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RESUMEN

La época del afio puede afectar el comportamiento reproductivo de las vacas
Holstein, alterando la competencia de los ovocitos, reflejando una produccion
reducida de embriones. El objetivo de este estudio fue evaluar el promedio de
ovocitos totales, competencia de ovocitos y embriones en el proceso de
produccion in vitro en diferentes épocas del afio en vacas Holstein.

Durante las cuatro estaciones del afo, se realizd en cada una de las vacas
donantes de ovocitos (invierno, n = 957; primavera, n = 1571; verano, n = 1776;
otofo, n = 1128), mediante técnica de aspiracion folicular transvaginal in vivo.
después de la recoleccion se sometieron a la produccion de embriones in vitro.
El mayor numero de embriones totales se produjo en invierno y otofio, en
comparacion con la primavera y el verano (3,76 + 0,16y 3,54 + 0,18 frente a 2,73
+ 0,11y 2,45 + 0,10; respectivamente, P <0,05). Durante el invierno, se observé
un mayor porcentaje de competencia de ovocitos, seguido de otofio y primavera,
y se mostrd6 menor competencia en verano (26.03 * 0.39, 19.08 £+ 0.29,
respectivamente, P <0.05). La cantidad y competencia de los ovocitos
recolectados y la produccién de embriones in vitro se redujeron drasticamente

durante los meses mas calurosos del afio en esta zona de intenso calor.

Palabras clave: Competencia de ovocitos, Embriones, Holstein, Fecundacion in

vitro, Temporada.



ABSTRACT

Season of the year can affect the reproductive behavior in Holstein cows, altering
the competition of the oocytes, reflecting a reduced production of embryos. The
objective of this study was to evaluate the average of total oocytes, competition
of oocytes and embryos in the in vitro production process at different season of
the year in Holstein cows.

During the four seasons of the year, was performed on each of the oocyte donor
cows (winter, n = 957; spring, n = 1571; summer, n = 1776; autumn, n = 1128),
by in vivo transvaginal follicular aspiration technique after the collection were
subjected to the embryos production in vitro. The highest number of total embryos
were produced in winter and autumn, compared to spring and summer (3.76 %
0.16and 3.54 £0.18 vs. 2.73+0.11 and 2.45 £ 0.10; respectively, P<0.05). During
winter, a higher percentage of oocyte competition was observed, followed by
autumn and spring, and less competition shown in summer (26.03 + 0.39, 19.08
+ 0.29, respectively, P<0.05). The quantity and competence of the oocytes
collected, and in vitro embryo production were drastically reduced during the

hottest months of the year in this area of intense heat.

Key Words: Competence of oocytes, Embryos, Holstein, In vitro fertilization,

Season.



. INTRODUCCION

Desde hace algunos afios varios estudios han revelado la importancia que tienen
las condiciones ambientales como las crecientes temperaturas globales (Alemu
et al., 2018; Amamou et al.,, 2019) a causa de los cambios climaticos en la
produccion lactea (Edwards et al., 2009) y reproduccion de los animales bajo
condiciones de estrés caldrico (EC), convirtiendo esto en un desafio importante
para la industria lactea mundial en los fututos afos (Polski et al., 2017 y Li et al.,
2021). El EC resulta en pérdidas econdmicas anuales para la industria ganadera
en general en los EE. UU. que van desde $ 1.69 a 2.36 mil millones de ddlares
(Polski y Keyserlingk, 2017; Wang et al., 2020). Hoy en dia, el EC a causa del
medio ambiente es una gran preocupacion debido a sus impactos perjudiciales,
especialmente en los animales de alta productividad (Slimen et al., 2016). En las
regiones tropicales, subtropicales y aridas, la alta temperatura ambiente es el
factor principal que pone en riesgo la eficiencia en la produccién animal (Li et al.,
2021).

Cuando los animales estan expuestos a temperaturas que exceden su umbral de
confort térmico o la temperatura corporal aumenta o disminuye de la zona
termoneutra ocurre el estrés térmico (Wang et al., 2020). En los bovinos de leche
la zona termoneutra oscila entre los 16 ° C y los 25 ° C, dentro de los cuales los
animales pueden mantienen una temperatura corporal fisiolégica de 38,4 - 39,1
°C. EI EC se produce cuando el animal tiene la incapacidad para disipar suficiente
calor para mantener la homotermia, debido principalmente a las altas
temperaturas del aire, la alta humedad, la radiacion térmica, el escaso
movimiento del aire y por el calor metabdlico en las vacas productoras de leche
(Jeenali et al., 2019). Teniendo como respuesta de adaptaciéon al EC, cambios
fisiologicos, metabdlicos, celulares y moleculares (Lopes et al., 2012 y Alemu et
al., 2018). Para estimar el nivel de EC en el ganado, se utiliza el indice de
Temperatura y Humedad (ITH), como un indicador calculado que incorpora los
efectos de la temperatura ambiental con la humedad relativa (Shu et al., 2021).

Cuando el rango de ITH se encuentra por debajo <71 se considera como zona



de confort térmico, 72 y 78 se considera como EC leve, 79-88 como EC severo y
superior 89 como EC muy severo (Armstrong, 1994; Mader et al., 2006 y Lépez
et al., 2016).

En vacas Holstein Friesian el rango de ITH alto es un problema que tiene afectos
deletéreos en la capacidad reproductiva, en las funciones fisioldgicas y celulares
en varios tejidos (Polski et al., 2017), a nivel reproductivo se ha demostrado que
el ITH elevado compromete el crecimiento folicular, la secrecién hormonal, la
esteroidogénesis, asi como el flujo sanguineo uterino y endometrial, provocando
un bajo potencial en el desarrollo y calidad de los ovocitos para el desarrollo de
un embrién (Lopes et al., 2012). En condiciones in vivo el desarrollo embrionario
se ve afectado por el EC durante los dias 1 al 7 después del estro (Slimen et al.,
2016). Se ha comprobado que dependiendo del rango del ITH depende la
intensidad del EC, causando un dafo celular reversible o irreversible en
diferentes estructuras y organelos en el desarrollo del ovocito y embridn (Ortiz et
al., 2010a; De Aguiar et al., 2020). Tales efectos pueden desencadenar una
respuesta adaptativa y/o de muerte celular conocida como apoptosis (Lopes et
al., 2012).

Las altas temperaturas son comunes en la época de verano en la mayor parte de
las cuencas lecheras de México, con frecuencia se rompe la homeostasis de los
animales para disipar el calor, provocando condiciones de EC que se ven
reflejadas en la disminucién del consumo voluntario de alimentos, la baja
produccion lactea (West, 2003; Roth, 2020b), y disminucion de la eficiencia
reproductiva (Wolfenson et al., 2000; Hansen, 2007; Roth, 2021).

Sin embargo, existen pocos estudios que demuestren el efecto perjudicial de los
diferentes rangos de ITH en la calidad y competencia de los ovocitos para
desarrollar un embrion in vitro en el ganado Holstein Friesian bajo condiciones de

produccion intensiva.



1.1. Hipétesis
La viabilidad, cantidad y competencia de los ovocitos en la técnica de produccién
in vitro de embriones (IVEP) se pueden ver afectados deletéreamente en vacas

y novillas Holstein Friesian a medida que aumenta el rango de ITH.

1.2. Objetivo general
Se planteo como objetivo general, evaluar la calidad ovocitaria y la competencia
de ovocitos en la IVEP con diferentes rangos de ITH en vacas y novillas nuliparas

Holstein Friesian.

1.2.1. Objetivos especificos

e Comparacion de la competencia ovocitaria y produccién de embriones in
vitro en ganado lechero Hostein Friesian durante las diferentes estaciones

del afno en region semiarida del norte de México.

e Evaluaciéon de la viabilidad, cantidad y competencia ovocitaria en la
produccion de embriones in vitro en vacas y novillas Holstein con

diferentes rangos de ITH



Il REVISION DE LITERATURA

2.1. Desarrollo de las ovogonias durante el desarrollo embrionario

El desarrollo ovarico del embridn bovino empieza entre la tercera y sexta semana
después de la concepcién, en este periodo se producen numerosos eventos
celulares, como, por ejemplo; la colonizacion masiva del ovario con las células
mesonéfricas. Estas células son consideradas como las precursoras de las
células foliculares (Palma et al., 2012). Otros eventos celulares son la migracién
las células germinales a la cresta genital, la diferenciacién sexual gonadal, la

mitosis y la apoptosis de las células germinales (Matzuk et al., 2002)

El proceso de formacion de células germinales incluye varias etapas (Palma et
al., 2012):
I.  Generacion de las células germinales primordiales (PGC) en el saco
vitelino

II.  Migracion de PGC a la cresta genital

[ll.  Colonizacion de las gbnadas por las CGP

IV. Diferenciacion de las CGP a ovogonias

V. Proliferacién oogonial

VI.  Iniciacién meidtica

VIl.  Arresto en la etapa de diploteno de la profase meidtica

Las células germinales primordiales son predecesoras de los ovocitos y se
desarrollan durante la gastrulacién, cuando el embridn se diferencia en las etapas
de células germinales de ectodermo, mesodermo y endodermo (Matzuk et al.,
2002). Estas células primero se vuelven reconocibles en el borde posterior del
disco embrionario en la gastrulacion. Después se mueven hacia el mesodermo y
endodermo recién formados y unos dias después las CGP se encuentran en el
mesodermo visceral y posteriormente rodean el saco vitelino y la alantoides, aqui
proliferan y migran a través del mesenterio primitivo hacia la génada todavia
indiferenciada, pero en desarrollo (Palma et al., 2012).



