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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue determinar si la Hormona dei Crecimiento
Recombinante Bovina (rbGH) tiene algin efecto sobre el crecimiento corporal, el
desarrollo testicular, la calidad seminal, los niveles de testosterona y las reservas testicular
y epididimaria en cabritos jovenes. Para este trabajo se usaron 6 machos encastados de
criollo con nubia con un peso promedio de 17 kg. Se dividieron en dos grupos n=3 uno para
el 1ratamienlo‘y otro control. El grupo tratado con rbGH recibié inyecciones de 41.6 mg
cada 15 dias y el contro! se inyecté con suero salino fisiologico. El peso corporal se registrd
con una bascula; para determinar calidad seminal, el eyaculado se obtuvo por
electroeyaculacion, y se estimaron los siguientes parametros: Volumen, Motilidad
Progresiva, Concentracién y Morfologia espermética. La testosterona se midié por medio
de radioinmunoanalisis obteniendo muestras semanales de sangre y separando el suero. Los
cabritos a los cuales se les aplico el tratamiento con rbGH, fueron més pesados que los
cabritos del lote control a partir de la semana 9 después de la administracion del tratamiento
y siendo esta diferencia significativa en la semana 12. En la calidad seminal el volumen se
afectd siendo significativamente mayor en el grupo tratado con rbGH y disminuyeron
significativamente las anormalidades primarias. El peso testicular fue mayor en el grupo
tratado con rbGH. Asi como también la reserva espermatica epididimaria. La testosterona
sérica se vio incrementada con el tratamiento. Por lo tanto este tratamiento puede ser una

opcion para utifizar animales jovenes y mejorar su fertilidad.




INTRODUCCION

Desde los albores de la humanidad hasta nuestros dias, la cabra ha constituido una de
las especies mas importantes para el hombre, como fuente de la alimentacidn (carne y
leche); para su vestimenta (pelos y pieles); asi como para el control de las malas hierbas y
como productora de abono organico de alta calidad y ain como animal de omato y de
taboratorio (Arbiza, 1998; Smith y Sherman, 1994a), es junto con el perro, el primer

animal domesticado que acompafia al hombre desde hace unos 10 mil afios (Arbiza, 1986).

A) Situacion de la caprinocultura.
1) Nivel mundial

2} Nivel nacional

1) Situacion nivel mundial.

De acuerdo con la FAQ, el inventario mundial de ganado caprino ha mostrado un
crecimiento sostenido a través de las Gltimas tres décadas. La poblacion estimada para 1998
en 191 paises fue de 693.3 millones de cabezas. El 92% de este inventario se encuentra en
Asia y Africa, 5% en América y casi el 3% en Europa (Iruegas, 1999a). Aproximadamente
el 6% de las cabras det mundo se explotan en paises desarrollados y 94% se explotan en

paises subdesarrollados o en vias de desarrollo (Smith y Sherman, 1994a).

En la década de 1990 a 1998, los diez primeros paises (India, China, Pakistan, Irin,

Nigeria, Bangladesh, Etiopia, Somalia, Sudan y Turquia) han incrementado su inventario



hasta 485.7 millones de cabezas, que representan el 70% del inventaric mundial {Iruegas,

1%9%a).

El inventario se encuentra en regiones aridas y semiaridas situacién asociada con un
recurso forrajero insuficiente no apto para animales de talla grande como el ganado bovino.
Esta es una de las razones por las cuales se explica el bajo volumen de produccion de leche
de cabra a nivel mundial, destacando que en la mayor parte de los paises, los sistemas de
produccién se orientan principalmente a la obtencion de carne, con un ganado deficiente en
alimentacion, consecuencia de las condiciones desfavorables en las que se desarrolla este

ganado.

La produccién mundial de leche de cabra en 1998 alcanzd los 10 780 millones de litros,
alrededor del 56% se produjo en Asia, 21% en Europa, 20% en Africa y el 3% restante en
América. Cabe destacar que Asia, Africa y América a pesar de que cuentan con el 97% del
rebafio mundial, participan con el 79% de la produccion de leche, en contraste con Europa
que con solo el 3% de los animales produce el 21% del volumen mundial de leche (Iruegas,

1999a).

Los principales paises productores de leche de cabra son en orden de importancia:
India, Bangladesh, Pakistan, Sudan, Francia y Grecia. En América: Brasil y México son los
paises mas importantes en la cria y produccion de cabras. Brasil cuenta con 12.6 millones
de cabras y produjo 141 millones de litros de leche en 1999, mientras que México con 8.8
millones de cabras produjo 133 millones de litros de leche, lo que indica una mayor

productividad por cabra (Arbiza y De Lucas, 2001).




La produccién mundial de carne de caprino, ha crecido considerablemente pasando de
1.3 millones de toneladas en 1970 a 3.8 millones en 1998. Los tres paises mas importantes
en cuanto a produccidon de came mundialmente son China, India y Pakistan (Iruegas,

1999a).

A pesar de que en los afios setentas México estuvo entre los diez paises con mayor
inventaric mundial, su produccién no alcanzé los niveles de los diez paises sobresalientes.
A diferencia de México, estos paises estan avanzando en sus niveles de produccion, en
tanto que nuestro pais ha venido mostrando una tendencia al estancamiento productivo

(Iruegas, 1999a y b).

2) Situacién nivel nacional

En Meéxico la ganaderia constituye una importante actividad econdmica y representa la
forma de aprovechamiento mas amplia de las tierras del pais. En efecto la ganaderia se
realiza en mas se 110 millones de hectareas, genera alrededor de la tercera parte del PIB
agropecuario y 12% del empleo del campo, asi mismo la producciéon animal en México
genera una oferta de 25g percapita al dia de proteina ingerible de alto valor biolbgico,
cantidad que tedricamente satisface el minimo recomendable de ingesta, de este nutrimento,
aunque en condiciones reales resulta insuficiente para todos los mexicanos, en virtud de la
polarizacion del ingreso y, por ende, del consumo de productos de origen animal (Programa

de maestria y doctorado en ciencias de la produccion y la salud animal, 1998).



La produccion caprina en nuestro pais ha sido una actividad tradicional, muy ligada a su
desarroifo cuiturai, desde que los Espafioles introdujeron las cabras hace casi 500 afios.
Aunque las cabras contribuyeron modestamente a la produccién nacional de leche y carne,
son importantes desde el punto de vista social, ya que representan un medio de ingreso y
fuente de alimentos para numerosas familias campesinas principalmente en las zonas
aridas vy semniaridas del norte de nuestro pais y en la sierra madre del sur entre Oaxaca,

Guerrero y Puebla.

Lacriay produci:i()n de cabras es todavia hoy una actividad principalmente de tipo
familiar. Se estima que mas de 32000 familias participan en esta actividad trabajo que
contribuye a arraigarlos en el medio rural, evitando que emigren a zonas urbanas o incluso
salgan de nuestro pais. La mayoria de las unidades productivas se forman de pequeiios
rebafios manejados directamente por un pastor, el cual realiza todas las actividades de
manejo con ayuda de la familia. En términos generales, estas unidades son escasas de

infraestructura y sus niveles de productividad son muy bajos.

Los sistemas productivos que predominan, aungue estén declinando, son los extensivas.
Estos emplean tierras muy poco productivas, en donde 1a caprinocultura es la actividad mas
viable para aprovechar la poca produccion de materia vegetal. Como consecuencia de esa
aptitud competitiva en condiciones precarias, se ha asociado a la ganaderia caprina con la
pobreza, aunque existan suficientes empleos de la falacia de esa idea. Hay experiencias en
Ja Comarca Lagunera y el Bajio en donde la ganaderia caprina tradicional se ha ido
transformando en una importante actividad bien integrada, con buenos indicadores

productivos v ccondmicos (Iruegas, 1999b).



Duranie jos itimos 28 anos, Ia poblacion de ganado caprino en México se ha reducido
en poco mas del 5%, al pasar de 9.1 millones de cabezas en 1970 a 8.6 en 1998. En 1993 se
observd el maximo nivel de inventario con 11.3 millones de cabezas (INEGIL, 1997, citado
por Iruegas, 1999b) la poblacion caprina de México es la segunda en América y la doceava

en el mundo.

El inventario nacional se encuentra concentrado en 6 estados: San Luis Potosi 11.5%.
Qaxaca 11.3%, Coahuila 9.9%, Puebla 9.8%, Zacatecas 7.3%, Guerrero 7.2% en conjunto
retinen el 57% de las cabras existente en México, el resto solo tiene el 43%, se estima que
el tamaiio de los rebafios es muy variable pero predominan las explotaciones menores a 50

cabras (Iruegas, 1999b).

Los principales productos son: la carne que se consume en platillos como la barbacoa,
la birria, los mixiotes y el cabrito al pastor. La leche que se consume en forma de

subproductos quesos y dulces.

La industria textil del pais desconoce la manufactura del pelo del mohair, dado que no
existe produccion, con lo que respecta a las pieles resultan siempre insuficientes, sin

embargo gran parte de su produccion se exporta (Arbiza, 1986).

