
beralizar’ su gobierno, permntie i
del Movimienio Popalar
Dorminicama | 1960, gue desplegaba
wne banders rojinegra, B o usanee
fidelisto, ¥ repetio estribillos pregons-
dos on La Habana, Mo tardd en con-
ceriarse un CTpacio de no agre
wovn Castre. La YVor Dominica
(e rll1n1ﬂiﬂ1rn ol el “Chd™
o princapios de 1961
Ui o o s mbE nues ro e nemege,

LA GUERRA (:lvn_,e_«ﬂ*
DOMINICANA

El Comunismo Dominicano,
Herencia de Truijillo
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[E | EITUIE Tol §
e ok, v oo raiz del ases
comprobd gque los foos e habian
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politica. A posar de las difcrencias
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B ta Pospalar, L Aprupsscid
abe Jumr, v el Movimiento Populag
Dromiamicang —comeidmeran  en abs
tenerse de parhicipar on 1o gque lania-
ran “farss clectaral’” de 1962 En los
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I wa e I wiichy, lovs por
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tad de movimiente, Las diferen
pasresigron disiparse con b oroa
dol Frenie whor ale Loibwre e
wional en abril de 1963, I'I-HIurlw.hl.‘il
e JuUmio, Smpero, provoeo o
nes internas, Fn aoviembee de 1963
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fento Populnr DXominicano reunic-
rOn UN centenar de goerrilleros parn
abrir varios (rentes, oo que el Par-
Ao Socialisti Popular condeind conme
TUEMTTSCC I ariadn prematuia’’

Por o vistos, tras b reuimin O pars
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