2.2. Desarrollo primordial y primario del foliculo

Los ovarios de las hembras bovinas contienen foliculos de varios tamafos
(Palma et al., 2012). Podemos definir al foliculo ovarico como: una estructura con
dos principales funciones; la primera es la produccion de hormonas y la segunda
es la produccion y crecimiento de ovocitos con el objetivo principal de poder ser
fecundados. Estas dos funcionas se llevan a cabo por los foliculos antrales. El
foliculo esta formado por un ovocito inmaduro cubierto por células de la pre-
granulosa o granulosa, los foliculos mas pequefios son los foliculos primordiales
y estan formados por una sola capa de células de la granulosa alrededor del
ovocito (Scenna, 2006). Los foliculos antrales tienen la particularidad de
mantener el arresto meidtico de ovocito (Fouladi et al., 1998; Jaffe y Edbert 2016).
El ovocito de los mamiferos se desarrolla y alcanza la madurez para ovular dentro
del foliculo.

Los foliculos de gran tamafio son llamados preovulatorios o de Graaf, que tienen
aproximadamente de dos a tres capas de células internas de la granulosa,
llamadas también células del cumulus, y de cinco a diez capas de células
externas llamadas células murales de la granulosa, como se muestra en la figura
1 (Jaffe y Egbert, 2016).

Las células de la granulosa son indispensables para el crecimiento del ovocito,
diferenciacidon, meiosis, maduracion del citoplasma y el control de la actividad
transcripcional dentro del ovocito (Khan et al., 2020).

El crecimiento y diferenciacion de las células que rodean al ovocito en el animal
sexualmente maduro se le llama foliculogénesis, mientras que el crecimiento y
diferenciacion de la célula destinada a producir un évulo se le conoce como
ovogénesis (Robert y Gilbert, 2018).



Figura 1. Diagrama del desarrollo de foliculos tempranos y sus partes
(Modificada de Robert y Gilbert, 2018).

2.3. Detenciéon meiodtica

Se puede definir como un ovocito maduro cuando este morfolégicamente se
encuentra detenido en metafase Il (MIl) y se puede presumir que este ovocito
tiene la capacidad de ser fecundado. En la mayoria de los mamiferos, la meiosis
de los ovocitos se inicia durante la vida fetal, pero se detiene prenatalmente en
la etapa de diploteno de la profase | (Tarazona et al., 2010: Jaffe y Edbert 2016).
La detencion meidtica se mantiene hasta el desarrollo folicular a un foliculo de

Graaf. Durante ese tiempo, los ovocitos estan en constante comunicacion con las



células foliculares, que interactuan por efecto de las hormonas gonadotropinas y
esteroides, asi como con otras moléculas intrafoliculares, como los factores de
crecimiento (Reinen et al., 2018).

Cuando el ovocito de los bovinos alcanza un diametro de aproximadamente 110
pum, este puede tener la capacidad de iniciar la maduracién meiética (Palma et
al., 2012). El tamafo del ovocito, que se origina y se desarrolla dentro de los
foliculos de 3 mm a 10 mm, puede variar de entre 123 ym y 125 ym y se ha
demostrado que existe una relacion directa entre el tamafo con la tasa de
desarrollo posterior (Tarazona et al., 2010). Es decir, los ovocitos de mayor
tamafo poseen una mayor capacidad de desarrollo en comparacion a los
ovocitos mas pequefos. Existen otros factores que pueden influir en la
reanudacion meiotica y en el desarrollo de los ovocitos, como lo puede ser los
componentes del liquido folicular. Ya que este se origina del plasma sanguineo y
puede ser modificado por la actividad metabdlica de la pared folicular (Rodrigues
etal., 2019). Ademas, de que esta compuesto por mas de 40 proteinas diferentes,
por ejemplo: albumina y enzimas lisosomales, asi como iones, acido ascorbico,
esteroides (estradiol y progesterona) y gonadotropinas (LH y FSH) e incluso

puede acumular toxinas (Li et al., 2016; Rodrigues et al., 2019).

2.4. Comunicacion entre los ovocitos y los componentes dentro del

entorno folicular.

Durante el desarrollo de los ovocitos y crecimiento de los foliculos, se necesita
de una comunicacion y sefalizacion muy intensa entre los ovocitos y los
componentes dentro del entorno folicular, todo esto con el propdsito de garantizar
la adquisicion de la capacidad de desarrollo de los ovocitos (Del collado et al.,
2018). Esto por medio de sefales externas e internas entre el ovocito y el foliculo,
esta comunicacion bidireccional permite el mantenimiento de la sincronia entre
el desarrollo folicular y la ovogénesis (Robert y Gilbert, 2018). La comunicacion
de célula a célula se da por sefalizacién paracrina a través del liquido folicular
(Jaffe y Egbert 2016; Robert y Gilbert, 2018). Se ha encontrado que la asincronia



entre el comportamiento folicular y el ovocito, puede provocar un efecto negativo
en el foliculo, lo que da como resultado una reduccion de la fertilidad o incluso
puede provocar una infertilidad en la hembra (Badinga et al., 1993).
Hasta que el foliculo alcance la etapa antral o terciario, la foliculogénesis es
independiente de las gonadotropinas, pero se necesitan de sefales paracrinas
esencialmente para garantizar los cambios morfolégicos y funcionales del ovocito
(Wolfenson y Rorh 2019). EL ovocito ordena estos procesos, en parte por medio
de los factores secretados por ovocitos (OSF). Unos de los factores mas
importantes de esta familia son:

v El factor de crecimiento transformante beta (TGF-8)

v’ El factor de crecimiento y diferenciacion 9 (GDF-9)

v La proteina morfogenética ésea 15 (BMP15)

El papel que juegan estos factores es la activacion de los genes implicados en el
crecimiento y morfogénesis tanto de las células somaticas como del ovocito
(Robert y Gilbert, 2018; Reinen et al., 2018).

La importancia de los OSF en el desarrollo de los ovocitos son cruciales ya que
se ha demostrado que participan en la regulacién del factor de crecimiento de
ovocitos KitL (Del collado et al., 2018). Ademas, de que aumentan la expresion
en las células del cumulo durante el crecimiento de los ovocitos, también son
importantes en la disminucion de su expresion cuando el ovocito esta
completamente desarrollado (Del collado et al, 2018). Y también, se ha
encontrado que estimulan la proliferacion celular e impulsan la diferenciacién de
las células de la granulosa y el camulo durante la foliculogénesis (Jaffe y Egbert
2016; Del collado et al., 2018; Reinen et al., 2018).

Cuadro 1. Factores que pueden promover el crecimiento y desarrollo de los
foliculos preantrales (Palma et al., 2012).

Factor Origen Funcioén

TNFa Ovocito Regula la apoptosis de los ovocitos



MMP15 Ovocito Diferenciacion y proliferacién de foliculos primarios
GDF-9 Ovocito Diferenciacion y proliferacion de foliculos primarios
EGF/bFGF Ovocito Induce el desarrollo de los foliculos primordiales y
preantrales
Figa (Figla) Ovocito Coordinacion de genes estructurales para el desarrollo

Proteina ckit

Ovocito y theca

del foliculo primordial (Zp1, Zp2 y Zp3 de la ZP)

Transicion del foliculo primordial el foliculo primario.
Migracioén y proliferaciéon de células germinales

Activina Células de la Proliferacion de células de la granulosa
granulosa
KL Células de la Induce el desarrollo del foliculo primordial al foliculo
pregranulosa primario
GH Endocrina Desarrollo de GC y de la theca de foliculos preantrales
Insulina Endocrina Induce el desarrollo del foliculo primordial al foliculo
primario
IGF-1 Células de la Estimula el desarrollo del foliculo preantral al foliculo
granulosa antral
AMH Células de la Inhibicién del desarrollo del foliculo primordial
granulosa
AhR Células de la Regulacién del tamafio de la reserva de ovocitos
granulosa
BMP4 Theca/estroma Promueve la transicion del foliculo primordial al foliculo
primario y la supervivencia de los ovocitos
KGF Theca Proliferacion de las células de la granulosa

AhR: receptor de hidrocarburos aromaticos, AMH: hormona anti-Mulleriana, BMP: proteina
morfogénica 6sea, EGF / bFGF: factor de crecimiento de la epidermis / factor de crecimiento
basico de fibroblastos, GDF: factor de diferenciacion del crecimiento, GH: hormona del
crecimiento, Figa: factor en la linea germinal alfa , IGF: factor de crecimiento de la insulina, KGF:

factor de crecimiento de queratinocitos, KL: ligando del kit, TNF: factor de necrosis tumoral.
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2.5. Estructura y funciones de la zona pelucida.