La produccion mas importante de leche se observa en los estados del norte y centro de

la repiiblica Coahuila 35%, Guanajuato 17%, Durango 14.2%, Michoacan 8.3%, San Luis




Potosi 7.3%. De estos 5 estados se obtiene alrededor del 82% de la leche de cabra

producida a nivel nacional (INEGI y SAGAR 1997, citado por Iruegas, 1999b)

Los estados con mayor produccién de carne de caprinos en canal son: San Luis Potosi
12.4%, Oaxaca 9.9%, Puebla 9.7%, Coahuila 9.1%, Guerrero 8.2%, Jalisco 6.7%,
Zacatecas 6.4% y Michoacan 6.3% el resto de los estados producen 31.3% (SAGAR, 1998,

2

citado por Iruegas, 1999b).

Fn base a lo citado por las estadisticas nacionales (INEGI 1997; lruegas 1999a y b).
Cabe hacer notar que la caprinocultura en ¢l pais se estanca, siendo una buena opcidn como
fuente de ingresos en las areas rurales marginadas principalmente las aridas y semiaridas,
con muy poca opcion a la explotacion de otra especie, por lo que es necesario aportar
conocimientos en los diferentes campos de la produccién caprina y en este trabajo sc
abordara lo referente al adelanto de la edad al primer servicio, modificando la fisiologia de

machos puberes.



FISIOLOGIA REPRODUCTIVA DEL MACHO.

En la mayoria de las especies, la expresion del comportamiento sexual, depende a la
vez de factores internos; tasa de hormonas esteroides y notablemente el estado nutricional
(Fabre, 2000). Los factores medic ambientales influyen de manera decisiva sobre la
fertilidad del macho, fundamentalmente el fotoperiodo, la temperatura ambiental,
alimentacion y estado fisiclogico de las hembras del rebafio. La sensibilidad al fotoperiodo
depende mas del individuo gque de la raza en si misma (Diaz y Moyan, 1996). A este
estimulo la cabra responde mediante la vista, la cual por estimulo nervioso de la retina,
envia una sefial a glandula pineal, donde se sintetiza melatonina, que al ser secretada, llega
a hipotalamo, que a su vez, desencadena una secrecion de GnRH (Hormona liberadora de

gonadotropinas) {Bearden y Fuquay, 1992).

El macho cabrio es capaz de apareamientos fértiles a lo largo del afio, pero tanto la
calidad del semen como la libido parecen estar influenciadas por el fotoperiodo, en
particular en areas geograficas con fluctuaciones estacionales marcadas en duracién de la
luz del dia y temperatura. i.os niveles séricos de LH y testosterona se incrementan cuando
disminuye la duracién del dia v alcanzan niveles promedio maximos de 2.0 ng/ml de LH y
15 ng/ml de testosterona a ta mitad de la estacién reproductiva (Pineda, 1991a; Smith y

Sherman, 1994b).

Es posible encontrar machos que sufren de manera apreciable el patran de la
estacionalidad en tanto que en otros la actividad es constante durante todo el afio (Diaz y

Moyan, 1996), La diferencia en un mes de nacimiento puede afectar el crecimiento, la



actividad reproductiva y la calidad seminal debida al fotoperiodo diferente (Trejo y col,,
1995) Los animales nacidos en primavera pueden reproducirse en otofio, en cambio los
nacidos después no manifiestan sus primeros celos hasta el afio siguiente (Diaz y Moyan,
1996)

E! recuento esperméatico y la actividad espermatogénica son n;éximas en ¢l otoilo
(temporada normal de reproduccion), y decrecen gradualmente a sus niveles mas bajos en
verano, lo mismo que la calidad del semen (viabilidad y motilidad) y la calidad de fructosa

en el piasma seminal (Frandsen y Spugeon, 1995b).

Otros factores como la temperatura, estado nutricional, enfermedades y estrés puede

que también modifiquen la funcion hipofisiaria (Evans y Maxwell, 1990).

a) Control hormonal de la funcion testicular.

Las funciones de los testiculos, fundamentalmente produccién de espermatozoides y
androgenos, estan reguladas por hormonas especificas, llamadas gonadotropinas, que se
liberan al torrente circulatorio desde la hipéfisis, localizada en la base del encéfalo. Existen
dos gonadotropinas, hormona luteinizante (LH) y hormona estimulante de los foliculos
(FSH). La hormona luteinizante actila sobre las células de Leydig de los testiculos y
estimula la produccion de androgenos, que, a su vez, actGan sobre los tibulos seminiferos

para promover la espermatogénesis (Evans y Maxwell, 1990).

b) Hormonas de la reproduccion masculina,
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La funcién endocrina dei testicuio consiste principalmente en la produccion de
testosterona, hormona sexual masculina, por las células intersticiales (llamada también
células de Leydig). Las hormonas que como la testosterona, tienen efecto masculinizante se

conocen en forma genérica como andrégenos.

La accién de la testosterona produce el estimulo funcional de las glandulas sexuales
accesorias, desarrollo de los caracteres sexuales secundarios y controla la secrecion de LH
(hormona luteinizante, ICSH u hormona estimulante de las células intersticiales) en el
macho. La testosterona fomenta el anabolismo de las proteinas también responde el

esqueleto, pues los huesos se hacen mas grandes y gruesos (Frandson y Spugeen 1995a).

La testosterona y sus productos androsterona y dehidroandrosterona, circulan a
través del torrente sanguineo y son transportadas por proteinas plasmaticas, usandose

rapidamente por drganos blancos o siendo degradadas por el higado.
La testosterona y hormonas relacionadas también son responsables de la
conformacion corporal, desarrollo muscular, libido, mantienen Ia viabilidad de

espermatozoides y estimulan el crecimiento peneano {Haenlein y Caccese, 1992).

c) Espermatogénesis,




La espermatogénesis normal requiere de las actividades sinérgicas de la ICSH (LH),

La espermatogénesis comienza inducida por la FSH, producida en el lobulo anterior
de la hipofisis, pero se hace necesaria la presencia de testosterona para completar el
proceso. Las gonadotropinas de Ja hipofisis regulan directamente la mitosis y meiosis de las
células germinales de las espermatides (espermiogénesis). Dado que las células
intersticiales son estimuladas para producir testosterona por la LH, la testosterona actia en
un mecanismo de retroalimentacion para inhibir la produccion adicional de LH. La FSH es
necesaria para la maduracion final de las espermatides. La LH controla la secrecién de
testosterona, y la Prolactina favorece el mantenimiento de la produccién de testosterona por

la hormona luteinizante.

El testiculo produce estrogeno y se supone que obra como inhibidor de la
produccion de FSH por la hipéfisis anterior. El epitelio germinal que contiene células
sexuales masculinas primarias constituye la periferia de los tibulos seminiferos. Estas
células primarias se dividen constantemente, y al formarse nuevas células emigran hacia la
luz (interior) de los tibulos, adquieren colas y se convierten en espermatozoides. La
espermatogénesis es el proceso por el cual las células sexuales primarias de los testiculos

producen espermatozoides (Frandson y Spugeon 1995b).

La substancia del testiculo esta compuesta por dos tejidos principales: tabulos

seminiferos y tejido intersticial (Parkinson, 1996b).
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Los tibulos seminiferos estan limitados por una membrana basal que esta
parcialmente redondeada por células mioides (musculares) contrictiles. Dentro del tibulo
el epitelio seminifero, esta compuesto por dos principales lineas celulares (Duane y Hafez
1987, Parkinson, 1996b), las células somaticas de Sertoli y la linea celular productora de
espermatozoides que se deriva de las espermatogonias. El tejido intersticial incluye las

células de Leydig, los vasos tanto sanguineos y linfaticos (Parkinson, 1996b).

Las células germinales que se desarrollan estin intimamente asociadas can las
grandes células sustentaculares o de Sertoli que las rodean durante su desarrollo (Duane y

Hafez, 1987).

Dentro del tubulo hay células somaticas de Sertoli y varios estados de la linea
celutar seminifera, que juntos forman el epitelio celular seminifero. Las células de Sertoli
descansan sobre la membrana basal, pero se extienden a través de todo el espesor del
epitelic seminifero, para que las células germinales en todos los estados de la
espermatogénesis estén en contacto con el plasmalema de las células de Sertoli. Las células
de Sertoli tienen formas cilindricas e irregulares con numerosas formas y variables formas
nucleares situadas cerca de la membrana basal. Ellas se muitiplican durante la vida fetal y
prepuberal, estando presentes en el tiempo de pubertad. Recientemente fue considerado que
el nimero de las células de Sertoli estaban fijas durante la pubertad ahora es evidente que
hay un ciclo anuzl de pérdida y regeneraciéon y es menor en algunas razas y especics

estacionales (Hochereau-de-Reviers y col., 1987; Parkinson, 1996b) .
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Las células de Sertoli secretan estrogenos, inhibina, un péptido liberador de
hormona gonadotropina GnRH, proteinas (incluyendo ABP), lactato, piruvato y fluido

tubular {Parkinson, 1996b).

Algunos factores (época de nacimiento, nutricion, genéticos, hormonales) afectan la
mitosis de las células de Sertoli en animales prepuberes. Las células de Sertoli se
diferencian después de la mitosis. Su diferenciacién es afectada por criptorquidismo,
nutricion, genética y hormonas. Sus funciones adultas son poco conocidas. Las células de
Sertoli pueden jugar diferentes papeles en la inhibicion de la diferenciacion en el testiculo
fetal, induciendo la multiplicacion de células germinales y su diferenciacion durante y antes
de la pubertad y probablemente influenciando la calidad espermatica. El establecimiento de
una poblacién de células de Sertoli es por lo tanto el factor primordial en el control de la
produccion de esperma. Entre razas existe una variacion en las células de Sertoli, estas
variaciones afectan en menor parte a la produccion diaria de espermatozoides (Hocherau-

de-Reviers y col., 1987).