A medida que crece el ovocito, se forma la zona pelucida (ZP), la cual esta
compuesta principalmente por glucoproteinas (Scenna 2006; Palma et al., 2012).
La ZP tiene la principal funcion de ser una barrera fisica que separa al ovocito y
las células de la granulosa (Del Collado et al., 2018). Por otro lado, la ZP es una
matriz extracelular que rodea a los ovocitos en crecimiento, asi como ovocitos
ovulados y embriones en etapa inicial (Jaffe y Egbert, 2016). Dentro de las
funciones importantes que tiene la ZP, es la union a espermatozoides con esta,
para que posteriormente pueda inducir la reaccion acrosémica del
espermatozoide, ademas también juega un papel muy importante en el bloqueo
de la poliespermia, ademas ayuda en la prevencion de la dispersion de
blastdmeros durante el desarrollo previo a la implantacion, ademas facilita el paso
del embrion a través del oviducto y protege al embrién durante las primeras
etapas de su desarrollo (Scenna, 2006).

Todas estas glicoproteinas de la ZP son secretadas exclusivamente por el

ovocito en crecimiento hasta el momento de la ovulacion (Matzuk et al., 2002).

Figura 2. Estructura del foliculo ovarico (tomada Del collado et al., 2018).
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2.6. Vesiculas extracelulares.

Las vesiculas extracelulares son secretadas por las células y tienen la principal
funcién de transportar biomoléculas como proteinas, ARNm, miARN, metabolitos
y lipidos (Del collado et al., 2018). Ademas, estas vesiculas estan presentes en
los diferentes fluidos corporales incluyendo el liquido folicular (Figura 2), en
diferentes especies como la equina, bovina y humana (Navakanitworakul et al.,
2016).

Otra de las funciones que tienen estas vesiculas extracelulares, es el facilitar los
mecanismos de transferencia de diferentes macromoléculas entre las células del
cumulo y el ovocito. Ademas, se ha demostrado que a medida que el foliculo
crece, hay una mayor cantidad de estas vesiculas en el liquido folicular, y también
se ha encontrado que estas vesiculas pueden tener un efecto positivo en la
expresion geénica de los ovocitos durante la maduracién in vitro del complejo-
cumulo-ovocito (COC) y durante las primeras etapas del desarrollo embrionario
(Hung et al., 2015)

2.7. Proyecciones transzonales.

Las proyecciones transzonales (TZPs) son puentes o proyecciones
citoplasmaticas de las células del cumulo a través de la zona pelucida, que
conectan a las células del camulo con el oolema del ovocito (Del collado et al.,
2018). Las TZPs estan compuestas por dos tipos de filamentos citoplasmaticos.
Y de acuerdo a su estructura tienen diferente funcion:

1) La tubulina-TZPs: esta involucrada en |la adhesién celular

2) La actina-TZPs: comunicacion celular

Como ya se ha mencionado antes las TZPs tienen como principal funcién, es ser
una ruta de comunicacion dentro del COC. Ademas, se ha demostrado que
existen alrededor de tres mil TZPs por ovocito y que esta cantidad depende de la
secrecion de FSH y GDF-9 (Hung et al., 2015). Ya que en un estudio en ausencia
de FSH redujo la cantidad de TZPs en el ovocito (El-Hayek et al., 2018).
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Por otro lado, se ha demostrado que la tasa de maduracién, crecimiento y
desarrollo de los ovocitos depende en gran parte a la interaccion entre las TZPs
y de las células del cumulo, esta interaccion es bidireccional y esencial para el
desarrollo de un embridon con alto potencial (Del collado et al., 2018). Este
potencial se puede lograr gracias a un mayor numero de proyecciones
citoplasmaticas entre el ovocito y las células de cumulo, facilitando la
trasnferencia de moléculas que participan en el metabolismo celular, en el

desarrollo y en la reanudacion de la meiosis (Picada et al., 2019).

2.8. Papel de las uniones Gap (Gap junctions).

Las uniones gap son canales o estructuras de proteinas transmembrana
compuestas por seis conexinas presentes en las membranas plasmaticas
opuestas de las células vecinas (Scenna 2006). Tienen la particularidad de unir
a las células de la granulosa y cumulo que estan entre los ovocitos (Jaffe y Egbert
2016). Estas uniones estan compuestas por al menos 13 proteinas diferentes
llamadas conexinas, sin embargo, varios estudios identificaron la conexina 43
como la proteina de unidon gap mas importante y presente en las uniones de
separacion que unen las células del cumulo al ovocito (Palma et al., 2012).

Varios estudios indican que estas conexinas son necesarias para la
foliculogénesis y ovogénesis (Chang et al., 2016). Otra funcién de las uniones
Gap, es la comunicacion intercelular en el crecimiento celular, diferenciaciéon vy el
desarrollo ovocitario y embrionario (Parrish, 2014). Ademas, estas uniones
transportan moléculas pequefias (<1 kDa) como, por ejemplo: iones,
aminoacidos y metabolitos importantes para el desarrollo de los ovocitos. Otra
funcidn muy importante de las uniones Gap, es el mantenimiento del paro

meidtico de los ovocitos (Del Collado et al., 2018).
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2.9. Fertilizacion del ovocito.

La fertilizacion del ovocito requiere tres pasos fundamentales (Kaji y Kudo 2004):

1. La migracion de espermatozoides a través del tracto reproductivo

2. La union y migracion de los espermatozoides a través de la zona

pelucida
3. La fusion de las membranas de los espermatozoides con los
ovocitos

De manera natural los espermatozoides viajan primero a través de la vagina y
cuello uterino hasta llegar al utero, donde comienza la preparacion de los
espermatozoides para la fertilizacion (Hansen 2009). La preparacion de
espermatozoides, conocida como capacitacion espermatica, comienza en el
utero y se completa en el istmo del oviducto (Lonergan et al., 2016).
Una célula espermatica consiste basicamente de una cabeza, parte media y cola
(flagelo). La cabeza es el area en que se transporta la cromatina ésta contiene el
ADN de un nucleo haploide, tiene capa que se llama acrosoma, la cual cubre el
extremo anterior de la cabeza del espermatozoide, esta estructura contiene
enzimas que se usaran para penetrar las membranas de la zona pelucida
(Rubinstein et al., 2006). El acrosoma es un gran organelo similar a un lisosoma
derivado de aparato de Golgi que se superpone al nucleo en la regién apical de
la cabeza del espermatozoide. Este organulo secreta enzimas como serina
proteasa, acrosina, que ayudan a la penetracion de los espermatozoides en la
zona pelucida (Kaji y Kudo 2004). La energia para la motilidad de la célula de
esperma se genera en la pieza intermedia, donde abundan las mitocondrias.
El propdsito de la cola del espermatozoide es proporcionar movimiento para
poder llegar a donde se encuentra el ovocito (ampula) y penetrarlo (Palma et al.,
2012). El ovocito tiene varias capas, las cuales el espermatozoide debe penetrar.
Las capas son: el cumulo odforo, la zona pelucida, el espacio perivitelino y la
membrana vitelina. Las propiedades fisicas de los espermatozoides y de los
ovocitos permiten que cada uno de ellos se fusione y complete con éxito el acto
de la fertilizacion (Rubinstein et al., 2006).
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Todos los aspectos fisicos de los espermatozoides y de los ovocitos contribuyen
a la penetracion y fusion de las propiedades gendmicas de los gametos (Parrish
2014). La union de los espermatozoides a la zona pelucida es un evento mediado
por receptores y solo un acrosoma intacto puede unirse a este receptor. Una vez
que los espermatozoides se unen a la zona pelucida, la proteina de unién del
esperma estimula los eventos que conducen a la fusidon de la membrana
plasmatica y la membrana acrosémica (Richards 2005). Una vez que el esperma
ha penetrado en la zona pelucida, se mueve al espacio vitelino y entra en
contacto con la membrana vitelina del ovocito. Después de la fusion con el
ovocito, la envoltura nuclear del esperma se rompe y la cromatina del
espermatozoide y del ovocito migran al centro del évulo donde comienza la union
de los cromosomas de los gametos (Parrish 2014). Posteriormente estas dos
células haploides producen una célula diploide, que contiene la composicidon
gendmica de la descendencia. Estos pasos concluyen el acto de la fertilizacion y
conducen al desarrollo de un embrion de una célula (Shimizu et al., 2003; Young
2004).