Las células madre, llamadas espermatogonias se dividen varias veces antes de dar

lugar a la formacion de los espermatocitos (Duane y Hafez, 1987).

Durante las primeras etapas de desarrollo embrionario, unas células especiales
ilamadas Células Germinales Primordiales se trasladan desde la regién del saco vitelino de
la yema del embrion hasta las gonadas indiferenciadas. Después de llegar a las gonadas

fetales se dividen varias veces antes de formar células especiales llamadas gonocitos.
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En el macho, estos gonocitos parecen suftir una diferenciacion justo antes de la
puberiad, y forman el tipo de espermatogonias AU, de las cuales se originan otras células

germinales (Duane y Hafez, 1987).

El tipo de espermatogonia Al se divide progresivamente y forma A2, A3 y A4 El
tipo A4 se divide nuevamente y da lugar la espermatogonia intermedia In, y otra vez hasta
llegar al tipo B. Las espermatogonias tipo B se dividen por lo menos una vez y quiza dos

hasta formar espermatocitos primarios (Duane y Hafez, 1987).

En el carnero ocurren algunos estados en el ciclo del epitelio seminifero, han sido
observados tres tipos A (A0,A1,A2,A3) una intermedia y dos tipos B (B1,B2) (Hochereau
de Reviers, 1967, Berndtson y Desjardins, 1974; Biraspuri y Guaraya, 1986, citados por

Hochereau de Reviers, 1987; Parkinson, 1996b).

Las espermatogonias, células generalizadas situadas en la periferia de los tubulos
seminiferos aumentan en nimero por mitosis, tipo de division celular en el que las células

hijas son casi idénticas a la célula progenitora (Frandson y Spugeon, 1995b).

La sintesis de DNA ocurre durante las divisiones mitoticas y para esto alcanzar la
gran prueba durante la formacion de nicleos tetraploides, durante la meiosis (Hochereau de

Reviers y col., 1987; Parkinson, 1996b).

La sintesis de RNA ocurre durante el preleptoteno y después en el paquiteno,

durante la primera division meiética (Kierszenbaw, 1974; citado por Parkinson, 1996b).
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Esto es lievado en ia periferia de los tibulos seminiferos del testiculo adulto y
comprende tres procesos principales, inicialmente la espermatogonia indiferenciada
experimenta un periodo mitético de multiplicacion la cual es seguida por la reduccion

meiotica del genoma diploide a haploide (Parkinson, 1996b).

Estas divisiones celutares incluyendo la proliferacion en la espermatogonia y las
divisiones meiéticas reciben el nombre de espermatocitogénesis. Conjunto de divisiones
que sufren las espermatogonias y espermatocitos (Duane y Hafez, 1987). Los
espermatocitos primarios duplican su DNA y sufren cambios nucleares progresivos de la
profase meidtica, llamados preleptoteno, leptoteno, cigoteno, paquiteno y diploteno, antes
de dividirse y formar espermatocitos secundarios (Duane y Hafez, 1987; Parkinson,
1996b). Los estados de cigoteno y paquiteno son particularmente sensibles a cambios que
pueden ser nocivos para la espermatogénesis, especialmente el paguiteno, es sensible a la
alta temperatura y sufre daiios considerables en Ia espermatogénesis por niveles

inapropiados de gonadotropinas (Parkinson, 1996a).

Los espermatocitos primarios producidos por las espermatogonias emigran hacia el
centro del tibulo y experimentan una division meidtica en la que los cromosomas se unen
en pares y luego un cromosoma de cada par se dirige hacia cada uno de los dos
espermatocitos secundarios. Asi é] nimero de cromosomas se reduce a la mitad en los

espermatocitos secundarios (Frandson y Spugeon, 1995b; Duane y Hafez, 1987).
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Sin una sintesis posterior de DNA, los espermatocitos secundarios resultantes se
dividen otra vez y originan células haploides llamadas espermatides (Duane y Hafez, 1987).
Los dos espermatocitos secundarios formados de cada espermatocito primario se dividen
por mitosis y forman cuatro espermétides, cada espermatide experimenta una serie de
cambios citoplasmaticos y nucleares (espermiogénesis) desde una célula no mévil hasta una
célula potencialmente mévil al desarrollar un flagelo (cola), para formar un espermatozoide

(Frandson y Spugeon, 1695b).

El tiempo necesario para completar un ciclo del epitelio seminifero es de 10.2 dias
en el carnero ( Hochereau-de Reviers y col., 1987, Parkinson, 1996b} y se requieren de 4 a
5 ciclos antes de que la espermatogonia tipo A del primer ciclo haya completado la
metamorfosis de la espermiogénesis (Hochereau-de Reviers y col., 1987, Duane y Hafez,

1987; Parkinson, 1996b).

d) Semen.

El semen es ¢l liquido o suspension celular semigelatinosa que contiene los gametos

masculinos o espermatozoides y las secreciones de los organos accesorios de! aparato

reproductor masculino. La porcion liquida de esta suspension, formada durante la

eyaculacion, se llama plasma seminal. (Duane y Hafez, 1987).

¢) Plasma seminal.
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El plasma seminal es una secrecién compuesta derivada de un buen mumero de
fuentes incluyendo, los testiculos, epididimos y las glandulas accesorias del macho (Duane
y Hafez, 1987). De las glandulas accesonias: Las glandulas vesiculares son dos, siendo las
de mayor tamaiio, localizadas proximas a la unién de los conductos deferentes y la uretra
(Evans y Maxwell, 1990). Son prominentes en rumiantes, su secrecion es generalmente
acuosa, contribuye substancialmente a el volumen del semen, esta secrecion contiene en
grandes cantidades de citrato, en los rumiantes contiene también fructuosa (Parkinson,
1996b). Las glindulas bulbouretrales son dos, liberan el liquido bulbouretral en tos
periodos de excitacion sexual (Evans y Maxwell, 1990), son pequefias, su secrecion acuosa
es descargada previa al coito y es considerada como limpiador de orina en la uretra, su
secrecion es viscosa y es alta en concentraciones de sialomucina y combinade con la
secrecion de las glandulas vesiculares, produce la fase gelatinosa del plasma seminal
(Boursnell y Butler, 1973; citados por, Parkinson, 1996b). La prostata es solo una en
caprinos (Evans y Maxwell, 1990), y es la Gnica glandula accesoria comin en todos los
mamiferos (Duane y Hafez, 1987). Las glandulas ampulares que estan presentes en

rumiantes contribuyen ligeramente al plasma seminal (Parkinson, 1996b}.

£l plasma seminal en el camero, contiene compuestos organicos como: acido
citrico, fructuosa, glicerilfosforilcolina, sorbitol, inositol, acido ascorbico, aminoacidos,
péptidos, proteinas, lipidos, acidos grasos y numerosas enzimas, asi como sodio, potasio,
calcio, magnesio y cloro. Los antimicrobianos incluyen a la plasmina seminal e
inmunoglobulinas (IgA), substancias hormonales como  andrégenos, estrogenos,
Prostaglandinas, FSH, LH, material de tipo gonadotropina corionica, Hormona del

crecimiento(GH), Insulina, Glucagon, Prolactina, Relaxina, hormona liberadora del tiroides




y encefalinas, aunque poco se sabe de ias hormonas en plasma seminal (Duane y Hafez,

1987).

Las funciones del plasma seminal son materia de debate. Hay mucha variacion
entre las especies en la composicién del plasma seminal, esto dificulta atribuir funciones
absolutas. Las funciones son provision de energia, mantenimiento de la presion osmotica,
manteniendo libre de calcio, iones y buffer, otras funciones que se sugieren son
inmunosupresion en el tracto genital femenine, regulacion de la motilidad espermatica,
responsabilidad de la coagulacion del semen después de la eyaculacion en algunas especies
y paraddjicamente portador de algunos factores espermicidas en algunas especies
(Parkinson, 1996a). En el macho cabrio, las substancias del plasma seminal ejercen una
interaccion con el diluyente para disminuir la supervivencia “in vitro” de los

espermatozoides (Chemineau y col.,, 1993),

fy Espermatozoides.

L.os espermatozoides ya formados son células alargadas que constan de una cabeza
aplanada, que contiene el nicleo, y una cola que posee el aparato necesario para la
motilidad celular. La célula espermatica estd cubierta por completo por una membrana
llamada plasmalema o membrana plasmatica. El acrosoma o cubierta acrosomica es una
estructura delgada, de doble pared, situada entre la membrana plasmatica y la porcion
anterior del nacleo. Un cuello corto conecta la cabeza del espermatozoide con su larga ¢ola
{flagelo), el cual se divide en tres porciones: media, principal y terminal (Duane y Hafez,

1987).



El proposito del examen del semen es determinar tanto el nomero de
espermatozoides funcionales presentes en un eyaculado si son suficientes para causar
prefiez y si el semental tiene una capacidad adecuada de producir suficientes
espermatozoides para lograr la prefiez entre todas las hembras que requieren un servicio

(Parkinson, 1996a).

Tres principales criterios de clasificacion para la morfologia espermatica han sido
propuestas. Primeramente los defectos pueden ser clasificados segiin su localizacion en el
esperma, siendo esta en la cabeza, pieza media, cola y su relacion con gotas

protoplasmaticas.

Una de las clasificaciones mas usadas es la basada sobre el sitio dentro del tracto
genital donde el esperma adquirio O surgieron sus defectos. Por esta clasificacion los
defectos son divididos en anormalidades primarias que surgieron durante la
espermatogénesis; defectos secundarios que surgieron dentro del epididimo y defectos
terciarios que surgieron después de la eyaculacion. Por ejemplo, inadecuada temperatura,
pH o control osmético durante el manejo de semen. Los defectos de la cabeza y pieza
media son los principales anormalidades primarias, gotas protoplasmaticas son las

secundarias y cofas enrolladas son las terciarias.

La clasificacion final categoriza los defectos de acuerdo a observaciones empiricas
sobre sus efectos en la fertilidad en el toro, en anormalidades mayores y menores. Las

anormalidades incluyen la mayoria de defectos de la cabeza, gotas protoplasmaticas
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proximales y defectos congénitos acrosomales mientras la mayoria de otros defectos,
inciuyendo, ias cabezas desprendidas son clasificadas como anormalidades menores

(Parkinson, 1996a).

g) Movimientos de los espermatozoides.

Los movimientos de los espermatozoides en las vias genitales masculinas deben ser
enteramente pasivos, debido a que la actividad propia de estas células solo se manifiesta
después de mezclarse con las secreciones de las glindulas sexuales accesorias en el
momento de la eyaculacion. Se ha supuesto la formacion de corrientes liquidas dentro de
los tibulos seminiferos como medio para que los espermatozoides pasen a los conductos
deferentes y luego al epididimo, también contribuyen las secreciones de las células de
Sertoli y las contracciones de musculo liso, aunque el factor principal pueden ser los
movimientos peristalticos del epididimo, La mayor parte de los espermatozoides se
almacenan en la cola del epididimo, donde pueden vivir por un tiempo indefinido, incluso
semanas o meses en estado inmovil. Los espermatozoides no eyaculados son al final
fagocitados en el epididimo (Frandson y Spugeon, 1995b). Los espermatozoides obtenidos
en la cola del epididimo y los obtenidos por eyaculado normal, demuestran importanteé
diferencias en motilidad espermatica, metabolismo y composicion de membrana

(Hammerstedt y Parks, 1987).

h) Hormona del crecimiento.
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La hormona del crecimiento (GH) es una proteina pituitaria implicada en el control
de varias funciones en todas las clases de vertebrados (Aramburo y col., 1997). El efecto
mis espectacular de la GH es como este nombre implica la estimulacion del crecimiento del
esqueleto y tejido blando (Baliou y Velly, 1990}, es promotora de la actividad de
crecimiento la GH, juega un papel en el metabolismo de los carbohidratos, lipidos,

proteinas y 4cidos nucleicos (Aramburo y col., 1997).

Sin embargo, la GH tiene un numero de efectos especificos, que pueden ser
divididos en dos categorias; Directos, 1GF-1 produccion, sintesis proteica, transporte de
aminoacidos, lipélisis, metabolismo de carbohidratos (hiperglicemia); Indirectos(via IGF-s)
condrogénesis, crecimiento esquelético, sintesis proteica crecimiento celular general.
Primero son aquellos efectos relacionados al crecimiento que son mediados por IGF-I
(somatomedina); y segundo, aquellos efectos en el metabolismo de carbohidratos y lipidos
que parecen ser directos y medidos por receptores dentro de los tejidos diana (Baliou y
Velly, 1990) Ver figura de “feedback™ de GH.

Estructuralmente GH es un miembro de una gran familia de proteinas emparentada
por secuencias de aminodcidos que incluyen Prolactina (PRL), Somatolactina (SL),
Lactogeno placentario (PL), Somatotropina corionica (CS} y proliferina (PLF). Esas
proteinas son sintetizadas principalmente en la glindula pituitaria y en la placenta de

mamiferos (Aramburo y col,, 1997).

La hormona del crecimiento es muy parecida estructuralmente al Lactdgeno
Placentario humano (hPL), de tal forma que el (hPL), se ha usado en substituto de nifios

deficientes a la hormona del crecimiento (Friesen y col., 1993).
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Figura : Efectos de la GH y su sistema de “Feedback”.
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La hormona del crecimiento contiene 121 aminodcidos en la mayoria de
vertebrados. A la fecha las estructuras primarias para casi las 40 especies de vertebrados de
diferentes grupos han sido aclaradas. Asi que las secuencias de aminoacidos para
mamiferos, pajaros, reptiles, anfibios, peces de hueso y peces cartilaginosos han sido
comparadas. También al menos 20 secuencias son conocidas para (PRL) y cuatro para (SL)

(Scanes y col., 1995; citados per Aramburo y col., 1997).

Como GH, PRL, PL, y SL. muestran un grado importante de homologia estructural
asi se confirma la posibilidad de que ellas salieron de un antecesor comin. Sin embargo
esas proteinas poseen diversas bioactividades sugiriendo que las diferencias en sus
secuencias presentan unos cambios significantes en su conformacion espacial y su

bioactividad asociada (Aramburo y col., 1997).

El afio 1970 marca una etapa importante en la manipulacion enzimética del material
genético de los seres vivos. En esta fecha, se considera que aparece la ingenieria genética
molecular. Hoy en dia, mediante técnicas de acidos desoxirribonucleico recombinante, es
posible aislar fragmentos de material genético (DNA) que llevan genes especificos y, a su
vez, ésto ha permitido obtener células especializadas en la fabricacién de productos en

cantidades antes no imaginables.

La recombinacion de genes es un proceso basico que se emplea para crear varios

productos, como la hormona del crecimiento (somatotropina) tanto humana como de varios

animales.
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La hormona de crecimiento bovina recombinante (STBr) es uno de los primeros
resuitados de la recombinacién del acido desoximribonucleico que puede ser generada

industrialmente por medio de técnicas microbiologicas.

Como resultado de esta técnica de recombinacion del acido desoxirribonucleico, la
produccién de hormona de crecimiento bovina recombinante altamente purificada es

relativamente barata, a partir de cultivos de E. coli.

El gen que genera la hormona de crecimiento bovina recombinante en la hipofisis de
la vaca, se une a la informacion genética de uvna K. cofi K-12, que es una cepa de
laboratorio modificada de manera tal que no puede sobrevivir fuera del microambiente
controlado de laboratorio. La E. coli K-12 posee un plasmido que se inserta en el cido
desoxirribonucleico bovino, el cual produce la proteina codificada por este gen de la
hormona del crecimiento bovina recombinante, como mecanismo propio de  sintesis
proteinica. Posteriormente, se fracciona el microorganismo y se separa dicha hormona de
otros componentes bacterianos para ser purificada e incorporarla a una formulacion

inyectable, mediante procedimientos farmacéuticos de rutina.

A la fecha este producto ha sido evaluado y sometido a pruebas sin precedente en la
historia de la farmacologia veterinaria y, ademas, brinda la oportunidad de aumentar la

produccion de leche de 4 a 6.5 litros por vaca al dia (Sumano y Ocampo, 1997).

La formacidn basica de la hormona del cr ecimiento o somatotropina (STH) es para

estimular un crecimiento en el tamafio corporal, La hormona del crecimiento, junto con
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otras hormonas pituitarias, son importantes en la sintesis de proteina proveyendo altas

conceniiuciones intraceiuiares de aminoacidos.

Ejerciendo estos efectos en hueso, misculo, rifiones, higado, tejido adiposo, en
huesos particularmente las placas epifisiales son sensitivas a esto (Haenlein y Caccese,
1992). La somatotropina incrementa los tejidos tanto 6seos como blandos del cuerpo y

tiene efecto sobre la lactancia,

El metabolismo de proteinas esta influenciado en forma marcada por la STH. Una
de las formas mas importantes en que afecta el metabolismo de proteinas es al incrementar
la retencién de nitrogeno en el cuerpo. La pérdida de nitrogeno en la orina como urea u
otros productos de desecho nitrogenados disminuye, lo que indica una retencion en el
organismo. Ademas, otro y posiblemente mas importante efecto de la STH es ¢l aumentar
la permeabilidad de la célula a los aminodcidos al favorecer asi un aumento de la masa
muscular del cuerpo. La evidencia sugiere que la STH favorece la sintesis de proteinas por
activacion de genes, sintesis de mRNA y producciéon de RNA ribosomal y RNA de

transferencia por células hepaticas.

El efecto de la STH sobre el metabolismo de carbohidratos, es indirecto, aunque se

sabe que influencia de manera marcada el metabolismo de carbohidratos.

La forma de accion puede suponer la elevacion de glucosa sanguinea por

mecanismos extrapancreaticos. El alto nivel de glucosa sanguinea estimula entonces a las
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células beta pancreticas para que produzcan insulina hasta que se encuentren

La STH reduce la sintesis de lipidos, incrementa la oxidacién de acidos grasos y

moviliza los tejidos adiposos. (Capen y Martin, 1991)

La hormona del crecimiento junto con la hormona tiroidea regulan, la filtracidn
glomerular porcentaje y flujo sanguineo renal; y la hormona del crecimiento es sinérgica a

la ACTH y antagonista a la insulina.