3. Desarrollo embrionario temprano.

En el desarrollo del embrion ocurre en varias etapas diferentes como lo es la
fertilizacion, las etapas de una, dos, cuatro, ocho células hasta llegar a la etapa
de 16 células (desarrollo pluripotencial), posteriormente se desarrolla en mérula,
blastocisto, blastocisto expandido, blastocisto eclosionado, reconocimiento
materno de la prefiez y la unién placentaria (Young 2004).

Después de la fertilizacion y union de los dos pronucleos (masculino y femenino),
se desarrolla un cigoto que con el avance de tiempo se convertira en embrion, el
cigoto experimenta una serie de divisiones celulares sincronizadas, a este

proceso también se le puede llamar escision o clivaje (Scenna 2006).
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Figura 3. Eventos mas importantes durante el desarrollo embrionario.
EGA= Activacion del genoma embrionario (Tomada y modificada de Scenna,
2006).

Durante el desarrollo embrionario después de la fertilizacion el cigoto empieza
con una serie de divisiones celulares bien orquestadas. La primera division de la
segmentacion genera un embrion de dos células, y estas células se llaman
blastomeros. A medida que el embrion temprano se transporta a través de la
region del istmo del oviducto, cada blastomero sufre divisiones que producen
embriones de cuatro, ocho, 16 y 32 células (Lonergan et al., 2016) como se
muestra en la figura 3. El embrién en el bovino ingresa al cuerno uterino en el dia
cinco o seis despueés del estro, en ese momento, los blastomeros se aplanan uno
contra el otro formando una "bola sélida" de células llamada moérula. A partir de
esta etapa del desarrollo embrionario, el embrién comienza a formar una cavidad
llena de liquido (blastocele), llamado y clasificado como blastocisto. La
acumulacion adicional de liquido dentro del blastocele le permite al embrion
expandirse (blastocisto expandido) y finalmente eclosionar (escapar) de la zona
pelucida (blastocito eclosionado), esto aproximadamente el dia nueve después
del estro (Scenna 2006).
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En los bovinos de leche un paso critico para una prefiez exitosa es eclosion del
embridn, ya que en esta etapa se requiere un desarrollo filamentoso del embrion
la union en el endometrio uterino (Scenna 2006 y Gendelman et al., 2010).

Para el establecimiento de una prefiez viable en una hembra, en gran parte
depende principalmente de los gametos funcionales, el ovocito en la hembra y el
espermatozoide por parte del macho, la union de estos gametos debe ocurrir
dentro de la vida funcional de la hembra y se debe tener un ambiente uterino
adecuado, con altas concentraciones de progesterona provenientes de un cuerpo
luteo funcional para garantizar un correcto desarrollo embrionario y fetal (Scenna
2006).

3.1. Activacion del genoma embrionario.

Durante el desarrollo temprano in vivo del embridn bovino, este pasa los primeros
cuatro dias en el oviducto donde estara en contacto con el fluido oviductal.
Durante este periodo ocurren cambios morfoldégicos y metabdlicos muy
importantes. Estos cambios incluyen, la primera division de escisién, la activaciéon
del genoma embrionario, la compactacion, la formacién del blastocele y la
diferenciacion celular (Lonergan et al, 2016). La activacion del genoma
embrionario se considera uno de los eventos mas importante en el desarrollo
embrionario temprano. Sin la activacion del genoma, el embrién bovino detendria
su desarrollo a un estadio mayor de ocho a 16 células, a este fendmeno se
conoce como "bloqueo del desarrollo embrionario” (Meirelles et al., 2004).

Se ha demostrado, que para que se pueda llevar a cabo la correcta activaciéon
del genoma embrionario, se necesita de una cascada de eventos moleculares y
celulares (Al-Katanani et al., 2002), como lo es la condensacién de cromosomas,
la finalizacion de la primera meiosis | (Hansen 2009; Palma et al., 2012), cambios
en los organelos como lo es el citoplasma, reordenamiento de las mitocondrias
necesarias para la generaciéon de energia para el desarrollo y activacion del
genoma embrionario (Gendelman et al. 2010). Referente a esto Gendelman y

Roth (2012), realizaron un estudio donde midieron la expresion de genes
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implicados en la maduracion y desarrollo temprano en embriones producidos in
vivo como in vitro en condiciones de EC y encontraron una menor expresion de
GDF-9, POU5F1 y GAPDH en las primeras etapas de desarrollo embrionario

necesarios para la activacion del genoma embrionario.

3.2. Compactacién y formacion de blastocisto.

La compactacion representa un evento critico clave para el desarrollo
embrionario en todos los mamiferos. Este evento permite la polarizacion y
diferenciacion de blastomeros en dos poblaciones celulares diferentes (mediante
la induccion de moléculas de adhesion celular entre blastbmeros que mejoran la
comunicacion celular y la adherencia), que facilitan la acumulaciéon de liquido
dentro del embridon que contribuyen directamente a la formacion de blastocisto y
posterior eclosion del embrién de la zona pelucida (Geldelman et al., 2010).
Durante la compactacion, los blastomeros se adhieren y se aplanan entre siy no
se pueden reconocer los limites entre las células (Geldelman y Roth, 2012). Esta
compactacion esta mediada por el aumento de los contactos interblastoméricos
y por moléculas de adhesién, principalmente por las E-cadherina que inducen la
polarizacion celular y la diferenciacion de blastomeros en dos poblaciones de
células (Scenna 2006).

Las E-cadherinas son glicoproteinas transmembrana mediadoras de la adhesion
de célula-célula de forma homotipica (unidon entre células con fenotipos
similares). Existen tres dominios o regiones principales en las E-cadherinas
(Scenna 2006 y Geldelman et al., 2010):

o Dominio extracelular: responsable del reconocimiento especifico de las
mismas E-cadherinas presentes en las células vecinas
Dominio transmembrana: este abarca la membrana celular
Dominio citoplasmatico: este se extiende en la célula y se asocia con
las proteinas citoplasmaticas llamadas cateninas, que se unen a las
cadherinas y a su vez a los filamentos de actina en el citoesqueleto

Se ha encontrado que las E-cadherinas son muy importantes en el ovocito del

ratdn durante el periodo inicial de la activacion del genoma embrionario. Ademas,
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las E-cadherinas juegan un papel muy importante en la adhesion entre los

blastémeros para una correcta compactacion del blastocisto (Scenna, 2006).

3.3. Estrés caloérico.

El EC lo podemos definir, como la incapacidad de los animales para disipar
suficiente calor y mantener la homotermia o mantener el equilibrio térmico
(Sammad et al., 2019), se debe principalmente a las altas temperaturas y
humedad en el ambiente, a la radiacion térmica, al escaso movimiento del aire y
al calor metabdlico en el caso de las vacas productoras de leche (Jeenali et al.,
2019). Cuando las vacas Holstein estan en condiciones de EC se activa una
respuesta de adaptacién que puede provocar cambios fisioldgicos, metabdlicos,
celulares y moleculares (Lopes et al., 2012 y Alemu et al., 2018) con el objetivo
de mitigar el calor. Los animales homoeotérmicos tienen una zona termoneutral
donde se mantiene la temperatura corporal normal constante dentro de un rango
especifico para lograr un gasto de energia es minimo y productividad maxima
(Wang et al., 2020). La respuesta al EC depende de la gravedad y duracién de la

exposicion al calor (Roth, 2021).

3.4. indice de temperatura y humedad (ITH) como indicador de EC.

Para poder hacer una prediccion del nivel de EC presente en los animales, un
indicador aproximado mas utilizado en la industria de ganado lechero es el ITH.
Este incorpora los efectos de la temperatura ambiental con la humedad relativa
(Polski, 2017). Este indice de prediccion de EC fue utilizado por primera vez por
Thom (1959), para la prediccion del efecto de la temperatura ambiente en
humanos.

El ITH se mide en unidades y dividir en categorias o rangos, de acuerdo a
Armstrong (1994), cuando el ITH se encuentra <71 tenemos una zona de confort
térmico, de 72 a 79 como un EC leve, 80 a 89 como estrés severo y >90 como

EC muy severo. Se ha encontrado que dependiendo del rango de ITH se
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observan respuestas biolégicas diferentes, por ejemplo, De Rensis et al. (2015),
demostraron que cuando se tiene un ITH 274 causara una disminucion drastica

en la produccién de leche.

3.5. Respuestas fisiolégicas y conductuales al EC en vacas.

La regulacion térmica de la vaca Holstein se basa principalmente en tres
mecanismos fisicos de perdida de calor: conduccién, conversién y radiacion
(Wang et al., 2020.). A todo esto, cuando la temperatura corporal esta por encima
de la temperatura ambiente, el animal es capaz de mitigar o tener un intercambio
de calor del cuerpo al medio ambiente por medio de las rutas mencionadas
anteriormente. Sin embargo, cuando la temperatura ambiental alcanza o excede
la temperatura corporal, estas rutas se pierden o no son suficientes para
mantener la normotermia del animal (Collier y Gebremehin, 2015).