La hormona del crecimiento metaboliza grasa de tejido adiposo, resultando un
incrementado nivel de cuerpos ceténicos en la sangre, con la estimulacion de células alfa de
los islotes pancreaticos causando secrecion de Glucagén, la hormona del crecimiento
también ejerce influencia estimulando la produccién de leche en cabras lactando, en parte ¢
enteramente debido a una cantidad incrementada de tejido en la glandula mamaria

(Haenlein y Caccese 1992).

Los factores de crecimiento y sus proteinas de fijacion, juegan papeles de llave
modulatoria en el crecimiento, maduracion y atresia foliculares. En el ganado con la
administracion de GH, incrementan las concentraciones séricas de 1GF-I, mejora fa
respuesta ovarica a un tratamiento superovulatorio y tiende a reducir la variabilidad entre
animales (Moniaux y col., 1997). Hay una relacién negativa entre las concentraciones de
IGE-1y el fluido folicular, de foliculos estrogénicos y una diferencia en tamafio de IGFBP

(proteinas de fijacion o enlace de IGF), entre foliculos estrogénicos y no estrogénicos. Las
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concentraciones de estradiol en el fluido folicular se incrementa en foliculos estrogénicos,
nicnitras las concentraciones de iGE-1 decrecen. Los foliculos potencialmente ovulatorios
son significativamente bajos en 1GF-I comparados con foliculos anovulatorios. Por lo tanto
hay una correlacién negativa entre las concentraciones de IGF-1y las concentraciones de
foliculos estrogénicos (Khalid y Haresing, 1996). Si esto tiene efecto en el aparato genital
femenino es prudente pensar que puede afectar al aparato genital masculino, que es

controlado por las mismas hormonas.

El tratamiento de ovejas maduras, con rGH, puede incrementar el desarrollo de
foliculos ovaricos, de estados dependientes de gonadotropinas, ademas rGH, parece actuar
sobre el incremento de la secrecién ovarica de IGF-l1 y esto puede incrementar las

concentraciones periféricas de IGF-1 y de insulina {Gong y col., 1996).

La administracion exogena de bST, puede afectar la seleccion de pequefios foliculos
antrales aumentandolos y esto regula el proceso de complejo de degeneracion ovocito-

cumulus (Paulox y col., 1996).

La IGF-1 induce un aumento en la sintesis de ADN y estimula la produccion de
célutas mamarias bovinas (Shamay y col.,, 1998; citado por Chilliard y col., 1998). Entre
otras la IGF estimula in vitro el transporte de glucosa, de alfa lactalbumina, la sintesis de
caseina y la produccién de lactosa por los acines mamarios bovinos, Induce una hipertrofia
del canal y retarda la involucion de la glandula mamaria. Las inyecciones de GH degradan
claramente la fecundidad y/o la fertilidad de los animales. Un tratamiento cronico se

traduce en una disminucién sistematica de un 15% de la tasa de gestacion, las primiparas
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parecen ser mas sensibles, la dificultad de detectar los calores de vacas tratadas, el nimero
de inseminaciones uecesatins pur fecundacion es generaimenie mayor {Chiiilara y coi,,
1998; Burton y col., 1994) Posteriormente a la fecundacion, no se observa ni mortalidad
embrionaria, ni aborto, ni modificacion de peso del ternero, ni dificultad en el siguiente
parto (Burton y col., 1994). Sobre la cabra en lactacion, la GH no tiene efecto sobre el
nmimero, proporcion de los foliculos en crecimiento dentro de las diferentes clases, ni sobre

la tasa de ovulacién (Chilliard y col., 1998).

La administracion cronica de altas dosis de bST puede reducir la funcidn de

reproduccién por promocion aciclica ovarica.

En bovinos, el tratamiento con bST es asociado con incremento en dias para el
primer estro detectado, con un incremento en dias en el segundo servicio, un incremento en

dias abiertos y una disminucion en el porcentaje de prefiez.

El hipotalamo, la glandula pituitaria y el ovario, pueden ser afectados por la bST.
Los efectos de la bST pueden ser directamente ejercidos en organos blanco o a través de
mediadores tal como el factor 1 de crecimiento insulinico (IGF-1). La somatotropina o
IGF-1 han mostrado ser una expresion de influencia para el funcionamiento del estro,

secrecion de LH, funcionamiento y crecimiento folicular y funcién lutea.

La administracion cronica de bST ha sido utilizada para incrementar la produccion

de leche. En varios experimentos bST ha sido mostrada por tener efectos detrimentales en
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1a accion reproductiva. La aplicacion de bST o mediadores de esta accion han tenido efecto

directo en los centros neurales del comportamiento del estro.

Los mecanismos a través de los cuales la bST afecta funciones reproductivas
individuales no se han dilucidado del todo. Los efectos de bST en crecimiento folicular
pueden ser mediados a través de acciones de IGF-1. La IGF-1 puede ser mediador de la
accion de bST en el cuerpo lateo. La secrecion de progesterona por células luteas in vitro es
estimulada por IGF-1. El hipotalamo, glindula pituitaria u ovario pueden ser sensibles a
cambios en glucosa, cetonas, acidos grasos libres, aminoacidos u hormonas metabolicas

que ocurre en respuesta a la administracion crénica de bST (Waterman y col., 1993).

Factores de crecimiento, particularmente el factor 1 de crecimiento insulinico (1GF-
1), ha mostrado estimular tas ¢élulas de las granulosa y la diferenciacion de células liteas,
esteroidogenesis y maduracion ovocitica en una variedad de especies y son por eso

considerados para modular los efectos de gonadotropinas en crecimiento folicular OVATICO.

Eil IGF-1 se conoce por tener efectos que facilitan en el metabolismo, crecimiento y

diferenciacion de estado primitivo de embriones de mamiferos.
La somatotropina o IGF-1 es particularmente importante para el desarrollo

temprano del foliculo antral y el ovocito. La somatotropina o IGF-1 afecta el crecimiento

folicular (Kuehner y col., 1993).
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Los niveles circulantes de IGF-1 son elevados en roedores en pubertad y primates.
Adems ia IGF-1 estimula la liberacién de GnRH desde la expansi+6n hipotalamica dela
rata in vitro y la liberacion de LH desde las células pituitarias de las ratas en cultivo.
Adicionalmente los sitios de fijacion obligatorios de IGF-1 son ampliamente distribuidos
en la pituitaria e hipotalamo, sugiriendo es la parte de regulacion en estas regiones, Aunque
administrando centralmente IGF-1 recientemente se estimuld la produccién total de

GnRH/LH en ratas.

La administracion de IGF-1 sistémica aguda fue para establecer la supresion de
secrecion de GnRH en ratas macho. La IGF-1 en la glandula pituitaria de la rata es sensible

a niveles de estrogenos circulante.

Un incremento de IGF-1 circulando, es capaz de estimular Ia secrecion de LH en
borregos. Aunque son requeridos estudios futuros para aclarar la influencia interactiva del

esteroide gonadal, estado nutricional y estacion en la respuesta (Aramburo y col., 1997).

Existen reportes que indican que la deficiencia de hormona del crecimiento (GH),
puede estar asociada con una reduccion de la espermatogénesis (Arsenijevic y col., 198%;
Gravance y col., 1997). Una deficiencia en esta hormona, puede estar implicada desde una
causa de baja fertilidad y cese espermatogénico en unos modelos biolégicos. La motilidad
espermatica fue significativamente alta en ratas normales, al compararla con un grupo de
ratas enanas (dw/dw) deficientes de hormona del crecimiento. La morfologia espermatica
normal fue significativamente baja en el grupo de ratas enanas que en las ratas normales.

La concentracion de espermatozoides en epididimo fue mas alta en el grupo de ratas
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normales. La mayor frecuencia de anormalidades relacionadas a la cabeza puede sugerir
que ia maduracion de espermitides puede ser afectada. La motilidad espermatica es
adquirida durante el transito por el epididimo, mientras el nimero espermatozoides y la
morfologia se originan en varios estados de la espermatogénesis, por esto parece que la
funcién espermatica puede ser alterada en mas de un punto en el desarrollo de

espermatozoides maduros (Gravance y col., 1997).

El sistema factor insulinico de crecimiento esta compuesto de péptidos, sus
receptores y proteinas de enlace han sido identificados en testiculos (Hanson y col., 1989;
Flores y col., 1998), y ésto es generalmente agregado a que las células germinales en
division y diferenciacién son dependientes sobre todo de gonadotropinas, testosterona y
diversos factores de crecimiento (Soder y col,, 1992; Flores y col., 1998). Los receptores
de IGF-I, fiueron detectados inmunologicamente en espermatocitos secundarios y
espermatides humanas y arterias testiculares de ratas, en células de Sertoli y de Leydig en
humanos y ratas (Flores y col., 1998). En testiculo de ratas la IGF-I1 y sus receptores
mRNAs de IGF-1I han sido localizados en el epitelio germinal (Flores y col,1998). La
IGF-1F estimula la incorporacion de H-timidina por la espermatogonia y espermatocitos
primarios en cultivos celulares de trucha macho (Loir y Legac., 1994, citados por Flores y
col.

, 1998). La IGF-Il puede participar en el proceso de diferenciacion de células

germinales (Flores y col., 1998).

Los testiculos hipoplasicos caprinos muestran una pérdida del epitelio germinal v
un pequeiio aumento en la membrana basal. La IGF-mRNA dentro de las células

germinales disminuye en el epitelio seminifero en cuanto incrementa la hipoplasia. En
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testiculos de caprinos adultos normales la IGF-mRNA se presenta en espermatogonias,
esparmaioctios primarios en paquiteno y en aigunas células peritubulares (Flores y col,,
1998). La IGF-II estimula la sintesis d¢ DNA en espermatogonias y espermatocitos

primarios de truchas in vitro (Loir y Legac., 1994; citados por Flores y col,, 1998).

Estos resultados pueden estar relacionados con el alto grado de mitosis en
espermatocitos primarios. En tejidos fetales con un alto grado de mitosis ha sido observada
una mayor expresion de IGF-11 (De Chiara y col.,1990; {'Mahoney y col., 1991; Lennard y
col., 1995; citados por Flores y col., 1998). Los hallazgos fortalecen el papel de IGF-II en
la division y diferenciacion de la espermatogonia y espermatocitos primarios. Sin embargo
en hipoplasia testicular caprina, la expresion genética de IGF-IImRNA es bajamente
preservada en tubulos seminiferos no severamente afectados y es negativa en caso de una
intensa falla testicular con severa interrupcion de la espermatogénesis. Cada IGF con
efecto autocrino y/o paracrino en los testiculos actian diferente a consecuencia de la falla
testicular. En la hipoplasia testicular caprina, la disminucién de la linea germinal
probablemente se debe a causas citogenéticas finalmente no incrementa la expresion
genética de IGF-1I, no obstante esta expresion tiene restos en las células menos afectadas

(Flores y col., 1998).

En base a lo antertor, es posible modificar {a actividad gonadal en mamiferos, este
estudio pretende determinar si esta modificacion gonadal se puede lograr en animales en
pubertad, de ser asi, se abren posibilidades de adelantar la edad apta para el servicio y

reducir el intervalo entre generaciones.
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OBIJETIVOS

Estudiar si la hormona del crecimiento recombinante bovina tiene efecto sobre:

1)El erecimiento del animal, medido como ganancia diaria de peso.

2)El diametro testicular.

3)La calidad seminal.
4)Los niveles séricos de testosterona y

5Y Las reservas epididimaria y testicular en cabritos jovenes.
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MATERIAL Y METODOS

El siguiente trabajo se llevo a cabo en la Facultad de Estudios Supenores Cuautitlan
de 1a Universidad Nacional Auténoma de México, ubicada en el Municipio de Cuautitlan
Izcalli Estado de México, que se localiza a 2450 metros sobre el nivel del mar, a 19° 43" de
latitud norte y a 99° 14" de longitud poniente (Garcia, 1973). Es una region de clima
templado subhiimedo con lluvias que predominan durante el verano. La precipitacion media
anual es de 600 a 800 milimetros (la mayor precipitacién es en junio, con valores entre 120
y 130 milimetros; la precipitacion minima se da en el mes de febrero con valores inferiores
a los 5 milimetros). La temperatura media anual es de 12 a 16 °C con la temperatura mas
calida en mayo 18 a 19°C y la mas fria en los meses de diciembre y enero de 11 a 12 °C

(INEGI 1987).

Se utilizaron los corrales destinados a los experimentos de la Cétedra de
Reproduccion y Genética de Ovinos y Caprinos, estos corrales son comunes para todas las
hembras de! rebafio y ademas se cuenta con corrales especiales para experimentos, para

hembras parturientas, para hembras con cria, para machos y destetados.

El presente estudio se realizé con 6 cabritos criollos encastados de Nubia con edad

promedio de 8 meses y peso promedio de 17 kg al iniciar el trabajo.

Previo al tratamiento, los cabritos tuvieron una semana de adaptacion dende se
identificaron con un nimero permanente, se desparasitaron con ivermectina y se colocaron

todos juntos en un corral, donde se les administré un manejo igual durante el experimento.
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Después de esta semana de adaptacion a cada cabrito se le midieron las siguientes
caracteristicas: 1) se pesaron en una bascula de resorte con capacidad de 50 kg y division
minima de 0.5 kg, 2) se midio ¢l diametro testicular con un vernier; 3) se obtuvo una
muestra de sangre en un tubo al vacio sin anticoagulante para separar el suero y determinar
posteriormente la testosterona por Radioinmunoanalisis. Se reviso que el pene ya estuviera
separado del prepucio y cuando este fue el caso se procedio a electroeyacular a los cabritos,
esto se realizo una vez por semana durante 5 semanas, de esta manera cada animal fue su

propio testigo previo al tratamiento.

Después de estas seis semanas, los cabritos se dividieron al azar por peso en dos
tratamientos.

Tratamiento 1) tres cabritos tratados cen 41.6 mg de Hormona del crecimiento
recombinante Bovina por animal cada 15 dias (Driancourt y Disenhaus, 1997).

Tratamiento 2) tres cabritos sin hormonas, que fungieron como grupa control.

Una vez establecidos los grupos, se registraron los datos durante 10 semanas.

La electroeyaculacion consistio en estimulos de 3 segundos, seguidos de descansos
de 3 segundos, los estimulos consistieron de 9 voltios y 1 ampere, una vez que el animal

eyaculé se aplicaron de manera sistematica 5 estimulos para obtener el semen,

L2 evaluacion seminal se realizé con material de cristaleria a 37°C y se midieron las

siguientes caracteristicas.

1.- Volumen seminal por eyaculado, medido directamente en un tubo graduado.
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2.- La motilidad espermatica progresiva, medida en una dilucion 1:100 (V:V) en
citrato de sodio 98 mM, observando tres campos del microscopio en aumento 100X y
expresando el resultado en porcentaje. Para cada valor de Motilidad, participaron tres
personas, siendo una de ellas un evaluador ciego, es decir, desconocia a que grupo estaba
asignado cada animal. El valor final fue el promedio de las tres evaluaciones, los

evaluadores fueron siempre los mismos.

La concentracion espermatica se determiné en la camara de Neubauer, en Dilucion
1:200 (V:V) semen: Solucion Hancock (Hancock, 1957). Se contaron cinco cuadros de un
total de 25 y la cuenta total se multiplico por 10,000,000 para obtener el resultado, ¢l

promedio de los lados de la camara dio el resultado final.

Para la morfologia espermatica, se catalogaron las anormalidades en primarias y
secundarias, de acuerdo a la clasificacion de (Pérez, 1984). Al semen se le agrego una gota
de una solucion a! 2% del colorante Rosa de Bengala y se agit6 durante un minuto en un
aparato tipo Vortex. Se realizaron frotis que se observaron al microscopio en aumentos
1000x, contando cien células auxiliados de un contador digital. El resultado se expresd en

porcentaje agrupando en células normales, anormalidades primarias y secundarias.

Para los niveles de testosterona, se utilizé un kit comercial de Radioinmunoanalisis
(Testosterone 125 I RIA kit-ICN Pharmaceuticals INC. USA), con un error inira ensayo
menor a 10%. El suero obtenido por centrifugacion, fue adicionado con 0.5pl de Azida de

sodio para neutralizar células vivasy se conservo a -20°C hasta la determinacion.
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Al finalizar el experimento, los cabritos fueron castrados y los testiculos y epididimos se

asignaron a estudios de la siguiente manera:

a) Testiculo y epididimo derecho, después de pesar los organos en una balanza granataria,
se tomé muestra de tejido para ser procesada en preparaciones histologicas tefiidas por el
método de Hemetoxilina-Eosina, para posteriormente medir el diametro de los tibulos
seminiferos y del epididimo. El area de los tibulos seminiferos y del conducto del
epididimo, se estimaron mediante la formula para calcular ¢l area de la elipse donde A=
Pi por radio mayor por radio menor (Caballero y col, 1975), se eligieron de cada
muestra 50 segmentos centrales para epididimo y 100 segmentos centrales para
testiculo, que representaran un patrén constante en cuanto a forma y tamafio y se
midieron con un microscopio de proyeccion sobre una escala en micras previamente

ajustada (Trejo y col,, 1996).

b) Testiculo y epididimo izquierdo fueron pesados en conjunto y de manera individual en
una balanza granataria y se tomaron muestras de aproximadamente 20 gramos del
testiculo para homogeneizarse en 100 ml de Solucién Tritén, lo mismo se hizo con el
epididimo completo en 400 ml de Solucién Tritdbn para determinar las reservas
espermaticas por gramo de organo, siguiendo la metodologia propuesta por Amann y

Almquist, (1961).