Otra via de intercambio de calor del cuerpo al medio ambiente, es por medio de
la evaporacion (sudoracién y jadeo). Es decir, en los animales con EC se
aumenta la frecuencia cardiaca, lo que provoca un jadeo rapido y superficial.
Con respecto a las respuestas conductuales y adaptativas mas rapidas de las
vacas en lactancia frente al EC, estas son: el aumento de consumo de agua, la
reduccion de rumia e ingesta de alimento, asi como la disminucidn de produccién
de leche y un bajo rendimiento reproductivo, es decir son estrategias metabdlicas

del animal para recudir el calor metabdlico (Sammad et al., 2019).

3.6. Efecto del EC sobre el sistema endocrino.

El EC durante el verano afecta negativamente varios procesos bioldgicos,
teniendo como resultado una afectacion en la tasa de concepcion de las vacas
(Sartori et al., 2002). Se ha demostrado que el aumento de la temperatura
corporal durante el verano puede tener efectos directos o indirectos sobre el
aparato reproductor, principalmente en el eje hipotalamo-pituitario-ovarico
(Wolfenson y Roth, 2019 ; Roth, 2021).
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La hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH) son
gonadotropinas que desempefan funciones muy importantes, de las cuales
destacan la regulacion del crecimiento folicular, la ovulacién y el desarrollo del
cuerpo luteo (CL). Por lo tanto, cuando hay una deficiencia en la secrecién de
estas hormonas a consecuencia del EC, se podria afectar las funciones ovaricas
(Figura 4).

Wolfenson et al. (1995), encontraron que cuando hay una depresion de la LH por
el EC, podria afectar la cascada de eventos que producen la ovulacién,
maduracion de los ovocitos y formacion de un CL funcional. Por otro lado, Roth
et al. (2000), demostraron que en condiciones de EC la secreciéon de FSH
aumenta y que esta se asocia con un aumento del numero de foliculos,
probablemente debido a la disminucién de inhibina proveniente de un foliculo
preovulatorio. Ademas, se sugiere que el aumento de la FSH puede ser la causa

de dobles ovulaciones y partos gemelares durante el verano.

Figura 4. Esquema del efecto negativo del EC e ITH en la endocrinologia de la
vaca Holstein (Adaptada de Roth, 2020)
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3.7. Efecto del EC en los foliculos ovaricos.

La foliculogénesis en el bovino es un proceso largo que dura aproximadamente
180 dias (Sammad et al, 2019). La dinamica folicular consiste en el
reclutamiento, seleccién de foliculos primordiales para su crecimiento para que
finalmente se desarrolle un foliculo dominante o preovulatorio. Se ha demostrado
en estudios que el EC altera la dinamica folicular, de manera particular en los
foliculos preovulatorios (Roth, 2008 y Edwards et al., 2009). Las causas por el
cual el EC afecta la dominancia del foliculo, se deben probablemente al numero
de foliculos medianos y grandes provenientes de una onda folicular y por la
duracion prolongada de la dominancia del foliculo preovulatorio (Wolfenson et al.,
1995).

Con respecto a la funcién folicular en condiciones de EC, se ha encontrado una
baja produccién de hormonas esteroidogénicas de los foliculos (Badinga et al.,
1993), esto debido por una baja actividad de la enzima aromatasa en las células
de la granulosa y por una baja concentracién de estradiol en el liquido folicular
proveniente del foliculo dominante (Roth, 2015). La baja concentracion de
estradiol se puede asociar con la baja expresion o intensidad de estro de las
vacas durante el verano. Ademas, se ha encontrado que a consecuencia de la
alteracion de las hormonas esteroidogénicas puede provocar problemas en la
ovulacion y quistes ovaricos (Wolfenson et al., 2000).

Otra causa del EC en la produccién esteroidogénica, es la alteracién de la funcién
lutea y la concentracion de progesterona en la circulacion sanguinea. Esta
hormona tiene la particularidad de promover un ambiente uterino adecuado para

la supervivencia del embrion.
3.8. Efecto del EC en los foliculos preantrales y antrales.
Se ha demostrado que el EC afecta negativamente a los foliculos antrales de

manera in vivo (Roth 2015) como in vitro (De Aguiar et al., 2020). Ya que existe

evidencias de que el EC tiene efectos negativos en el desarrollo del foliculo antral,
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teniendo como respuesta a este estrés una deficiencia en la maduracion y
competencia de los ovocitos (Paula-Lopes, 2018; Roth 2017).

Pero en la ultima década se ha tomado el interés de investigar el dano del EC en
los foliculos preantrales. Esto debido a que la foliculogénesis comprende de
varias etapas de los foliculos preantrales, es decir antes del desarrollo de la
cavidad antral. Existe poca informacion actual sobre como el EC afecta estas
etapas, al respecto Paes et al. (2016), encontraron en un estudio donde midieron
la supervivencia y desarrollo de foliculos de bovinos cultivados in vitro con
condiciones de EC (41 °C), afectaban la activacion temprana de los foliculos
primordiales (dentro del tejido ovarico) y que los foliculos preantrales secundarios
(aislados del ovario) parecen ser menos sensibles al calor en menor medida. En
este mismo sentido, De Aguiar et al. (2020), realizé un estudio donde también
cultivaron foliculos preantrales in vitro de bovinos en condiciones de EC y
encontraron que el EC afecta negativamente todas las etapas de los foliculos
preantrales. Y que los foliculos en etapa secundaria son mas sensibles al EC,
seguidos de los foliculos primarios y secundarios tempranos. Estos hallazgos
pueden dar una explicacion del fendmeno de la baja fertilidad en la época de

otofo, a causa del dafio de los foliculos preantrales.

Ovulacién

Ovocito

Figura 5. Diagrama de la resistencia y sensibilidad al estrés por calor en el pool
ovarico de los foliculos preantrales y antrales (Adaptado de Wolfenson y Roth,
2019).
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3.9. Efecto del EC en el ovocito.

Se ha documentado que el EC tiene un efecto perjudicial en la reserva de
ovocitos de las vacas bajo esta condicion en un estudio realizado en vacas
Holstein por Gendelman et al. (2010), donde encontraron una menor
competencia ovocitaria en las primeras divisiones embrionarias hasta la etapa de
blastocistos, cuando los ovocitos provenian de vacas con condiciones de EC
(verano).

Ademas, se ha propuesto que se requiere de un periodo de dos a tres ciclos
estrales para la recuperacion del dafio causado por el EC a los ovocitos. Este
fendmeno se puede apreciar en la fertilidad en la época de otofio cuando el EC
es considerado leve o cuando las vacas no estan expuestas al EC (Roth et al,,
2001a).

Durante el periodo del foliculo preovulatorio, el ovocito parece ser muy sensible
al EC, ya que en estudios in vivo (Roth 2008) e in vitro (Lawrence et al., 2004)
donde los ovocitos estaban en condiciones de EC, se encontré que en respuesta
estos producian especies reactivas de oxigeno.

Por otro lado, se ha demostrado que el microambiente dentro del foliculo bajo
EC, afecta la capacidad y viabilidad del ovocito. Lo que afecta negativamente la
competencia del ovocito. La competencia del ovocito se define como el potencial
que tiene este para madurar y someterse a una fertilizacién y desarrollo
embrionario exitoso (Roth 2017). Otras posibles causas del dafio en el ovocito
por el EC, pueden deberse a los cambios morfolégicos en las células de este,
provocando un estrés oxidativo, fragmentacion nuclear y deterioro mitocondrial
(Roth, 2018).

Cuadro 2. Alteraciones celulares inducidas por el EC en los ovocitos en etapa

vesicula germinal (GV) y durante la maduracion (Paula-Lopes et al., 2012).

Partes de Estructuras Alteraciones Referencias
la célula




Ovocitos en etapa de VG

Ovocitos Madurados
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Citoplasma

Nucleo

Filamentos de
actina

Microtubulos

Granulos
corticales (CG)

Mitocondria

Proteinas

Huso meidtico

ADN

ARN

Aumento de la translocacion
de CG a oolemma.

Reduccidn de la actividad
mitocondrial.

-Reduccidn de la sintesis
proteica total.

-La actividad de la caspasa
del grupo Il no se vio
afectada.

-Reduccién de la
maduracion meidtica
(estadio MII).

Aumento de la
fragmentacion del ADN.

(TUNEL positivo).

La cantidad de ARN total
no se vio afectada.

Reduccién de la
polimerizacién de la
actina pericelular y
transzonal.

Desorganizacion de los
microtubulos.

Aumento de la
translocacion de CG a
oolemma.

Reduccién de la
actividad mitocondrial.

-Reduccidn de la sintesis
proteica total.

-Aumento de la
actividad de la caspasa
del grupo II.

-Reduccién de la
maduracion meidtica
(estadio MII).

-Reduccidn del tamario
del huso meiético.

Aumento de la
fragmentacion del ADN.

(TUNEL positivo).

La cantidad de poli (A)
ARN no se vio afectada.

(Juand Tseng,
2004; Tseng et
al., 2004; Roth
and Hansen,
2005).

(Ju and Tseng,
2004; Tseng et
al., 2004; Ju et
al., 2005; Roth
and Hansen,
2005).

(Payton et al.,
2004; Edwards et
al., 2005).

(Ispada et al.,
2011; Lima,
2012).

(Curcietal.,
1987; Edwards
and Hansen,
1996; Edwards
and Hansen,
1997).

(Roth and
Hansen, 2004a;
Lima, 2012).
(Payton et al.,
2004; Roth and
Hansen, 2005;
Paula-Lopes et
al., 2008).

(Ju et al., 2005).
(Roth and
Hansen,

2004a3; Ispada et
al., 2010; Lima,
2012).

(Payton et al.,
2011; Gendelman
and Roth, 2012).
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Membrana Lipidos -Aumento del acido graso -(zeronetal.,
saturado. 2001).
-Translocacion de
fosfatidilserina a la -(Kalo and Roth,
ldmina externa de la 2011).
membrana plasmatica
(Anexina-V).

4. Deterioro de la maduracion nuclear y citoplasmatica a causa del EC.

Se han realizado estudios in vitro de ovocitos bajo condiciones de EC inducido
(40 °C a 41.5 °C) y se encontré una alteracion en la maduracién nuclear y
citoplasmatica del ovocito (Jeenali et al., 2019). Ya que la exposicion a estas altas
temperaturas durante la maduracion, afecté la produccion de microtubulina,
microfilamentos responsables del transporte nuclear y organelar del ovocito (Roth
y Hansen 2005). Como resultado la mayoria de los ovocitos no maduran
correctamente y se detienen en las etapas de metafase | y Il

La maduracién citoplasmatica consiste en multiples eventos, como lo es la
reorganizacion de los organulos citoplasmaticos (granulos corticales,
mitocondrias y el reticulo endoplasmatico) a través de las acciones de los
microfilamentos citoesquelético y por los microtubulos como se puede observarse
en la figura 6 (Alamu et al., 2018). En respuesta a todo esto, los ovocitos
probablemente tendran una baja probabilidad de ser fertilizados exitosamente y
posterior desarrollo embrionario temprano hasta llegar a la etapa de blastocisto
(Roth, 2015).

En cuanto a las alteraciones citoplasmaticas a causa del EC se encuentran los
cambios del citoesqueleto, lo que afecta la organizacion de los microtubulos y
microfilamentos en el ovocito (Roth and Hansen, 2005). Estas alteraciones
comprometen el transporte y distribucion de los organulos citoplasmaticos, asi
como la separacion de los cromosomas durante la fertilizacién y escision del
embrion (Paula-Lopes et al., 2012). Durante la maduracion de los ovocitos los
microfilamentos de actina son fundamentales en traslocacién de los granulos

corticales a la region cortical.
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El EC afecta de igual manera a la estructura de los hetedimeros de of-tubulina
de los microtubulos del ovocito (Figura 6). En un estudio Ju et al. (2005), donde
expusieron los ovocitos a temperaturas de 42 °C de manera in vitro, encontraron
que estas altas temperaturas afectan negativamente en la polimerizacion y
despolimerizacion de los microtubulos, y esto probablemente afecte la
separacion de los cromosomas durante la fertilizacion y division embrionaria.
Ademas, se ha demostrado que el EC causa una deformacion de los microtubulos
en la etapa de metafase | y Il, provocando la desorganizacion del huso meiotico

y desalineacion de los cromosomas (Roth y Hansen, 2005).

Figura 6. Esquema del efecto negativo del EC en la maduracién del ovocito de

vacas Holstein (Adaptada de Alamu et al., 2018).

4.1. Alteraciones nucleares y deterioro de la funciéon mitocondrial

La depresion de la maduracion nuclear es uno de los cambios causados por el
EC en los ovocitos bovinos (Paula-Lopes et al., 2012). Esta alteracion puede
provocar una fragmentacion del ADN y provocar la apoptosis del ovocito. Se ha

demostrado en estudios in vitro que el EC reduce la competencia en el desarrollo
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de los ovocitos, tasas de maduracion nuclear, escision en los embriones (Paula-
Lopes et al., 2008).

Por otra parte, las mitocondrias son organulos citoplasmaticos que se encuentran
en todas las células eucariotas y tienen la capacidad de generar trisfosfato de
adenosina (ATP), que es la principal fuente de energia de la célula y son
esenciales para diversas funciones celulares (Roth, 2017). Las mitocondrias
estan involucradas en el metabolismo celular, en la homeostasis de la célula y
juega un papel muy importante en la apoptosis. Ademas, estan asociadas con la
competencia del desarrollo de los ovocitos (Roth, 2015). Las mitocondrias del
ovocito son la fuente de energia primaria (ATP) durante el desarrollo embrionario
y el numero de estas aumenta drasticamente a medida que crece el ovocito y
durante las primeras etapas embrionarias (Roth, 2017).

Se ha demostrado de manera in vitro la importancia de los niveles de ATP durante
la maduracién en ovocitos bovinos (Gendelman y Roth 2012b). En estudios
recientes se ha demostrado que las mitocondrias son las principales
impulsadoras de la competencia en el desarrollo de los ovocitos y del desarrollo
embrionario temprano y que las mitocondrias son muy sensibles al EC (Roth,
2021).

4.2. Apoptosis inducida por el EC en los ovocitos.

La apoptosis o también conocida muerte celular programada, es un proceso
natural de las células que juega un papel critico en el desarrollo y homeostasis
tisular de los tejidos adultos (Loo, 2011). La apoptosis es un proceso celular
genéticamente controlado por el que las células inducen su propia muerte en
respuesta a estimulos estresantes. Las alteraciones inducidas por el EC en la
funcion mitocondrial de las células del ovocito pueden inducir una activacion de
las cascadas apoptéticas como se puede observar en la figura 7 (Roth, 2017).

Sobre las causas estresantes en el ovocito al respecto, Nabeneshi et al. (2012),
mencionan que se puede inducir la apoptosis por el exceso de las especies

reactivas de oxigeno y por el agotamiento del glutation. Por otro lado, Roth (2015)
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menciona que en estudios realizados donde se han expuesto los ovocitos
bovinos a temperaturas mayores de 40 °C durante la maduracién in vitro, se
tuvieron resultados que demuestran una expresion alta de las caspasas 2,3y 7
y mostraron una fragmentacion nuclear (Roth 2017).

Las caspasas son proteinas clave en la transduccion y ejecucion de las sefiales
apoptéticas por diferentes estimulos. Existen dos grandes grupos de caspasas,
las denominadas iniciadoras y las ejecutoras (Elinos-Baez et al., 2003).

Una via de induccién de apoptosis es la llamada via mitocondrial. En esta via
tenemos a la familia de genes Bcl-2 que regulan la apoptosis ejerciendo su accion
sobre la mitocondria (Nabeneshi et al., 2012). La activacién de las proteinas pro-
apoptéticas de la familia de Bcl-2 producen un poro en la membrana externa de
las mitocondrias que permite la liberacidon de numerosas proteinas del espacio
intermembrana; entre ellas, el citocromo ¢ (Loo 2011). La liberacién de la proteina
citocromo ¢ en la mitocondria es un evento clave que desencadena la activacion
rapida de las caspasas y proteasas celulares claves para la provocar la muerte
celular (EImore 2007).
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Figura 7. Apoptosis inducida por el choque térmico a través de la via intrinseca
de la esfingomielina a causa del estrés oxidativo y antioxidantes mas utilizados
en medios de produccion de embriones in vitro (Adaptada de Roth, 2015).
Fosfatidilserina (PS), Esfingomielinasa acida (A-SMasa), Inhibidor especifico Z-
DEVD-FMK, Péptidos antiapoptéticos dominio BH4 de Bel-xL (TAT-BH4), Péptido
inhibidor de Bax (BIP), Galato de epigalocatequina (EGCG), Miembro
mitocondrial reducido (Awm), Especies reactivas de oxigeno (ROS); Glutation
intracelular reducido (GSH); Fosforilacion oxidativa deteriorada (OXPHOS),

Acidos grasos poliinsaturados (PUFA)

4.3. Efecto del EC en el embrion.

Como ya se ha mencionado antes, la gran parte del EC implica alteraciones en
el foliculo y ovocito, pero también el embridén antes de la implantacion es muy
sensibles al EC. En este sentido se ha encontrado que en embriones de dos
células son mas sensibles al EC que aquellos en etapas avanzadas (Hansen,

2007). Esto probablemente se deba a la activacién del genoma embrionario
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durante las primeras etapas del desarrollo embrionario. Se ha propuesto que esto
permite al embrién avanzado tener una capacidad de transcripcion génica que le
permite tener una mejor resistencia al EC. Uno de los mecanismos como defensa
del embrion al EC es la apoptosis (Nabenishi et al., 2011).