5) La evaluacién estadistica se realizo mediante andlisis de varianza y covarianza

{Snedecor y Cochrar, 1971) de acuerdo al siguiente modelo.
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Yykim=p+ Ti+Mj+Pr+S1+ T*P+B1(Pn-Pii)+ Eijkim

Donde: Yijklm es la variable de respuesta; L es la media poblacional constante; Tiesel
efecto del tratamiento (i = GH, control); M;j es el efecto del macho analizado como bloque
(=12345,), Pk es el efecto del periodo (k = antes y después de aplicar GH); Slesel
efecto de la semana (I=1....16); T#*P es 1a interaccién tratamiento por periodo; B1 esel

efecto del peso analizado como covariable; Eijkim es el error asociado a cada observacion.
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RESULTADOS

En el cuadro 1, se presentan fos cuadrados medios, para el didmetro testicular y los

niveles de testosterona en cabritos tratados con hormona del crecimiento recombinante

bovina al iniciar la pubertad y se observa, que para el diametro testicular los efectos

significativos fueron: El cabrito en forma individual (P<0.01); La semana del

tratamiento(P<0.0001) y el peso corporal utilizado como una covariable{P<0.0001)

CUADRO 1.- Cuadrados medios para el diametro testicular y testosterona en cabritos tratados
con hormona del crecimiento recombinante al iniciar la pubertad

Fuentes de variacton Gl Diametro testicutar Testosterona
Tratamiento 1 4.76 ns 3.96ns
Macho 5 68.46 ** 10.15 ns
Periodo 1 0.81 ns 13.49 ns
Semana 14 10.75 *¥** 5.18
Peso | 465.94*** 61.57**
Tratamiento/Periodo 1 0.004 ns 10.44 ns
Error 74 7.25 6.09
*x* P (0.0001 ** p<0.01 *p<(0,05

En el cuadro 2 aparecen los cuadrados medios para las caracteristicas seminales en

cabritos tratados con hormona del crecimiento recombinante bovina al iniciar la pubertad y

se aprecia que tuvieron efectos significativos para la motilidad progresiva el efecto de

macho (P<0.0001); el efecto del periodo antes y después de aplicar la hormona del

crecimiento (P<0.05). Para el volumen del eyaculado fueron significativos el efecto del

tratamiento (P<0.01); El efecto individual de cada macho (P<0.0001); El efecto de la

semana de tratamiento ( P<0.05 ) v el efecto del peso ajustado por regresion (P<0.0001).
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CUADRO 2.- Cuadrados medios para las caracteristicas seminales en cabritos tratados con
hormona del crecimiento recombinante al iniciar la pubertad

to Mm % millones/ml Mill/ml

Fuentes de Gl | Motilidad Vol. De | Concentracién | Esper Norm Anormalidades
variacién Progresiva | eyacul. | espermatica Prim Sec
Tratamiento (T) | 1 546.69ns 2.11%* | 12786604.71* 3037.73 542.28 213.64ns
Macho 5 | 1762.46%** | 1.30*** | 8491222 80** 613.94ns 82.21* 916,18**
Periodo (P) 1 | 2000.65** | 0.009ns | 14207714.58** | 2724.75%* 144 67ns 518.03ns
Semana 14 | 188.10ns 0.12* 6723537.57** 327.72ns 141.49** 172.64ns
Peso i 609.20ns | 2.18*** | 6967882.21ns 141.95ns 384 .06* 661.38ns
T*P 1 375.70ns 022ns | 2149593.65ns 72.42ns 157.56ns | 400.46ns
Error 74 262.79 0.068 1913434.08 293.14 50.13 23117
**x p< 0.0001 ** P< (.01 *P< 0,05

En el cuadro 3 se anotan las medias minimo cuadraticas, para el diametro testicular
y para las caracteristicas del eyaculado, destacindose que existieron diferencias
significativas entre tratamientos para el volumen seminal, siendo mayor en los animales
tratados (0.7+0.05ml) que en los animales control (0.37+0.05) (P<0.05).

La concentracion sufrié variaciones en favor de los no tratados, siendo mayor para
el grupo control 2536269 millones/ml, comparada con los animales tratados 1743263
miflones/ml (P<0.05).

El porcentaje de espermatozoides normales, también se afectd a favor del
tratamiento 75% contra 63% de los animales control (P<0.05).

Para la frecuencia de anormalidades primarias, también se observo una ventaja en
los animales tratados 3.92% que en los animales del grupo control 9.08% (P<0.05).
CUADRO 3 .- Medias minimo cuadraticas para el diametro testicular(DT) motilidad
progresiva(MP), Volumen(Vol), concentracién(Conc), total de espermatozoides(Tot esp) y
porcentaje de normales(Norm) y anormales (Prim), {Sec).
Tratamien | DT MP Vol ml Conc Tot Esp |[Norm % | Prim% | Sec%

RbGH 4408 £ | 4268+ | 0.70% 1743.53% 1239.1% | 7529« | 3.92+ | 20.72%

0.41 2.83 005a 263.58b 21117 280a | 1.292a

2.47

Control 43,60+ | 37.49¢+ | 037% 2536.26% 1094.54+ | 63.07+ | 9.08+ | 23.96+

0.42 2.89 0.05b 269.70 a 226.1 2.87b | 1320

2.53

Letras diferentes en las columnas representan diferencias significativas (P<0.05)
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En el cuadro 4 se muestran los cuadrados medios para las caracteristicas de tamafio

y Teserva espermatica testicular en cabritos y se distingue que los efectos del tratamiento

fueron significativos para las siguientes caracteristicas, reserva espermatica (P<0.0001),

peso total del testiculo (P<0.0001) y espermatozoides por gramo de testiculo (P<0.0001).

CUADRO 4.- Cuadrados medios para las caracteristicas de tamaflo y reserva espermatica testicular

en cabritos.

Fuentes de Gl Area de los Reserva Peso testiculo | Espermatozoide

variacion tibulos espermatica total g. s/g de testiculo
seminiferos p* testiculos

Tratamiento 1 2214.77 ns 2.75x 107 #%% 224 53 *** 1.54x 10T ***

Chivo 4 100 819.41%** | 4.98x10°T*** | 42611.86%** 1.79x10"**+*

Error 485 2664.86 4.90x10" 0.73 2.90x10"

** % p<() 0001 ** p< (.01 * p<0.05

Para las caracteristicas de tamafio y reserva espermatica en el cuadro 5, se presentan

las medias minimo cuadraticas y se nota que hubo diferencias significativas a favor del

grupo tratado, para el peso testicular en gramos {P<0.05) y a favor del grupo control para la

reserva total de espermatozoides y esta misma reserva expresada por gramo testicular

(P<0.05).
CUADRO 5.- Medias minimo cuadraticas para las caracteristicas de tamafio y reserva espermatica
testicular
Tratamiento Area Reserva miles Peso gr Reserva Millones/gramo
pu? de millones
RbGH 176.06+ 27 16831+ 130+
31.03 1.3b 0.52a 10b
Controt 223.36% 80+ 153.25+ 525+
20.7 1.0a 0.34b 6a
Las letras diferentes en las columnas representan diferencias significativas {p< 0.05)

En el cuadro 6 se analizan los cuadrados medios para el peso epididimario y la

reserva espermatica, destacandose como variables con diferencias significativas la reserva
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espermatica (P<0.0001); el peso total del epididimo (P<0.0001) y la reserva espermatica

expresada por gramo de epididimo (P<0.0001).

CUADRQ 6.- Cuadrados medios para las caracteristicas de tamafio y reserva espermatica en el

epididimo de cabritos.

Fuentes de Gi Area del Reserva Peso total del | Espermatozoide
variacidn conducto p* espermatica epididimo g. s/gde

epididimaria epididimo
Tratamiento 1 14857184 ns | 3.91x107+** 6577.3 *** 4.34x1010#++
Chivo 4 13265532.9%%* 3.75x1070%+% 1491 7*** 2.65x 1070 %4+
Error 242 995894 8 4.14x10™ 0.10 4.10x10"
**% p<( 0001 *»* p< 001 * P<0.05

Para las caracteristicas de tamaiio y reserva espermatica en el epididimo, se anotan

las medias minimo cuadraticas en el cuadro 7 y se aprecia que la reserva total y la reserva

espermatica por gramo fueron mayores en los animales tratados (P<0.05), mientras que el

peso total del 6rgano fue mejor para el grupo control.

CUADRO 7.- Medias minimo cuadraticas, para las caracteristicas de tamafio y reserva
espermatica epididimaria.

Tratamiento Area Reserva espermatica Peso total gr Reserva
T miles de millones Millones/gr
RbGH 2447 96+ 5744+ 16.54+ 444+
109.3 247 a 0.49b 20 a
Control 2605.75+ 4935+ 27.03+% 174+
89.0 203 b 0.40 a 17b

Letras diferentes en las columnas representan diferencias significativas (P< 0.05)

En el cuadro 8 se anotan los cuadrados medios, para la concentracion de testosterona en

suero sanguineo y se aprecia que el efecto del tratamiento por semana tuve un efecto

significativo sobre la concentracion de testosterona (P<0.0001).
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CUADRO 8- Cuadrados medios para la concentracion de testosterona en suero
sanguineo.