Ademas, se ha demostrado que el EC durante la gestacion provoca una
reduccion del crecimiento fetal (Sammad et al., 2019). Una de las causas mas
importantes por lo cual suceden las muertes embrionarias tempranas en los
primeros dias de gestacion, es la calidad del CL y la baja produccion de
progesterona. En este mismo sentido, una baja concentracion de progesterona
plasmatica durante la fase lutea del ciclo estral, puede comprometer el desarrollo
folicular, maduracion de los ovocitos y sobre todo puede provocar una muerte
embrionaria temprana a causa de un fracaso en la implantacion del embrion
(Lamming y Royal 2001).

Otro mecanismo del efecto perjudicial del EC en los embriones, es la produccién
de radicales libres y la produccion de antioxidantes en el desarrollo embrionario
(Sakatani et al., 2004).

4.4. Estrés oxidativo.

El ganado bovino y especialmente la raza Holstein esta propensa a diversos tipos
de estrés que pueden afectar su produccién de leche, salud y desempefio
reproductivo. Ademas, puede haber una combinacion entre los tipos de estrés,
por ejemplo, a causa del estrés térmico se puede inducir un estrés oxidativo en
el animal (Roth, 2015). El estrés oxidativo es el resultado de una alteracion en
las concentraciones en estado estacionario de prooxidantes y antioxidantes, lo
que conduce a una sobreproduccion de radicales libres y especies reactivas de
oxigeno (ROS), y una disminucién de la defensa antioxidante (Slimen et al,,
2016). Varios estudios han concluido que la exposicion al calor aumenta la
produccion de ROS e induce estrés oxidativo, lo que puede provocar
citotoxicidad, afectando negativamente la capacidad de maduracién de los

ovocitos, fertilizacion y desarrollo embrionaria (Bernabucci et al., 2002). También
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puede causar una alteracion de los organelos celulares en el ovocito y embrion
provocando la apoptosis celular (Nabenishi et al., 2012 y Roth 2015). Ademas,
se ha demostrado que el estrés oxidativo a causa del EC puede provocar
transtornos metabdlicos y enfermedades infecciosas (Li et al., 2021).

El estrés por calor conduce a una sobreproduccion de iones de metales de
transicion (TMI) al aumentar la tasa de liberacion de hierro de la ferritina. TMI
puede hacer donaciones de electrones al oxigeno, formando anién superéxido y
/ o peréxido de hidrégeno (H202). Como es altamente reactivo, el O 2 es el
precursor de la mayoria de las ROS y un mediador en las reacciones oxidativas
en cadena.

Los aumentos incontrolados de las concentraciones de ROS conducen a
reacciones en cadena mediadas por radicales libres que se dirigen
indiscriminadamente a  proteinas, lipidos, polisacaridos) y acido
desoxirribonucleico (ADN).

También se ha demostrado que el EC aumenta las actividades de las enzimas
antioxidantes, como lo son el superdoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y
glutation peroxidasa (GPX) (Bernabucci et al., 2002). El aumento de las
actividades de las enzimas antioxidantes en respuesta al aumento de los niveles
de ROS tiene como objetivo mantener las controladas las concentraciones de
radicales libres generados (Jeenali et al., 2019).

Ademas, muchos autores informaron que las concentraciones de antioxidantes
enddégenos como el glutatién, las vitaminas (E, C y A) y el 3-caroteno disminuyen
durante la temporada de calor en multiples especies animales (Kumar et al.,
2011). Esta disminucion se explica por la movilizacion de antioxidantes celulares
para desintoxicar los radicales libres generados por la exposicion al calor y para

preservar las concentraciones minimas de los ROS (Figura 7).

4.5. Estrategias para mitigar el EC.

Estas estrategias se han propuesto con el propdsito de mejorar la tasa de

concepcion en verano. Ademas, de tener el objetivo de prevenir la hipertermia
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severa a la que pueden estar expuestos los animales. Para esto se han
desarrollado diferentes estrategias de acuerdo al tipo de clima y nivel de EC. Una
de las estrategias mas comun para mitigar el EC, es el proporcionar a los
animales una sombra con el objetivo de eliminar la radiacion directa (Roth,
2020b).

4.5.1. Sistemas de refrigeracion

La modificacién del medio ambiente en el que se encuentran los animales puede
reducir la ganancia de calor y podria elevar la disipacién de calor. El principal
objetivo de las estrategias de refrigeracién es mantener la temperatura ambiente
mas baja que la temperatura corporal del animal (Ortiz et al., 2010b). En este
sentido para que los sistemas de refrigeracién sean eficaces se debe tener en
cuenta la radiacién solar, la temperatura ambiente y la humedad relativa, para
mejorar o combinar los mecanismos termorreguladores que permitan a los
animales intercambiar el calor con el medio ambiente, entre estos mecanismos
se encuentran la convencion, conduccion, radiacién y evaporacién (Collier et al.,
2019).

El uso de ventiladores es una de las estrategias para mitigar el EC por medio de
la convecciodn en las explotaciones lecheras, y se utiliza este método para enfriar
a las vacas con el movimiento del aire alrededor del animal (Ortiz et al., 2010b).
Esta estrategia solo es efectiva si la temperatura del aire es menor que la
temperatura del animal. Existen tres principales métodos de sistemas de
refrigeracion mas utilizados. Numero uno: el uso de ventiladores de gran volumen
a una baja velocidad, dos: ventiladores de bajo volumen y alta velocidad vy tres:
ventilacién de tunel. El método de ventilador con agua rociada, consististe en tirar
agua a baja presion sumada a la corriente de aire creada por los ventiladores
suspendidos en el techo. Este sistema se utiliza normalmente en areas de
alimentacién de regiones secas y semihumedas (Armstrong 1994).

Para el método de ventilacion por aspersion existen dos métodos: el primero

consiste en utilizar aspersores que producen grandes gotas de agua que mojan
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completamente a la vaca y que enfria al animal mientras que el agua se evapora,
y el segundo método utiliza nebulizadores que producen pequeias gotas de agua
que permanecen suspendidas en el aire, que se evaporan antes de llegar al suelo
y enfria el aire circundante (Ortiz et al., 2010b). Estos métodos pueden funcionar
muy bien en climas aridos (Wang et al., 2020). El enfoque de estos sistemas es
mantener al animal la mayor parte del tiempo o periodos de enfriamiento con
periodos de 30 a 50 min tres veces al dia, con el objetivo de maximizar el numero
de ciclos secos y humedo por hora. Con esto se espera mantener la temperatura
normal del animal durante los dias con EC (Roth, 2020b).

Ortiz et al. (2010b), encontraron que los sistemas de enfriamiento evaporativo
llamado Korral Kool, pueden ser una buena opcién de mitigacion de calor en las
vacas en climas aridos con baja humedad, mostrando una mejora en el
rendimiento productivo y reproductivo de las vacas. Este método consiste en
producir una fina niebla en el aire mediante ventiladores para impulsar el aire y
crear un movimiento ciclonico del aire para disminuir la temperatura del aire que

rodea a las vacas.

4.5.2. Tratamientos hormonales.

Los tratamientos hormonales tienen el potencial de minimizar los efectos
negativos del EC en los animales. Ya que se ha demostrado que uno de los
principales efectos negativos en las vacas, son los celos silenciosos o la baja
expresion del estro, provocando la perdida de servicios o inseminaciones por
concepcion y a consecuencia de estos problemas se aumentan los dias abiertos
posparto en las vacas con EC (Sammad et al., 2019). Por lo tanto, en condiciones
de EC los programas de sincronizacion o utilizacion de gonadotropinas puede ser
una estrategia buena para mejorar la fertilidad.

-El uso de GnRH y hCG: se ha propuesto que la aplicacion de una dosis unica
de GnRH al inicio del estro, para reforzar la secrecion del pico de LH y provocar
la ovulacion al momento de la inseminacion artificial (IA) o luteinizacion del

foliculo dominante en vacas Holstein. Ademas, se ha estudiado la aplicacion de
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GnRH o hCG en el dia 5 posinseminacién puede mejorar la tasa de concepcion.
Esto debido a que la aplicacion de la GnRH puede inducir la formacién de CL
accesorios para una mayor secrecion de progesterona (Roth, 2020b). Por otro
lado, la aplicacion de GnRH entre los dias 5 y 16 posteriores a la IA aumenta la
tasa de concepcion en climas aridos (Wolfenson y Roth, 2019).

-Uso de Ovsynch: objetivo de este tratamiento propuesto por primera vez por
Pusley et al. (1995), se basa principalmente en la sincronizacion de la ovulacion
en los programas de |A en vacas Holstein para mejorar la tasa de prefiez en la
época de verano. Ya que se ha demostrado que el EC puede provocar una
depresion del comportamiento estral de la hembra, creando un problema en la
deteccion de celo, teniendo como resultado un aumento de servicios por
concepcion y dias abiertos en las vacas (Sammad et al., 2019).

-Uso de Progesterona: se ha estudiado la aplicacion de progesterona exdgena
en las primeras etapas de la gestacion en vacas, y se ha encontrado resultados
favorables en la tasa de concepcion. Esto probablemente se debe a que la
progesterona aumenta la supervivencia del embrion al mejorar el ambiente
uterino de la vaca. Ademas, se ha informado que el uso de un dispositivo
intravaginal (DIV) de progesterona de liberacion lenta, en el dia 5 £ 1 después de
la IA durante 13 dias, se tuvieron resultados positivos en la tasa de concepcidn

en la época de verano (Friedman et al., 2014).

4.5.3. Transferencia de embriones producidos in vitro.

El uso de transferencia de embriones (TE) parece ser una estrategia nueva muy
eficiente en las explotaciones lecheras en regiones calidas (Sammad et al,
2019). Negrén-Pérez et al. (2019), sugieren que con el uso de la TE puede ser
eficaz para disminuir las muertes embrionarias tempranas que muy
frecuentemente suceden en verano en las explotaciones lecheras. Esto
posiblemente se debe, a que al utilizar embriones in vitro de mas de 7 dias en
desarrollo, estos puedan tener una mejor resistencia al EC, y desarrollo para la

hipertermia materna. Aunque hay estudios que demuestran que la utilizacion de
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embriones en etapa de blastocisto tiene mas probabilidad de resultar en
gestacion en comparacion de una moérula tardia (Sakatani et al., 2004). Esto se
debe posiblemente a que estos embriones en etapas avanzadas del desarrollo
tienen una mayor tolerancia al EC (Negron-Pérez et al., 2019). Por tal razon la
TE pudiera ser una buena estrategia para mejorar la fertilidad, es porque los
embriones que se trasfieren ya pasaron la etapa mas critica (activacion del
genoma embrionario) para su desarrollo embrionario. Ya que se ha demostrado
que la TE mejora las tasas de fertilidad durante el verano (Figura 8).

Por otro lado, en cuanto al uso de embriones congelados se ha encontrado que
el uso de estos embriones para la TE tiene menos eficacia en comparacion
cuando se utilizan embriones frescos (Sakatani, 2017). En este mismo sentido se
ha demostrado que las vacas que se les transfiere un embrion fresco tuvieron
mas probabilidades de quedar gestantes que las vacas que son inseminadas
artificialmente en verano (Negrén-Pérez et al., 2019), ademas la transferencia de
embriones frescos supero de 9 a 12 puntos porcentuales a la transferencia con
embriones congelados (Al-Katanani et al., 2002). Aunque, se necesitan mas
estudios referentes a esta estrategia con el uso de embriones congelados o
frescos.

Ademas, se informado de la adicion de factores de supervivencia en los
embriones producidos in vitro, como el uso de antioxidantes y factores de
crecimiento en los medios que se utilizan en el laboratorio para el proceso de
produccion in vitro, minimizan el efecto negativo del EC durante el desarrollo
embrionario y la apoptosis, por lo cual se ha propuesto que los embriones

producidos in vitro pueden tener mejor resistencia al EC (Wang et al., 2020).
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Figura 8. Tolerancia al EC en el desarrollo embrionario entre una Bos indicus y
Bos taurus, con el uso de transferencia de embriones (TE) e inseminacién a
tiempo fijo (IATF) como estrategias para mejorar la fertilidad en vacas Holstein

Friesian en verano (adaptada de Negron-Pérez et al., 2019).

4.5.4. Tolerancia al calor (mejora genética).

La magnitud de la respuesta del animal a temperaturas ambientales elevadas
esta definida por la especie de ganado y su estado fisioldgico. La raza juega un
papel muy importante en la influencia genética para la tolerancia al EC (Wang et
al., 2020.) La vaca Holstein de hoy en dia estan seleccionadas para una mayor
produccion de leche, pero no para una mejor fertilidad (Sammad et al., 2019).
Para la solucion del problema que ocasiona el EC, se tiene que pensar en la
fertilidad y tolerancia al EC en la seleccion de las nuevas generaciones de
animales para produccion en la industria lechera. Se deben identificar animales
superiores que tengan genes y marcadores genéticos para la termotolerancia y
la fertilidad. Existen caracteristicas o condiciones que pudieran mejorar la

tolerancia térmica, como lo es el color de pelaje, la densidad del pelaje y
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condiciones de animales con pelo liso (Anzures et al., 2019). Se hay realizado
estudios que muestran que el color del cabello esta asociado con la absorcién de
la radiacion de calor y la longitud del cabello esta relacionada con la pérdida de
calor con las vias de conduccion, conveccion, radiacion y evaporacion (Ortiz et
al., 2010; Wang et al., 2020).

4.5.5. Manejo nutricional.

Las estrategias de manejo nutricional para el ganado lechero bajo condiciones
de EC, tienen como objetivo, ayudar a las vacas a mantener la homeostasis o
prevenir las deficiencias de nutrientes (Lees et al., 2019). Dentro de estas
estrategias, una simple podria ser cambiar los tiempos de servida de la dieta, es
decir alimentar a los animales en la mafiana y tarde o de noche (Negrén-Pérez
etal., 2019). Esta estrategia tiene como objetivo que los animales no se alimentes
en periodos de EC.
De las estrategias nutricionales mas sugeridas son:

v Dietas de alta energia

v" Suplementos probidticos de levaduras

v' Uso de antioxidantes

v" Control de la proporcion de fibra en la dieta
La suplementacion de vitaminas A, C y E y minerales, como el cobre (Cu) y zinc,
se proponen como una alternativa que podrian disminuir el dafio oxidativo debido
a causa del EC. Ya que el Cu es parte de la estructura de la enzima glutation
peroxidasa y la dismutasa y la dismutasa contiene en su estructura quimica la
vitamina E.
El consumo de materia seca es mas bajo durante la estacién de verano o en dias
calurosos, disminuyendo los nutrientes disponibles para la absorcion y los
nutrientes absorbidos se utilizan de manera menos eficiente (Das et al., 2016).
Se recomienda utilizar raciones con mas de 18 % de proteina en base seca, ya
que la sobrealimentacion requiere mas energia para excretar el exceso de

nitrdgeno en forma de urea (West, 2003).
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Ademas, se ha encontrado que la suplementacion con productos a base de
levaduras juega un papel muy importante en la digestibilidad de los nutrientes al
alterar la produccion de acidos grasos volatiles en el rumen, disminuyen la
produccion de amoniaco ruminal y aumenta la poblacion de microrganismos en
el rumen (Das et al., 2016). Por tal motivo se requiere eficientar el manejo de la
nutricion en los aspectos de balanceo, horarios de servida del alimento, evitar
competencia del alimento, tamano de la particula entre otros factores importante

que intervienen en el proceso fisioldgico de los animales.
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VI. CONCLUSIONES

Estos dos estudios revelaron, por un lado, que la estacion del afio afecta
deletéreamente la produccién de embriones in vitro y la competencia ovocitaria
en las vacas Holstein Friesian, confirmandonos el fenémeno de una baja fertilidad
en las estaciones del afio en verano y otofio en las explotaciones lecheras de la
Comarca Lagunera.

El segundo estudio encontramos, se observo que tanto vacas como novillas se
encuentran con rango de ITH que corresponde a un EC leve. Ademas, se
encontré que cuando las vacas y novillas estan bajo un rango de ITH alto que
corresponde a un EC severo y muy severo, afecta el porcentaje de competencia
ovocitaria y total de embriones. Y tales respuestas al EC son mas visibles en el

grupo de las vacas en lactancia.

VI. RECOMENDACIONES

Como recomendaciones se deben utilizar el ITH como un indicador confiable para
estimar si las vacas en explotaciones estan bajo condiciones de estrés térmico.

Por otro lado, con los resultados que se encontraron en este estudio nos
planteamos proponer estrategias para solucionar o mitigar los efectos del estrés
térmico en las vacas Holstein Friesian, tales alternativas van desde mejorar la
zona de confort del animal con el uso de sistemas de enfriamiento y ventilacion,
el uso de programas hormonales como lo es el Ovsynch y el uso progesterona
exogena. Otra estrategia novedosa o relevante, es la transferencia de embriones
producidos in vitro durante la época de verano y otofio cuando existe condiciones

de EC en las vacas Holstein Friesian y los resultados en la IA no son favorables.
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