Fuentes de variacion Gl Concentracion de testosterona
Tratamiento 1 10834.51

Periodo 1 4784.52

Tratamiento X Semana 28 T213.53%%»

Error 61 3780.08

**Ap<0.0001 **p<0.0] *p<0.05
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En la grafica 1 se observa que los animales tratados tuvieron mejor ganancia de

2se que los del grupo conirol, siendo este aumento motable después de la semana ¢ de

tratamiento y siendo esta diferencia significativa después de la semana 12 (P<0.0001).
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En la grafica 2 se aprecia que los niveles de testosterona en el suero, tuvieron
alternancias siendo mas alto en el grupo tratado en la semana 5, 9, 11 y 13 y mayor para el
grupo control en la semana 6, 8, 10y 15, pero comparados siendo mayor significativamente

(p<0.0001) para el grupo tratado.
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DISCUSION

La GH tiene efectos marcados sobre el crecimiento de los mamiferos, especialmente
sobre el sistema musculo-esquelético (Baliou y Velly, 1990) y aunque se han estudiado
efectos directos sobre las gonadas, estos efectos parecen estar relacionados con los factores
de crecimiento epidermal, que tienen efectos sobre células especificas tales como las de la
teca interna y la granulosa de las hembras y las de Sertoli y Leydig en los machos (Kirby y
col,, 1992). En este experimento no se encontraron cambios en el crecimiento testicular
total, cuando se estimé ef diametro de la gonada, sin embargo, el peso genadal fue mayor
en el grupo control. Esto indica que las medidas externas del testiculo, si bien son
indicadores de la cantidad de tejido gonadal sano y sirven para estimar por regresion la
capacidad de producir semen en un macho de forma natural (Foote, 1980), no tienen una
utilidad inmediata cuando se medifican las funciones celulares al interior de los tubos

seminiferos.

La motilidad progresiva, es el parametro seminal que mayor correlacion tiene con la
fertilidad de las hembras (Hulet, 1977), en este trabajo, la motilidad progresiva de los
espermatozoides, no mostro diferencias entre el grupo tratado y el control, pero sus vaiores
se encontraron dentro de los rangos publicados para animales de peso, edad y sistemas de
produccién similares (Trejo y Col, 1996, Smith y Sherman, 1994b; Ponce y Vidal, 2000,
Silva y Col, 2000). Esto sugiere que los tratamientos con tbGH no afectan la fertilidad, ni
las funciones epididimarias ya que se ha determinade que la motilidad progresiva se

adquiere durante su transito por et epididimo (Gravance y Col, 1997)
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El volumen seminal fue mayor en el grupo tratado, pero el contenido total de
espermatozoides en ¢l eyaculado, no se alterd, lo que indica que con el tratamiento existid
un aumento del plasma seminal. Es conocido que el epididimo tiene un sistema de
absorcion de liquidos para concentrar los espermatozoides en la cola del organo y
practicamente no existe liquido testicular en el eyaculado {(Garner y Hafez, 1996), entonces
el plasma seminal proviene de las glandulas accesorias, en esta especie de las vesiculas
seminales y en menor grado de la prostata, lo que hace pensar que la tbGH tuvo efecto
sobre estas glandulas incrementando su nivel de secrecion, pero no tuvo efectos
importantes sobre la induccidn de mitosis en las espermatogonias para aumentar el nimero
de espermatozoides en el eyaculado. En el mismo sentido, se encontrd una mayor
concentracion espermatica por mililitro en el grupo control, esto sin duda debido al

incremento de plasma seminal en ¢l grupo tratado.

La morfologia espermatica fue mejor en los animales tratados, lo que indica que la
tbGH actud sobre las fases de la espermatogénesis ya sea de manera directa o a través de
las células de Sertoli, se sabe que la IGF-1 es un mensajero de fa GH (Moniaux y Col, 1997)
y estimula in vitro la liberacion de GnRH teniendo como consecuencia un aumento de la
secrecion de LH en ratas y ovinos (Gravance y Col, 1997). El impacto imponante en [a
morfologia espermética se produjo disminuyendo las anormalidades de tipo primarias que
tienen origen testicular, esto posiblemente se debi a que al aumentarse la GaRH como ya
se mencionod, se incrementaron en cascada la LH y la Testosterona, entonces la rbGH pudo
actuar directamente sobre las células de la espermatogénesis directamente a través de IGF-1
de acuerdo con (Gravance y Col, 1997} o a efectos indirectos por el incremento de

testosterona ya que una mejora en la morfologia espermatica puede ser obtenida en varios
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estados de la espermatocitogénesis y que estas células son dependientes tanto de
gonadotropinas como de androgenos y de diversos factores de crecimiento (SOder y Col,
1992; Flores y Col, 1998). Para las anormalidades secundarias que se desarrollan
principalmente en el paso a través del epididimo, no existieron diferencias entre el grupo
tratado y el control, lo que confirma lo anteriormente expuesto de que el tratamiento con

bGH no tuvo efectos sobre la actividad del epididimo.

El aprovechamiento precoz de los sementales, trae como consecuencia una ganancia
genética al reducirse el valor del denominador en la ecuacion para estimar la ganancia
genética anual, este denominador llamado intervalo entre generaciones, se define como la
edad de los progenitores al nacer su progenie, lograndose mayor avance genético cuanto
mas joven pueda ser utilizado un macho (Dalton, 1980). Entonces la mayor utilidad de tipo
practico que se encuentra en este trabajo es que los animales tratados, tuvieron 3% de
anormalidades primarias que estan dentro de un rango establecido para adecuada fertilidad,
mientras que los animales del grupo control se situaron con 9% en el limite de la baja
fertilidad que se ha establecido en 10% en base a los resultados de la experimentacion

(Salisbury y col., 1978).

En concordancia con gue no hubo aumentos en el tamafio testicular, tampoco se
encontraron diferencias para el tamafio, estimado como el area de los tubulos seminiferos,
esto como ya se discutié se pudo haber debido a que los receptores de la tbGH, se
encontraron en células especificas como Sertoli y Levdig y no en células del estroma
testicular. En cuanto a las reservas espermaticas en el testiculo se encontrd una mayor

cantidad de espermatozoides en el grupo control, sin embargo ¢l peso testicular fue mayor
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en el grupo tratado, ya se menciono anteriormente que el grupo tratado tuvo una mayor
cantidad de fluidos v s¢ ha determinado que ei peso de ios iiquidos testicuiares y
epididimarios, supera al peso de los componentes celulares (Cruz, 2000), como la reserva
espermatica testicular, se estimd en base al peso testicular, es posible que la cantidad de
liquidos afectara, sin embargo en el presente trabajo no se midieron ni el plasma seminal ni

el tejido testicular.

Para ¢l caso del epididimo, tampoco se encontraron diferencias entre grupos con
respecto a el area del conducto, pero en este caso la reserva espermatica fue mayor para el
grupo tratado, sin embargo el peso del érgano favorecio al grupe control, como Ia reserva
de espermatozoides se estimé sobre gramo, considerando el peso total del epididimo,
nuevamente pudiera estar influyendo la cantidad de liquidos presentes en el trayecto, (Cruz,
2000), menciona que el peso del eyaculado esta determinado en un 72% por los liquidos y

en un 28% por los elementos celulares.

La testosterona sérica, fue en aumento con el tratamiento desde la primera semana
hasta la semana 13, esto pudo influir sobre las caracteristicas seminales que se favorecieron
con la rbGH asi como la disminucion de las anormalidades primarias y un aumento en las
reservas espermaticas en el epididimo. La via probable de accion debié ser que la GH
esttmuld la secrecion de IGF-1, que estimula la secrecion de LH y esta a su vez estimula la
secrecion de testosterona. El aumento en las primeras semanas, se debio sin duda al efecto
hormonal del tratamiento, lo que confirma que la GH suele tener un efecto directo sobre la

actividad gonadal y este efecto no es necesariamente sobre el crecimiento de los tejidos de
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sostén. Estos resultados coinciden con los obtenidos por (Ponce y Vidal, 2000) en cabritos

con sistomas de alimeniacion y expioiacion simiiares, apiicando GnRiH y Melatonina.
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CONCLUSIONES

1.- El tratamiento disminuy6 las anormalidades esperméticas primarias.

2.- Los animales tratados crecieron mas, pero no crecieron sus gonadas.

3.-Se increment la testosterona, se aumentaron las reservas espermaticas en el epididimo y
se aumento el nimero de espermatozoides normales.

4.- En base a los puntos anteriores el tratamiento oftece la posibilidad de ser utilizado en

animales jovenes, para mejorar su fertilidad.

RECOMENDACIONES

1.- Disefiar experimentos que evalien si el aumento en el porcentaje de espermatozoides
normales mejora en realidad la fertilidad de animales jovenes o si se puede utilizar el semen
para congelar en programas de inseminacidn artificial, mejorando si la ganancia genética.

2.- Disefiar experimentos que evalien como puede afectar la administracién de GH la

cantidad de tejido conectivo y liquidos provenientes de testiculo y glandulas accesorias.
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ANEXOS

SOLUCION DE HANCOCK

ClOTUrO de SOAI0........v oo et e e e s st b g 0753 g
CIOFUTO de POtASIO.........cooveeeecrerreeieecmes s emssca et et 0.020¢g
Fosfato monobasico de SO0, ..o e e 0.119g
Fosfato dibasico de s0dio. ... oo e 0.180g
}formaldehido Al 3%, e 8.000 ml
(()}lutaraldehido Al 75%0. oo e 10.00 ml
Agua bidestilada, aforara............. 100.0 ml
Fuente:

Hancock {1957).

ASTA TESIS NO Sad.
~7 LA BIBLIOTRCA




	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Fisiología Reproductiva del Macho
	Objetivos
	Material y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía

