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RESUMEN

EFECTO DEL SELENIO Y SOMATOTROPINA BOVINA RECOMBINANTE
(rbST) SOBRE LA TASA DE OVULACION YCALIDAD EMBRIONARIA EN
CABRAS ESTABULADAS,SOMETIDAS A UN TRATAMIENTO DE
SUPEROVULACION CON FSH

Pena Verduzco Moisés
COMITE TUTORAL: J. A. Medrano, C. Gutiérrez, S. Romo.

32 cabras lotificadas al azar por edad y peso, fueron sometidas a los siguientes
tratamientos: grupo rbST: 160 mg de rbST via s.c.; grupo rbST-Se: 160 mg de
rbST+ 380 mg de Selenio organico via oral; grupo Se: 380 mg de Selenio organico
V. 0.; grupo Testigo: agua inyectable via s.c. y placebo v. o. Todos los animales
recibieron un tratamiento de sincronizacion con esponjas vaginales(45 mg de
FGA) y fueron sometidos a un tratamiento superovulatorio con 188 mg de FSH
repartidos en 8 aplicaciones con intervalo de 12 horas en esquema decreciente y
una aplicacién de 50 mcg de Cloprostenol al momento de la quinta inyeccion de
FSH. Las esponjas se retiraron al momento de la séptima inyeccion de FSH. Las
cabras fueron cubiertas mediante montas dirigidas a las 0, 12 y 24 horas de
detectado el celo. Se tomaron muestras sanguineas los dias 1, 7, 9, 16, 21, 23, 25
y 27 para la determinacion de Glutation Peroxidasa, IGF1 y Progesterona . La
recoleccion de embriones se realizo a los 6.5-7.0 dias después de la presentacion
del celo por el método quirdrgico previa evaluacion de la respuesta por
laparoscopia. Los embriones fueron evaluados con microscopio estereoscopico y
clasificados con base en los criterios de la IETS, encontrandose los siguientes
resultados: Numero de ovulaciones (Cuerpos Luteos observados) 19.5, 16.1, 17.6
y 14.7, embriones transferibles 13.4, 14.5, 8.1 y 8.3, y embriones totales
(Fertilizacion) 13.7, 14.6, 8.2 y 8.8 como promedios para los grupos rbST,
roST+Se, Se y Testigo respectivamente, no observandose diferencia estadistica
entre tratamientos. La concentracion plasmatica de Glutation peroxidasa tampoco
mostré diferencia estadistica (1041, 1048, 1008 and 1102 nmol NAADPH
ox/min/ml). En conclusion la respuesta al tratamiento con rbST y/o la
suplementacion con Selenio organico fue similar a la observada en el grupo
control para Numero de ovulaciones, embriones transferibles y embriones totales
aunque se aprecia cierta tendencia a una mejor respuesta a los tratamientos para
los parametros evaluados.



SUMMARY

EFFECT OF SELENIUM AND RECOMBINANT BOVINE SOMATOTROPINE
(rbST) ON OVULATION RATE AND EMBRYO QUALITY IN SUPEROVULATED
GOATS

This study was conducted to evaluate the effect of recombinant bovine
Somatotropin (rbST) treatment and/or Selenium Yeast (Se) supplementation on
ovulation rate and embryo quality in superovulated goats with FSH.

32 nubian goats were assigned in a complete randomized design by weigth and
age to four groups: 1)rbST (160 mg), 2) rbST+Se, 3) Se and 4) Control Group.
rbST was given 7 days before FSH treatment, Selenium was given daily in
capsules from 16 days before superovulation treatment until the embryo collection
day. Goats were sincronized with 45 mg MGA during 12 days and were
superovulated with 188 mg FSH in eight injections in decreasing dosage and 50
mg of cloprostenol i.m. with the fifth FSH injection. Goats were mated at 0, 12, and
24 hours after estrus detection. Blood samples were collected on days 1, 7, 9, 16,
21, 23, 25 and 27 from Se supplementation, to determine Glutatione peroxidase,
Progesterone and IGF1 in plasma. Embryo collection was performed surgically
after laparoscopic evaluation. The ovulation rate was 19.5, 16.1, 15.8 and 15.5,
transferable embryos 13.4, 14.5, 10.0 and 10.4, total embryos (fertilizing rate) 13.7,
14.6, 10.2 and 11.0 for rbST, rbST+Se, Se and Control groups respectively,
showing no difference among treatments. Plasmatic concentration of glutathione
peroxidase did not differ among treatments (1041, 1048, 1008 and 1102 nmol
NAADPH ox/min/ml respectively). In conclusion, rbST treatment and/or Selenium
yeast supplementation effects were similar to Control group for ovulation rate,
transferable embryos and total embryos. However, there is a slightly higher
tendency to a better response in the rbST and Se treated groups.



1.- INTRODUCCION

Con el indice de crecimiento acelerado de la poblacion humana, las demandas de alimentos
se han incrementado paralelamente, de tal manera que han tenido que surgir nuevas
tecnologias para mejorar la produccion de alimentos, es asi que en el ramo agricola se
cuenta en la actualidad con una gran variedad de alternativas que van desde nuevos
métodos de cultivo que respeten el medio ambiente, hasta la produccién de un buen nlimero
de especies transgénicas. En el sector pecuario sucede algo parecido y las demandas estan
tratando de ser satisfechas mediante la adopcion de metodologias y técnicas que hagan mas
eficientes y rentables a las explotaciones pecuarias incidiendo asi en aspectos tales como
la nutricion, instalaciones, manejo sanitario y manejo reproductivo, en este ultimo caso se
ha recurrido a la adopcion de técnicas Ilamadas de reproduccion asistida, mismas que
permiten controlar y seleccionar las razas que ofrezcan mejores ventajas en cuanto a la
productividad se refiere, entre las técnicas mas utilizadas para este fin tenemos desde las
mas bésicas hasta las mas complejas tecnologicamente hablando:

a) Empadres Controlados; es decir la seleccion, separacion y apareamiento con los
sementales que cubriran a cada una de las hembras de una explotacion,

b) Inseminacion Artificial; con ésta se ha logrado difundir la genética de sementales
sobresalientes de una amplia region geografica a una area mucho mayor, incluso a nivel
mundial.

¢) Transferencia de Embriones; esta técnica, complementada con la inseminacion artificial,
ha permitido difundir no solo la calidad genética de machos seleccionados, sino que
también las hembras sobresalientes pueden difundirse a través de su progenie de una
manera mas eficiente ya que les permite tener un nimero de descendientes mucho mayor
al de su capacidad fisiologica normal.

d) Otras técnicas de vanguardia en la reproduccion asistida: En este grupo se incluyen
técnicas innovadoras que implican una tecnologia mas delicada y compleja, destacan en
orden de factibilidad: La maduracion de ovocitos in-vitro (IVM) y la Fertilizacion in-
vitro (IVF), Inyeccion Intracitoplasmica de espermatozoide (ICSI), Sexado de Semen,
Sexado de Embriones y Clonacion.

La Transferencia de Embriones en los animales domésticos puede servir para multitud de

objetivos de orden genético, econdmico y sanitario, el éxito de la misma depende de una



gran variedad de factores que pueden influir tanto en la hembra donadora como en las
receptoras. En el caso de la donadora, el éxito de la superovulacion implicaria una
adecuada respuesta al tratamiento reflejada en un buen numero de foliculos madurados,
una elevada tasa ovulatoria, un alto indice de ovocitos fecundados y finalmente un buen
porcentaje de embriones transferibles. Sin embargo, la eficiencia de la técnica ha sido
severamente limitada por el hecho de que hay un gran porcentaje de hembras que no
responden o lo hacen pobremente a los tratamientos superovulatorios.

Entre los factores que pueden ser responsables de este problema se han citado el estado
nutricional, la condicion corporal, la pureza y calidad de las gonadotropinas empleadas, el

régimen de tratamiento (Monniaux 1983; Kanagawa 1993), el foto periodo (en ovinos y

caprinos), la raza, el estatus ovdarico y diversos factores enddcrinos. Diferentes trabajos
encaminados a controlar los factores citados han sugerido que el factor mas importante que
influye en la respuesta a la superovulacion es la cantidad de foliculos sensibles a las
gonadotropinas que presenten los ovarios al inicio del tratamiento. En ovejas y cabras se
han realizado diversos estudios para mejorar la respuesta al tratamiento superovulatorio,
desde la preestimulacion con FSH para uniformizar la poblacion folicular, uso de diferentes
hormonas gonadotropicas, aplicacion de GnRH y LH para sincronizar la ovulacion y

control de la regresion latea después de la superovulacion entre otros (Baril G. y cols. 1992;

Armstrong y Evans, 1983).

Actualmente se sabe que la Hormona del Crecimiento (GH) es un importante regulador
endocrino, autdcrino y pardcrino de la reproduccion y que ademas participa en el control
de procesos como proliferacion, apoptosis, crecimiento y diferenciacion asi como en
actividades secretoras y generativas de diferentes drganos reproductivos (Sirotkin, 2004),
ademas participa en la funcidon gonadal a través de su accion en sitios hipotaldmicos,
pituitarios y gonadales, ya sea de manera directa o a través de los factores de crecimiento,
haciendo evidente su participacion al modificar sus niveles durante los diferentes estadios
de la vida reproductiva de un individuo. (Hull y Harvey 2000; Hull y Harvey 2002;
Kuehner y cols. 1993).

El manejo nutricional es un factor que aparentemente puede ser atendido y corregido
facilmente, sin embargo se tiene que considerar que las hembras sometidas a un tratamiento

superovulatorio estan siendo objeto de una modificacion de sus patrones fisiologicos de tal



manera que es evidente que durante el tratamiento los requerimientos en determinados
elementos de la nutricion podrian no ser satisfechos por la mera alimentacion, por lo que se
deberan suplementar atendiendo en este aspecto elementos nutricionales que jueguen, de
alguna manera, un papel importante en los procesos reproductivos. En este aspecto la
suplementacion mineral ha destacado de manera importante y dentro de éstos el Selenio ha
demostrado tener efectos significativos gracias a su participacion en contra de los procesos
oxidativos derivados del metabolismo. El simple hecho de que la administracion de Selenio
en forma de Selenito de Sodio mas vitamina E antes del empadre y del parto sea capaz de

mejorar la incidencia de estros y la fertilidad en ovejas (Gabryszuk y Klewiec 2002), nos

permite entender que su efecto en hembras superovuladas puede multiplicarse.

La presente investigacion se ha propuesto probar el efecto de la suplementacion de Selenio
(Sel Plex, Selenio organico, Alltech, Mex.) y el tratamiento con rGH (Boostin-G, Shering
Plough Division Veterinaria) sobre la tasa de ovulaciones, asi como el nimero y calidad de
embriones obtenidos, con la finalidad de encontrar alternativas que permitan obtener

mejores resultados en la aplicacion de la técnica de superovulacion en caprinos.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 HORMONA DEL CRECIMIENTO

La hormona del crecimiento (GH) también llamada Somatotropina (STH), es un péptido
con un peso molecular de 21500, tiene una vida media de 25 minutos, se produce
principalmente en la adenohipofisis por los somatotropos, aunque €sta y sus receptores se
han detectado en gonadas, utero, placenta, glandula mamaria, leucocitos y otros tejidos
reproductivos y no reproductivos diferentes a la hipofisis (Harvey y cols., 2000; Hull y
Harvey, 2000). La GH tiene 4 variantes en su estructura molecular ya que se ha
identificado la presencia de Leucina o Valina en la posiciéon 126 y ademas puede estar

formada por 190 o 191 aminoécidos (Wood y cols., 1989) desde el punto de vista

reproductivo resalta su presencia en gonadas y glandula mamaria.
En glandulas salivales se ha detectado su produccion mediante un implante local de GHRH

(Tresguerres y cols. 1999).

Su secrecion a nivel hipofisiario esta regulada por hormonas hipotalamicas como el péptido
Somatostatina que inhibe su secrecion y el polipéptido Hormona Liberadora de Hormona
del Crecimiento (GHRH) que estimula su secrecion. Los niveles de GH circulante ejercen
un mecanismo de retroalimentaciéon por medio de sus receptores en neuronas de
somatostatina en el nucleo paraventricular y neuronas Neuropéptido Y en el ntcleo arcuato

(Minami y cols., 1997).

La GH puede actuar a nivel endocrino, autdcrino, paracrino e intracrino, ejerciendo sus
efectos sobre el crecimiento y metabolismo mediante su union con receptores (GHR)
extracelulares, transmembrana e intracelulares. Su accidon es regulada por proteinas de
enlace (GHBP) que al atraparla pueden prolongar su accion alargando su vida media o bién
inhibir su accion por secuestro ya que soélo la GH libre es activa (Hull y Harvey, 1999).

La GH ejerce sus efectos somatogénicos y metabolicos en todos los tejidos, algunos de
manera directa y otros indirectamente al generar la produccion de factores de crecimiento

(IGF’s) (Swenson y Reece, 1999).

Los factores de crecimiento son péptidos con un peso molecular menor a 30000 d, que

pueden actuar en forma paricrina y endocrina y estan involucrados en la sobrevivencia,



10

diferenciacion y proliferacion celular. Los diferentes factores de crecimiento se han
clasificado en las siguientes familias basdndose en su estructura y actividad biolédgica:
Familia del factor de crecimiento epidermico (EGF), Familia del factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF), Familia del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF),
Familia del factor de crecimiento tipo insulina (IGF), Familia del factor B de crecimiento y
transformacion (TGFB) incluyendo Inhibina y Activina y el factor del crecimiento

hematopoyeético (citokinina) (Monniaux y cols., 1997).

Las IGF’s se unen a proteinas especificas (IGFBP) para su transporte y a su vez las
IGFBP’s modulan la respuesta fisiologica de IGF1 e IGF2, de manera similar al control de
GH mencionado anteriormente. El tratamiento de vacas con BST suele provocar un
incremento en los aniveles séricos de IGF, posiblemente por un incremento en su sintesis o

por la disminucién en la produccion de IGFBP (Cohick y cols., 1992). Estos investigadores

identificaron en el suero bovino y linfa de glandula mamaria IGFBP2 ¢ IGFBP3 vy
demostraron que la administracion de BST (40mg/dia) fue capaz de aumentar en tres veces
los niveles de IGFBP3 en suero mientras que los de IGFBP2 disminuyeron en igual
proporcidn tanto en suero como en linfa por el quinto dia del tratamiento restableciéndose
hasta cuatro dias después de cesar el mismo.

Los niveles séricos de IGF1 se incrementan desde las primeras 5 horas después del inicio
de la administracion diaria de 40 mg de rbST alcanzando una concentracion méaxima en el

segundo dia del tratamiento (Cohick y cols., 1989).

Los factores de crecimiento a su vez pueden ejercer un efecto de retroalimentacion
negativa en la secrecion de GH, al respecto Wilson (1997) observé que en monos hembras
adolescentes la administracion tnica de IGF-I (1 mg/kg, SC), provoco un incremento en los
niveles séricos de IGFBP-3 en las primeras tres horas, en contraste, los niveles de GH
disminuyeron significativamente. En otro estudio, este mismo autor utilizé monos hembras
ovariectomizadas a las que les aplicdé una infusion subcutanea de 300 pg/dia de IGF-I
desde los 13 a los 32 meses de edad y desde los 26 meses les dio un tratamiento de estradiol
alternado cada 3 meses, observando un incremento en IGFBP-3 en el grupo tratado con
IGF-I, mientras que cuando administré el estradiol hubo un incremento significativo tanto

en IGF-I como en IGFBP-3 y el crecimiento de las hembras fue mayor, sin ningun cambi6

10
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en los niveles de GH, lo que sugiere que el estradiol tiene efectos directos en la sintesis de
IGF-I.
En el tejido adiposo la GH puede regular la expresion de Leptina en presencia de Insulina y

de Dexametasona in vitro ¢ in vivo (Houseknecht y cols., 2000).

La STH tiene un efecto galactopoyético, influyendo primero en el desarrollo de la glandula
mamaria asi, el tratamiento con 50 microgramos de GH humana en ratas
hipofisectomizadas incrementd significativamente la actividad de receptores para
estrogenos en células glandulares y células grasas de glandula mamaria favoreciendo con

ello el desarrollo de la misma (Feldman y cols., 1999). Se han observado receptores para

GH en compartimientos epiteliales y estroma glandular, durante la mamogénesis, lactacién

e involucidn, lo que demuestra la participacion de GH en la lactogénesis (Sinowatz y cols.,

2000). Se cree que IGF1 es el mediador de STH en glandula mamaria, pues se ha
observado el incremento de IGF1 en suero en vacas en produccion tratadas con bST, asi
como la presencia de receptores para IGF1 en tejido mamario (Cohick 1998). La bST Se
ha utilizado ampliamente para mejorar la produccion en las vacas lecheras y este efecto
galactopoye¢tico también se ha podido observar en diferentes razas de ganado de carne en

las que ademas de elevar la produccion lactea eleva los niveles séricos de bST, IGF-1,

Insulina, glucosa y &cidos grasos no esterificados, (Armstrong y cols., 1995).

Dalton y Marcinkowski (1994) utilizando bST-metionil recombinante (Sometribove) en

vacas lecheras observaron que se incrementd la produccion lactea sin afectar los niveles
basales o inducidos con GnRH de LH, tampoco se modifico la concentracion plasmatica de
progesterona en fases luteas posteriores.

En las cabras también ha demostrado tener un efecto positivo en la produccion lactea.
Davis y Cols. (1999), evaluaron el efecto de la administracion subcutdnea de 100
microgramos de bST en la produccion lactea, crecimiento de las crias y produccion de
mohair en cabras Angora, obteniendo un aumento en la produccion de leche lo que se
reflejé en una mejora del peso de las crias, pero no se mejor6 la produccion de mohair.

Chiofoloa y Cols., (1999), evaluaron el efecto de la administracion de Somatotropina

bovina recombinante (rbST) en la produccion lactea y composicion de la leche en la oveja,
encontrando que se increment6d la produccion de leche, proteina en leche y contenido de

lactosa; en otro trabajo, (Brozos y cols. 1999) observaron que la administraciéon de 160 mg

11
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de bST en un dispositivo de liberacion lenta aplicado cada 2 semanas a ovejas lactantes de
la raza Chios provocd un incremento en la produccion lactea, pero en los primeros 45 dias
se observo una disminucidn en la produccion de progesterona, que se increment6 después,
la fase lutea se acortd, el estro inducido fue mas corto y las concentraciones de LH fueron
mas bajas, aunque el porcentaje de prefiez no resultd afectado. Chadio y cols., (2000)
administrando en cabras 160 mg via s.c. cada 14 dias observd un incremento en la
produccion lactea, en el contenido de grasa y en lactosa, mientras que el porcentaje de
proteina no se vio afectado. Por otro lado la infusion arterial de IGF1 en glandula mamaria
de cabras también incrementa la produccion de leche (Cohick, 1998).

La GH no es considerada como una hormona reproductiva, aunque mucha literatura indica
que tiene acciones en la funcion reproductiva. Es requerida para la diferenciacion sexual y
la maduréz puberal y participa en la esteroidogénesis gonadal, gametogénesis y ovulacion.
La GH es requerida también para la nutricién y crecimiento fetal durante la prefiez y como

ya hemos mencionado, para el desarrollo mamario y lactacion (Hull y Harvey, 2000). Por

sus efectos sobre la funcion gonadal, hipotalamica e hipofisiaria, particularmente
estimulando la foliculogénesis, esteroidogénesis y la ovulacion, se le ha llegado a
considerar una cogonadotropina (Hull y Harvey, 2002).

Ademas de los efectos de la GH sobre el sistema IGF/IGFBP y sobre la secrecion de
oxitocina, esteroides, activina y gonadotroprinas, algunas de las acciones de la GH en los
procesos reproductivos son mediadas por receptores especificos que actian a través de
cama/proteina finaza A, proteina kinasa G, tirosina kinasa, MAP kinasa y mecanismos

intracelulares dependientes de CDC2 kinasa (Sirotkin, 2004).

Los factores de crecimiento que act@ian en respuesta a GH, sean de origen enddcrino o
paracrino juegan un papel determinante en el desarrollo folicular modulando Ia
sobrevivencia, proliferacion y diferenciacion de las células foliculares, actuando en
interaccion con las gonadotropinas. Se cree que los factores de las familias del Factor de
crecimiento tipo insulina (IGF-I y II), Factor de crecimiento epidérmico (EGF y TGF-a) y
el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) pueden apoyar el crecimiento de pequeiios
foliculos antrales promoviendo la proliferacion celular. Durante el desarrollo folicular
terminal, factores como los factores de crecimiento insulinicos y la Inhibina, potencializan

las acciones de promocion de la diferenciacion de las Gonadotropinas en las células de la

12
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granulosa y de la teca respectivamente. Ademas, las proteinas de union modulan la
biodisponibilidad de esos factores de crecimiento en los foliculos. En particular, el
desarrollo folicular terminal en los rumiantes domésticos es acompafiado por importantes
disminuciones en las concentraciones intrafoliculares de proteinas de union para IGF
(IGFBP2, 4 y 5), debido tanto a la disminucion de su sintesis por las células foliculares,
como a un incremento en su degradacion por proteinasas intrafoliculares especificas. Como
resultado, la biodisponibilidad de IGF se incrementa en los grandes foliculos antrales,
aumentando la amplificacion de la accion de gonadotropinas en las células foliculares. En
contraste la atresia es caracterizada por un incremento en la expresion de RNAm para
IGFBP2, 4 y 5 'y una disminucién en la degradacion proteolitica de las proteinas
correspondientes, resultando en un incremento de su concentracion folicular y una
disminucion en la biodisponibilidad de IGF-I. Todos esos mecanismos intrafoliculares,
contribuyen a asegurar el desarrollo final del foliculo dominante y la atresia de los foliculos

dependientes de gonadotropinas de la cohorte (Monniaux y cols., 1997).

Recientes estudios han demostrado que las hormonas metabdlicas como una sefial del
estatus nutricional ejercen un efecto directo a nivel ovarico, asi la rGH es capaz de
incrementar la poblacion de pequenos foliculos ovaricos. Esto estd asociado con
incrementos en las concentraciones circulantes de Insulina e IGF-1, ambas hormonas
pueden actuar sinérgicamente con FSH y LH, sobre todo en individuos con un buen plano
nutricional; Gong (2002), basandose en estos hechos, demostrd que el pretratamiento con
rGH y un buen nivel nutricional incrementa significativamente la respuesta a los regimenes
estandar de superovulacion, también que una alimentacion adecuada que permita elevar los
niveles de Insulina circulante durante la lactacion temprana, puede anticipar la primera
ovulacion post parto e incrementar los indices de prefiez al primer servicio.

Hall y cols. (1994) estudiaron el efecto de la administracion de 350 mg cada 2 semanas de
bST en vaquillas de carne prepuberes comparando dos niveles de suplementacion
energética (14.15 Mcal vs 10.84 Mcal), observando que las vaquillas suplementadas con el
nivel energético mas alto, alcanzaron la pubertad a menor edad pero con el mismo peso que
el grupo testigo mientras que la edad y peso corporal no se vieron afectados por la bST, los
niveles de insulina fueron mayores en el lote consumiendo alta energia y en los que

recibieron bST. Las vaquillas en el alto plano energético fueron mas jovenes a la primera

13



14

ovulacion mientras que el peso no difiri6 entre tratamientos. El tratamiento de vaquillas con
bST no afectd la edad ni el peso a la primera ovulacion. La dieta alta en energia mejord los
pulsos de LH a la pubertad a diferencia del grupo recibiendo el plano nutricional moderado,
mientras que no se observé efecto en la frecuencia de pulsos de LH entre los grupos con y

sin bST. Resultados similares encontraron Radcliff y cols., (2000), quienes administraron

bST a uno de dos grupos de vacas holstein suplementadas con una dieta alta en energia y
proteina desde los 135 kg hasta el diagndstico de gestacion misma que no resulté afectada y
que ademas midieron la produccién de leche de la primera lactacion sin que ésta presentara
diferencias entre grupos.

El incremento temporal en el plano nutricional favorece el reclutamiento folicular en
vaquillas ciclando, hecho que est4 asociado con un incremento concomitante en los niveles

de insulina circulantes (Gutiérrez y cols., 1997).

En un trabajo reciente con ratas a las que se les bloqueod el gen para receptores de GH

(GHR) y el gen de proteinas de union para GH (GGHBP), Bachelot y cols., (2000)

demostraron que la actividad de la GH sobre los foliculos depende de la presencia de
dichos receptores en los mismos.

En un estudio in vitro con ovarios de coneja, Yoshimura y cols., (1994), observaron que la

perfusion con GH, en cotratamiento con HCG, provocé un aumento del diametro folicular,
estimul6 la meiosis, la maduracion del ovocito y la produccion de IGF-1, también mejoro el
efecto de las gonadotropinas, promoviendo la ovulacion. Estas observaciones sugieren que
la GH puede amplificar la accion de las gonadotropinas en el proceso de desarrollo folicular
y ovulacion, al menos en parte, por la produccion de IGF-1 a nivel ovarico.

En un trabajo comparativo entre factor liberador de hormona del crecimiento (GRF) y la
hormona liberadora del Tirotropina (TRH), en vaquillas holstein inyectadas diariamente

por un periodo de 86 dias, Spicer y Enright., (1991), encontraron que la administracion de

GRF incrementd el tamaio folicular y las concentraciones de progesterona en los foliculos
de tamafio medio, mientras que la TRH no tuvo efecto en el tamafo folicular ni en la
concentracion de esteroides en el fluido folicular, las concentraciones de IGF-I no fueron
afectadas por ninguno de los tratamiento en el fluido folicular pero GRF aumento6 las

concentraciones séricas de IGF-I.
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La respuesta al tratamiento con GH en algunos trabajos no parece ser constante en relacién
a su efecto positivo sobre la produccion de ovocitos, por ejemplo, en un trabajo con vacas y
vaquillas usando rbGH, Pavlok y cols., (1996), encontraron que el desarrollo folicular no se
afectd pero si se incrementd la calidad y desarrollo de los ovocitos. En otro trabajo en
vaquillas sometidas a recoleccion de ovocitos por la via transvaginal, que fueron tratadas
semanalmente con 640 mg de rbST, no se observd un efecto significativo en el nimero de
ovocitos recolectados ni en su posterior desarrollo hasta blastocitos después de FIV (Bols y

cols., 1998).

Partiendo del conocimiento de que la GH tiene efectos en el desarrollo folicular en la vaca,

Izadyar y Cols., (1996), probaron el efecto de la misma en Ila maduracion nuclear y

citoplasmatica del ovocito bovino in vitro, encontrando que se acelerd significativamente la
maduracion nuclear, logrando finalmente un buen desarrollo embrionario hasta el estadio
de blastocito, concluyendo que la presencia de GH durante la IVM tuvo un efecto benéfico

en el desarrollo embrionario. En un trabajo posterior (Izadyar y Cols., 1997), observaron

que la proporcién de ovocitos fertilizados normalmente también se mejoro por la adicion de
GH durante la maduracion in vitro.

Parece evidente que el uso de la rbST tiene efectos sobre la fertilidad siempre y cuando se
aplique antes o bien al momento del celo ya que Rodriguez (1999) observé que aplicando
500 mg de rbST en los dias 3 y 17 post inseminacioén no se obtuvo ningtn efecto favorable
en los porcentajes de prefiez ni en la funcion del cuerpo luteo en vacas de primer servicio o
repetidoras, mientras que como se vera mas adelante, aplicando la hormona en cuestion
antes del celo se observan diferentes grados de ventaja.

Por ejemplo, Mendoza (2000), aplicando 500 mg de rbST en vacas repetidoras al momento
de la inseminacion logr6 incrementar de un 35 a un 46% el porcentaje de concepcion.

La administracion de 500 mg de bST al momento de la inseminacion artificial en vacas
Holstein superovuladas durante su lactacion, increment6 los porcentajes de fertilizacion y
calidad embrionaria, de igual forma, en receptoras, aplicando bST al momento del celo y
continuando el tratamiento cada 14 dias, se logré un ligero incremento en los porcentajes de

gestacion (Thatcher y cols., 2001).

En vacas cebuinas superovuladas y tratadas con 500 mg de bST 5 dias antes de iniciar el

tratamiento superovulatorio, Molina (2000) reporta que no se observé efecto en la respuesta
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a la superovulacion en época de secas, mientras que en época de lluvias se mejoro el
porcentaje de embriones transferibles. Morales (2000), después de aplicar 500 mg de rbST
al inicio del estro en vacas superovuladas encontrd una diferencia entre vacas de primer
servicio y vacas repetidoras, observando que en las repetidoras se mejord la calidad
embrionaria 54.55% contra 87.38% respectivamente.

La aplicacion de 320 mg de tbGH en vaquillas en el dia 7 del ciclo sincronizado con
PgF2a, seguido de un tratamiento superovulatorio 5 dias mas tarde, incrementé el nimero
de ovulaciones, el nimero total de ovocitos y embriones recuperados y el nimero de

embriones transferibles de manera significativa, ademas se redujo la incidencia de quistes

foliculares en las vaquillas tratadas (Gong y cols., 1996).

Kuehner y cols. (1999), aplicaron rBST a diferentes grupos de vaquillas en los dias 4, 11 o

15 del ciclo mismas que fueron superovuladas a partir de dia 11 e inseminadas el dia 15,
destacando en los resultados que aunque las tratadas el dia 11 tuvieron un mayor niimero de
cuerpos luteos que las controles, las inyectadas el dia 4 tuvieron un buén nimero de
cuerpos luteos y un mayor porcentaje de embriones transferibles

En ovejas sincronizadas con progestdgenos en esponjas vaginales, se evaluo el efecto de la
administracion i.m. de 15 mg de rGH durante 7 dias previo al tratamiento superovulatorio
con FSH, se observé un incremento en el nimero de foliculos desarrollados (mayores a 2.5
mm), pero no se reflejo en el numero de ovulaciones (Joyce, 1998). El tratamiento de
ovejas con rGH (12.5 mg/dia/7dias), increment6 significativamente la poblacion folicular
entre 2.5 y 4.0 mm de diametro mientras que redujo la poblacién de foliculos entre 1.0 y
2.0 mm, en el mismo trabajo se detectd que se elevaron los niveles séricos de GH, IGF1,
Insulina y Progesterona (Gong y Cols., 1996).

Mientras que en otro trabajo con ovejas, Folch y Cols. (2001), administrando 0.50 mg de
Hormona del crecimiento porcina (pGH), en el tercer (ultimo) dia del tratamiento
superovulatorio con pFSH, encontraron que no se afectd el porcentaje de ovejas en estro
pero se mejord el grado de sincronizacion del mismo. Por otro lado la cantidad total de LH
fue mas baja en las ovejas tratadas que en las control y finalmente la proporcioén de ovocitos
sin fertilizar y embriones degenerados fue menor en las tratadas lo que se tradujo en un

mayor porcentaje de embriones transferibles y corderos nacidos por donadora. Ellos
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argumentan que este resultado podria ser debido a una accion directa en la maduracion de
los ovocitos 0 a una accion indirecta en el micro ambiente del oviducto.

Ugalde y Cols. (2003), midieron el efecto de aplicacion de GH porcina a ovejas receptoras
sincronizadas con FGA y PMSG, encontrando que se elevd la tasa de ovulacion y los
niveles de progesterona, observando ademads, que la calidad de embriones de 2 dias
recuperados 3 dias después de la transferencia fue ligeramente mayor en las tratadas que en
las testigo.

2.2 OXIDACION

Las especies reactivas del oxigeno (ROS) constituyen atomos, iones y moléculas con uno o
mas electrones impares en el orbital mas externo; asi como moléculas derivadas del
oxigeno que tengan alta capacidad reactiva. Estas especies pueden provocar dafio en
diferentes tejidos al interactuar con moléculas de importancia bioldgica. Por su potencial
efecto destructivo el organismo utiliza potentes mecanismos para evitar la acumulacion de
estas formas radicalicas; entre éstos se encuentran medios antioxidantes endogenos
constituidos por algunos sistemas enzimaticos y otros exogenos constituidos por algunas
vitaminas. Uno de estos sistemas antioxidantes es el sistema glutation peroxidasa
(GPx)/glutation reductasa (GRd). La GRd cataliza la reduccion del glutation oxidado
(GSSG) a glutation reducido (GSH) el cual sera utilizado por la GPx para la reduccion del
peroxido de hidrogeno (H,O,) y de lipoperdxidos (L-OOH), los cuales son elementos
toxicos. El sistema antioxidante GPx/GRd esté relacionado con otros sistemas antioxidantes
como el superoxido dismutasas/catalasa (SOD/CAT). Se ha observado que ambos sistemas
no actuan a la par, la CAT actia en presencia de altas concentraciones de H,O, mientras

que a bajas concentraciones actlia la GPx.

Las ROS incluyen el radical superéxido (O, -), el radical hidroxilo (OH) y el perdxido de
hidrégeno (H,0,). Los radicales superdxido son generados en la mitocondria y son
convertidos a peroxido de hidrogeno por la Superdxido Dismutasa (SOD). El peroxido de
hidrégeno en presencia del radical superoxido y hierro forma el radical hidroxilo, una
forma mas reactiva, la cual es convertida posteriormente en peroxido lipidico. Los
radicales superdxido son transformados en agua por la GPx o la Catalasa (CAT). Los
Lipoperdxidos son transformados en agua por la GPx o la glutation-5-transferasa (Kato y

cols., 1999).
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Los radicales libres se producen de manera continua en las células aerobicas y su
acumulacién podria causar dafio y pérdida de funcion. Por ello las células cuentan con un
sistema de defensa que remueve esos agentes para prevenir los dafios oxidativos. Aunque
potencialmente destructores, los radicales libres desempefian también un papel benéfico
para la célula como reguladores de la actividad metabdlica. Por ejemplo, el radical
superoxido (SOR) y oxidantes relacionados, inducen la formacion de perdxidos lipidicos
que estimulan la capacidad fosfolipasa A2 y ciclooxigenasa. Los peroxidos lipidicos
regulan a la enzima mitocondrial Citocromo P450 que participa en la produccion de
progestrona a partir del colesterol. Sin embargo, en presencia de PGF2a, se elevan los
niveles de ROS a cantidades que interfieren con la funcion de LH y la esteroidogénesis
causando una caida en los niveles de Progesterona, demostrando que aunque a niveles
elevados inhiben la sintesis de Progesterona, se requieren niveles basales de ROS para una

adecuada sintesis de Progesterona (Sawada y Carlson, 1996).

2.3 EL SELENIO

a) Descripcion general

Se le llamo selenio del griego “selene” (luna), debido a que el selenio estd muy relacionado
con el elemento Telurio, cuyo nombre viene de tierra. Fue descubierto y nombrado por un
quimico Sueco, Berzelius en 1817. En 1957 se confirm6 su esencialidad nutricional, en
1973 se confirm6 que el selenio es un nutrimento esencial para los animales de laboratorio.
Hoy en dia, hay la certidumbre de que es esencial en la dieta de todo individuo, funciona
junto con la vitamina E y también se sabe que tiene funcion antioxidante igual que la
vitamina E (Arthur, 1993).

b) Funciones

La funcién especifica bien conocida del selenio es la actividad dentro de la enzima GPx.
Este es uno de los principales mecanismos antioxidantes que el cuerpo tiene. La
participacion del selenio a través de esta enzima se relaciona con la prevencion del dafio
oxidativo a las grasas y acidos nucléicos en las células. Esta es una de las maneras como se
aceleran los mecanismos de envejecimiento celular. Ademas de formar parte de la enzima,
el Se es un componente escencial de la iodotironina 5-deiodinasa (IDI), enzima que

convierte a la Tiroxina (T4) en 3,5,3’-Triiodotironina (T3), forma activa de la hormona en
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los diferentes tejidos (Arthur y Beckett, 1999), por lo que animales con carencia de Se

presentan elevados niveles de T4 y bajos niveles de T3, esta situaciébn genera que ni
hipotalamo ni hipofisis sean capaces de regular la secrecion de TSH, ya que en estos tejidos
como en el tejido adiposo marrdn, la enzima IDI1, aunque no es una selenoenzima es
inhibida por la deficiencia de Se, asi en tejido adiposo, en donde la IDI1 participa en la
actividad termogénica, provoca un incremento en la susceptibilidad al estres por frio. El
etiquetado en vivo con Sess, indica que puede haber cuando menos 20 selenoproteinas
funcionales y proteinas con selenio de enlace en tejidos de los mamiferos (Arthur, 1993). El
Selenio estimula también la funcion fagocitica.

En complementos se puede encontrar en forma inorganica como selenito o selenato de
sodio y como selenio organico. En los alimentos el selenio se encuentra en forma orgéanica
y en los suplementos, cuando es organico se saca principalmente de una levadura
enriquecida con selenio. Hay alguna evidencia que las formas organicas son mejor
aprovechadas, la forma mas importante en que se encuentra el selenio en los alimentos es
junto con un aminoacido, L-selenometionina. Esta forma orgéanica del selenio se puede
encontrar también en suplementos de levadura.

La forma quimica en la que se suministra el Se, tiene un efecto directo en su
aprovechamiento cuando se instituye una suplementacion de este mineral, misma que

depende de la especie suplementada, Mahan y Parret (1996), compararon en cerdos en

crecimiento y finalizacion el Selenio-Yeast (selenio orgdnico) contra el Selenito de Sodio
(selenio inorganico), encontrando que el primero tuvo una mejor retencion en el tejido
muscular mientras que el segundo tuvo una mejor disponibilidad biologica para la actividad

de la GPx. Ortman y Pehrson (1999), compararon fuentes inorganicas (selenato y selenito

de sodio) contra una fuente organica (selenio-yeast) observando que esta ultima forma fue
mucho mas efectiva para lograr un incremento en la concentracién de Se en la leche; en

otro trabajo similar, Pehrson y Cols. (1999), comparando selenito contra selenio-yeast,

encontraron que con Se-yeast, la actividad de la GPx en eritrocitos de las vacas fue mucho
mas elevada y que los becerros de las vacas que recibieron Se-yeast, tuvieron un estatus de
selenio adecuado, mientras que Koenig y Cols. (1996), trabajando con ovejas, determinaron
que tanto las fuentes inorgénicas (Selenito de Sodio) como las orgénicas (Selenio-Yeast)

pueden ser afectadas en su biodisponibilidad por la composicion de la dieta.
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En cuanto a la dosis de Se a suplementar, Awadeh y cols. (1998), evaluaron el suministro

de 20, 60 y 120 ppm. de Se como Selenito y 60 ppm como Selenio-yeast, encontrando que
con 60 y 120 ppm se mejoran las concentraciones de hormonas tiroideas e
inmunoglobulinas medidas en el plasma sanguineo de vacas y crias y en calostro de vacas

suplementadas desde los 90 dias antes del parto. Enjalbert y cols. (1999), encontraron que

la suplementacion con 45 mg. de Se como selenito de sodio, en vacas 15 dias antes del
parto, resultd en un adecuado estatus de Se hasta 98 dias después del parto en las vacas y
sus crias con una adecuada actividad de la GPx, resultado que no fue igual si se
suplementaba después del parto.

Se sabe que la vitamina E y el Se son nutrimentos esenciales que constituyen una parte
integral de la defensa antioxidante de tejidos y células y su demanda se incrementa en el
periparto, periodo en el que su deficiencia suele favorecer infecciones intramamarias,
incremento en el conteo de células somaticas y finalmente afeccion de la calidad de la
leche, dichas alteraciones derivadas de un deterioro en la actividad de las células de defensa
(polimorfonucleares). La vitamina E no es capaz de cruzar la barrera placentaria, pero si se
secreta en grandes cantidades en el calostro, esto es importante porque tanto los becerros
como los corderos nacen con deficiencia de vitamina E, por lo que requieren de consumir
calostro rico en vitamina E, esto se garantiza si se suplementa a las hembras al final de la
gestacion, ello permitird mejorar la respuesta inmune y con ello la salud tanto de madres

como de crias (McDowell y cols., 1996; Ferguson, 1996; Cuesta y cols., 1995; Smith y

cols., 1997). En vacas, la plicacién de Se y Vit. E, 30 dias después del parto, tuvo un efecto
positivo sobre el parametro parto-concepcion (Vazquez, 1994).

Los suelos en muchas de las regiones ganaderas del mundo son deficientes en Selenio (Se)
y por lo tanto las pasturas que ahi se producen no contienen las cantidades de Se requeridas
en la dieta, asi pues, la deficiencia de Se en los suelos y consecuentemente en las pasturas

presenta una distribucion geografica. Dargatz y Ross (1996), encontraron un 18.6 y 23.8%

de ganado con deficiencias severas y marginales respectivamente en los estados del sureste
de los Estados Unidos. En México se considera que hay amplias regiones con bajos niveles
de Selenio en el suelo y por lo tanto en sus pasturas, en un estudio reciente hecho por

Ramirez-Bribiesca y cols. (2001), se reportan bajos niveles de Selenio en dos distintas

regiones del Estado de Tlaxcala, sugiriendo que gran parte del estado estd en igualdad de
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circunstancias, en el estudio se encontraron bajos niveles de selenio en las pasturas y en las

cabras de las regiones estudiadas, este mismo autor en otro trabajo (Ramirez-Bribiesca y

Cols. 2001b), reporta la deficiencia de Selenio como una de las principales causas de
mortalidad en cabritos.

La administracion profilactica de Se en ovejas gestantes en el ultimo tercio de prefiez en un
hato con historia de distrofia muscular de tipo nutricional, redujo considerablemente el
problema en los corderos nacidos en los que se pudo detectar niveles de creatin fosfokinasa

sérica mas altos que en los corderos de ovejas no tratadas (EI-Neweehy y cols. 2001).

Desde 1984 Harrison y cols., demostraron que la suplementacion de vitamina E y Se

previenen la retencién placentaria de vacas alimentadas con forraje ensilado y que la
inyeccion de Se antes del parto es efectiva en la reduccion de la incidencia de metritis y
quistes ovaricos durante el postparto temprano. Lo anterior quizd debido a que el Se es

capaz de mejorar la respuesta inmune (Finch y Turner, 1996). Se ha observado que la

vitamina E y el Se aplicados de 10 a 5 dias antes del parto mejoran la respuesta inmune
reduciendo los problemas de mastitis y mejorando la calidad de la leche (Smith y
cols.,1997).

En una revision reciente de los requerimientos minerales en cabras Meschy (2000) destaca
la importancia de los niveles de Se en cabras gestantes y en lactacion para prevenir la
enfermedad del musculo blanco en cabritos.

En el sistema reproductivo, el cuerpo liteo es una de las estructuras ovaricas mas afectadas
por la formacion de radicales libres, asi, uno de los sitios iniciales afectados por el proceso
luteolitico parece ser la membrana plasmatica, los cambios observados incluyen una
elevacion transitoria de los radicales superoxido, quienes causan cambios en la membrana

que son los responsables de la disfuncioén del cuerpo luteo en la rata (Sawada y Carlson,

1991). En el cuerpo luteo las ROS son generadas en las células esteroidogénicas y en los
fagocitos mononucleares. Durante la produccion de progesterona en las células luteas por
accion de LH, se generan ROS, cuyos niveles son regulados por las enzimas antioxidantes y
por la progesterona misma. En la fase litea se observa un incremento en ROS,
aparentemente debido al incremento en LH y la posible participacion de PgF2a, que

ademas incrementa el calcio intracelular activando a la protein Kinasa-C afectando la
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produccion de progesterona por inhibicion del transporte del colesterol (Niswender y cols.
1994).

Un efecto interesante del Se fue observado por Kamada e ITkumo (1997), cuando al

adicionar Se a células luteas cultivadas, registraron un incremento en la produccion de
progesterona y proliferacion celular aparentemente debido a una disminucion de la

concentracion de lipoperoxidos, estos son formados como subproductos de la sintesis de

Progesterona por las células luteas. Basini y Tamanini (2000), trabajando con células de la
granulosa en cultivo, observaron que en presencia de FSH, el Se modul6 la proliferacion
celular e increment6 la sintesis de estrégenos aparentemente por la inhibicion en la sintesis
de o6xido nitrico.

La administracion de Se y vitamina E en machos también tiene efectos favorables, al

mejorar la calidad del semen de verracos (Marin-Guzman y cols., 1997), pareciendo ser

incluso escencial para el desarrollo y maduracion espermatica (Marin-Guzméan y cols.,

2000).

Kendall y cols. (2000), suplementaron a corderos de 8 meses con bolos conteniendo Se y
Zinc, encontrando que los perfiles sanguineos mostraron un elevado nivel de Se y GPx en
eritrocitos, lo que posiblemente mejord considerablemente la calidad del semen en cuanto
a motilidad, porcentaje de espermatozoides vivos e integridad de membrana.

En ovejas, la aplicacion de Selenito de sodio inyectado antes del apareamiento y antes del
parto mejoro significativamente la presentacion del estro (100%), fertilidad (100%), peso

de corderos a 28 dias y ganancia diaria de peso (Gabryszuk y Klewiec, 2002).

24 LA TRANSFERENCIA DE EMBRIONES

24.1 ANTECEDENTES

En las condiciones tradicionales de cria de ovinos y caprinos, el nimero de descendientes

producidos por hembra y por afio es aproximadamente de 2 (Chemineau y cols. 1991) sin

superar los 6 u 8 al término de su vida. Este escaso potencial reproductor limita
considerablemente las posibilidades de mejora y difusion en los progresos genéticos por la
via madre-hija. Es por ello que en los pequefios rumiantes como en otras especies, se han

buscado metodologias para hacer més eficiente su cria, adoptando esquemas de manejo en
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el aspecto reproductivo que ofrezcan un mayor control y mejores rendimientos en progenie
durante la vida productiva de las hembras.

La primera estrategia que se implemento fue la seleccion y uso racional de sementales
sobresalientes utilizados en rebafios sometidos a un seguimiento o supervision
reproductiva, mas tarde el esquema empez6 a modificarse al introducirse poco a poco la
técnica de Inseminacion Artificial (IA), con la que ademés de tener cierto control sobre el
comportamiento reproductivo del rebafio destaca la posibilidad de movilizar e intercambiar
material genético (germoplasma masculino) entre puntos o zonas geograficamente distantes
permitiendo introducir nuevos genotipos con mejores caracteristicas productivas y de
adaptacion logrando asi mejorar, en cierta medida, la productividad del rebafo. Para ello

obviamente considerando una adecuada genética (Faulkner y Pineda, 1977), asi como la

calidad del semen procesado(Rao y Pandey 1977), aunque se han encontrado problemas en

la congelacion del semen ovino (Healey 1969; Thasseron y cols., 1977; Duran del Campo,

1980; Valencia y cols., 1994), que poco a poco han sido identificados, dando paso a

diversas investigaciones que han permitido mejorar distintos aspectos de la técnica como
son tipos de diluentes (Ennen y cols., 1976; Deka y Rao, 1985; Azawi y cols., 1993;
Medrano y cols., 1994,), métodos de congelacion (Dhami y Sahni, 1993; Pinzon y Trejo,

1994). Byrne y cols. (2000), observaron que el semen congelado a 5°C/min tuvo una
fertilidad in vitro del 57% contra solo un 26% del semen congelado a 0.5°C/min. En una
prueba in vivo con inseminacion intrauterina por laparoscopia, usando el mismo semen en
ovejas superovuladas obtuvieron una fertilidad del 81.4% contra 39.3% para ambos
procedimientos respectivamente. En la fertilizacion de ovejas sincronizadas inseminadas
por via laparoscopica o transcervical, nuevamente el porcentaje de fertilidad fue mayor para
el semen congelado mas répido independientemente de la via de inseminacion. Otros
aspectos de la TA en pequefios rumiantes han sido revisados por diferentes autores (Guilbert

y Almquist, 1978; Corteel, 1981; Deka y Rao, 1987; Ritar y Salamon, 1991). La IA en

pequefios rumiantes ha evolucionado desde la inseminacion pericervical hasta la
actualmente difundida técnica de IA intrauterina por medio de laparoscopia (Vallet y cols.,

1992; Maxwell y cols., 1984). Todos los aspectos mencionados han sido ampliamente

evaluados por Holt (2000) revision en la que trata los principios basicos de la

criopreservacion y los dafios en la congelacion, crioprotectores y aditivos, aspectos
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practicos en la criopreservacion, control de enfermedades y valoracion del semen

congelado y descongelado. Una revision similar fue hecha por Leboeuf y cols. (2000) en

caprinos y Salamon y Maxwell (2000) en ovinos. Para que la IA pueda aplicarse con éxito,
independientemente del método utilizado se requiere de una cuidadosa eleccion del
momento Optimo para lograr un buen grado de fertilizacion para lo que se requiere de
conocer el momento preciso de la presentacion del celo, para facilitar lo anterior en
pequefios rumiantes se recurre a la induccion sincronizada del celo de tal manera que se
pueda estimar el tiempo de la ovulacion haciéndola coincidir con la IA hecho que difiere
entre hembras con ciclo normal y hembras sometidas al tratamiento estimulatorio de la
superovulacion, asi por ejemplo, se ha visto que las ovejas sincronizadas con implante
subcutaneo (Sincomate-B) y superovuladas con FSH presentan la ovulacion en un periodo
de tiempo que va hasta las 48 horas de retirado el implante, las concrentraciones de LH se
mantienen elevadas durante el primer dia para descender en el segundo dia de retirados los
implantes, también se ha registrado que hasta un tercio de los foliculos pueden permanecer
sin ovular (Stenbak y cols., 2003).

Como se puede ver hasta aqui, las metodologias mencionadas se encaminan a lograr el
mejoramiento genético reproduciendo de manera masiva al macho. Actualmente, con la
técnica de Transferencia de Embriones (TE), se tiene la posibilidad de lograr un nimero de
descendencia mucho mayor al natural de una hembra sobresaliente.

Para los programas de mejora genética, la TE es a menudo mas economico que el
desplazamiento de animales vivos, y de menor riesgo desde el punto de vista sanitario, ya
que el embrion en los primeros estadios de desarrollo goza de una proteccion natural contra

los agentes infecciosos, como ha sido demostrado en diversos trabajos (Chemineau y cols.,

1986; Hare y cols., 1988) y para lo que han sido propuestos protocolos de procesamiento
de embriones (Anonimo, 1990).

La TE es un método de reproduccion artificial basado en la transferencia, antes de la
implantacion, de embriones generados por una hembra donadora (madre genética) a
hembras receptoras (madres portadoras) que aseguran el desarrollo de los mismos hasta el
final de la gestacion. La aplicacion de este método en los animales domésticos puede servir

para multitud de objetivos de orden genético, econdmico y sanitario.
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Por otro lado, la TE constituye un complemento muy util de la inseminacion artificial en el
mejoramiento genético de los animales domésticos

La TE esta constituida por una serie de etapas técnicas que parten de un determinado
nimero de donadoras y termina con productos vivos nacidos después del transplante. Con
el fin de aumentar la descendencia, una hembra donadora podra ser inducida a varios ciclos

sucesivos de produccion de embriones (Baril y Cols., 1993).

Las hembras donantes seleccionadas por su alto valor genético (potencial de produccion,
ejemplares unicos, etc.) reciben un tratamiento para la sincronizacion del celo y de
estimulacion ovérica que conduce a una superovulacion que permite generar un numero de
ovocitos netamente superior a las posibilidades naturales. (Baril y Cols., 1990; Baril y cols.,

1992)

La fecundacion de estos ovocitos es obtenida generalmente por inseminacion artificial con
semen procedente de machos de alto valor genético (por ejemplo, probados sobre su
descendencia respecto a la mejora de ciertos caracteres de produccion).

Los embriones son extraidos a los siete dias de desarrollo gestacional por via quirargica o
mediante control endoscopico. Estos podran ser transferidos a hembras receptoras sin valor
genético, directamente o después de una fase de crioconservacion. El ciclo sexual de las
receptoras se sincroniza previamente mediante un tratamiento hormonal para asegurar a los
embriones transplantados un entorno uterino adaptado bioldgicamente a su estadio de

desarrollo. (Baril v Cols., 1993).

Los primeros transplantes de embriones en los caprinos y ovinos datan de mas de 50 afios
(Warwick et al., 1934). a partir de los afos sesenta se han realizado, numerosos trabajos

sobre todo en Australia (Moore y Rowson, 1960) y Nueva Zelanda (Tervit y Goold, 1984).

Estos trabajos han contribuido a precisar mejor las condiciones y posibilidades de la
producciodn y transferencia de embriones en las especies y a aumentar su eficacia.

Sin embargo, la practica de este método esta poco desarrollada en los pequefios rumiantes,
mientras que alcanza un desarrollo importante en los bovinos desde hace unos 30 afios. En
esta especie, tan solo para el afio de 1990 se estima que fueron transferidos 300,000
embriones en el mundo (Nibart, 1991), y solamente algunos miles en diferentes razas de
ovinos y caprinos. Esta relacion parece guardar la misma proporcion hoy en dia pese a que

poco a poco se han mejorado las técnicas en pequefias especies, quedando claro que
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algunos paises (Australia, Nueva Zelanda, Francia, etc.) destacan con cifras sobresalientes,

gracias a que en ellos se practica la técnica de manera rutinaria desde hace varios afios

(FAOQ, 1991)

2.3.2 VENTAJAS DE LA TECNICA

El incremento del nimero de descendientes por hembra gracias al transplante de embriones

hace de esta técnica un instrumento de eleccion tanto para la creacion de lineas genéticas

como para la difusion del progreso genético. Este método aporta por otra parte una solucion
al problema de la proteccion de genotipos amenazados de extincion.

El progreso genético con la transferencia de embriones se basa en los siguientes puntos:

a) Aumento de la presion de seleccion. Gracias al aumento del namero de descendientes
por hembra, se puede reducir el nimero de madres seleccionadas de una generacion
para procrear la generacion siguiente de reproductores destinados a la renovacion del
rebafio, aumentando en consecuencia la presion de seleccion.

b) Aumento de la precision en la seleccion. La procreacion de un elevado nimero de
descendientes ofrece la oportunidad de mejorar el valor genético de las hembras por
medio del control de los resultados de sus hermanas y sus hijas que viven en diferentes
medios. Ello permite también incorporar criterios complementarios de seleccion.

¢) Reduccion del intervalo entre generaciones. La posibilidad de acrecentar rapidamente la
descendencia de las hembras jovenes permite reducir el intervalo entre generaciones y
aprovechar esta ventaja para difundir mas rapidamente reproductores de alto valor

genético y acelerar en consecuencia el progreso genético.

De manera similar en que el desarrollo de la inseminacién artificial permite una amplia
difusion de la mejora genética por via paterna, el transplante de embriones, ofrece un medio
eficaz para incrementar sensiblemente la difusion del potencial genético por via materna a
través del aumento a algunas decenas de productos de la descendencia de hembras de alto
valor genético.

Es un hecho que, al menos en pequefios rumiantes, existen, al igual que en especies
salvajes, algunas razas en peligro de extincion y el transplante de embriones podria
constituir un instrumento complementario, junto con otras medidas para incrementar la

eficacia en el rescate de dichas especies (FAO, 1991)
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En el aspecto sanitario, mientras que la propagacion de enfermedades infecciosas esta
asociada intimamente a los animales vivos, numerosos estudios han demostrado que el
transplante de embriones significa una barrera para la transmision de algunos agentes

viricos (Singh y cols., 1982 a,b; McVicar y cols., 1986; Singh v cols., 1986; Stringfellow y

cols., 1990) o bacterianos conocidos (Stringfellow y cols., 1982; Voelkel y cols., 1983).

En el aspecto econdmico, la posibilidad de multiplicar la descendencia de hembras de alto
valor economico abre al transplante de embriones multitud de posibilidades puramente
comerciales ya que la comercializacion de embriones se presenta como un medio a la vez
sanitariamente satisfactorio y econémicamente rentable respecto a intercambios de material
genético.

2.3.3 DESARROLLO DE LA TECNICA

En los pequefios rumiantes, como en cualquier otra especie doméstica en que se aplique
esta técnica, deberan contemplarse los siguientes pasos:

1.- Seleccion de la donadoras y receptoras

2.- Tratamiento de Superovulacion

3.- Sincronizacion de las Receptoras

4.- Inseminacion Artificial de la Donadora

5.- Obtencion de los Embriones (Lavado Uterino)

6.- Busqueda y Evaluacion Embrionaria

7.- Transferencia en Fresco

8.- Congelacion Embrionaria

1.- Seleccion de donadoras y receptoras. Evidentemente, el elemento fundamental en que
se basa la eleccion de una donadora, es su valor genético conforme a criterios apropiados de
aptitudes zootécnicas investigadas en la raza en cuestion. En cambio, en la seleccion de
receptoras no se tienen en cuenta este tipo de exigencias. Donadoras y receptoras deberan
satisfacer los criterios fisioldgicos y sanitarios que condicionan el éxito de las operaciones

(FAQ., 1991; Armstrong y cols., 1983; Baril y Cols., 1993 y Kanagawa, 1993):

e Todas las hembras escogidas deben haber tenido un parto en la temporada reproductiva

anterior y deberd haber transcurrido un tiempo razonable después de éste antes de
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iniciar los tratamientos segin la raza, para una fertilidad adecuada ya que de lo
contrario se puede esperar una fertilidad reducida.

e Deberan rechazarse los animales que presenten liquidos vaginales que puedan revelar
metritis.

e Si existe la menor duda de una posible gestacion deberan descartarse, incluso las
hembras con posible pseudogestacion.

e Las donadoras, en particular, deberan contar con antecedentes de buena fertilidad y si
ya fue sometida a algun tratamiento previo, evaluar la respuesta presentada con la
finalidad de no incluir animales que pudieran haber desarrollado anticuerpos contra la
hormona utilizada para superovular.

e Donadoras y receptoras deberan ser sometidas a diagnostico de enfermedades
contagiosas que pudieran afectarles en su respuesta al tratamiento.

e (Con base en un estudio coproparasitoscopico, donadoras y receptoras deberan recibir un
tratamiento antiparasitario especifico en contra de la infestaciéon observada por lo
menos un mes antes de iniciar el tratamiento.

e Se recomienda la practica del “Flushing” desde por lo menos tres semanas antes de
iniciar el tratamiento en donadoras y receptoras, especialmente cuando la alimentacion
no satisface la totalidad de las necesidades energéticas.

¢ Finalmente, es recomendable manejar sistemas de identificacion clara y permanente de
los animales, para evitar confusiones y manejo excesivo, para ello conviene también
agrupar a los animales participantes con anticipacion razonable para evitar estrés. (Baril
y Cols., 1993).

2.- Tratamiento de superovulacion. El tratamiento hormonal especifico de donadoras,

estd destinado a inducir la superovulacion y el celo en un momento predeterminado. Estos

tratamientos producen de hecho un estimulo temporal de la actividad ovarica, imitando los
mecanismos endocrinos que controlan los ciclos sexuales en condiciones naturales.

Las hormonas que suelen utilizarse para este efecto son las gonadotropinas, que

regularmente suelen administrarse en la fase final del diestro o inicio del proestro; dado que

dificilmente se podria calcular el momento 6ptimo de inicio del tratamiento en un ciclo
natural, se suele superovular a las donadoras al final de un tratamiento con progestagenos,

situacion que nos permite obtener un mayor numero de ovulaciones y un celo sincronizado.
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Las hormonas gonadotropicas mas usadas para este fin son:

% PMSG (Gonadotropina Sérica de Yegua Prefiada) o eCG (Gonadotropina Coridnica
equina), es una gonadotropina extraida del suero de yeguas gestantes, se caracteriza por
tener una vida media mads o menos larga de aproximadamente 40 horas, lo que le
confiere una actividad bioldgica prolongada. Posee una doble actividad (LH y FSH)
siendo la actividad LH 4 veces mayor que FSH, ambas caracteristicas parecen provocar
anomalias en la maduracion de ovocitos (Moore y cols., 1985) y por la consecuente
alteraciéon hormonal después del celo, durante la fecundacion y las primeras fases de
desarrollo del huevo, la produccion de embriones resulta de mala calidad. La dosis a
administrar debera ser calculada considerando la edad, peso, raza de la donadora, estado
fisioloégico, produccion de leche, época del afio y en su caso dosis-respuesta a
tratamientos anteriores, suelen ser suficientes de 750 a 2000 U.I en una sola inyeccién
aplicada 48 horas antes de finalizar el tratamiento progestativo, de sincronizacion e

inductivo de estro (Armstrong y Evans, 1983; Armstrong y cols., 1983: Tsunoda y

Sugie, 1989). Con el proposito de disminuir el efecto negativo sobre los embriones
provocado por las dos caracteristicas mencionadas se han hecho trabajos combinando el

tratamiento de PMSG con suero anti-PMSG aplicado al inicio del estro o bien

sustituyendo una parte de la dosis de PMSG por FSH (Pintado vy cols., 1998).

% FSH (Hormona foliculo Estimulante), esta es la hormona que mas frecuentemente se
emplea para inducir la superovulacion en los pequefios rumiantes. Los preparados de
FSH de origen porcino u ovino actualmente comercializados, proceden de los extractos
hipofisiarios parcialmente purificados cuya actividad FSH varia con cada producto.
Ademas, el contenido de LH de estos preparados es igualmente variable segun el origen
del producto, asi como por lote de fabricacion. Por otra parte, a menudo no se indica al
usuario la relacion FSH/LH de los diferentes preparados comerciales (Baril y Cols.,
1992)

La induccion repetida de la superovulacion con pFSH produce en los caprinos una

disminucién de la respuesta ovulatoria debido a la aparicion de anticuerpos anti pFSH.

Esta disminucion se observa en el 40-50% de las cabras a partir del tercer tratamiento con

pFSH y en el 70 a 80% al cuarto o quinto tratamiento.
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La actividad de enlace FSH debida a la presencia de anticuerpos antihormona se puede
determinar por evaluacion radioinmunoldgica realizada a partir de plasma sanguineo.
Existe una correlacion negativa entre la tasa de enlace de pFSH determinada dos o tres
semanas después del tratamiento y el numero de ovulaciones en el tratamiento siguiente,
para un intervalo entre tratamientos de 7 semanas (Remy y cols., 1991).

En el caso de los caprinos, la investigacion sobre la presencia eventual de anticuerpos
puede ser por tanto util para la seleccion de cabras donadoras antes de un nuevo tratamiento
con pFSH. En las cabras que presentan una baja tasa de enlace de pFSH después del
tratamiento, el nimero de ovulaciones en el tratamiento siguiente es similar al de las
hembras tratadas por primera vez, mientras que es muy bajo en las que la tasa de enlace de
pFSH es mas elevado (Baril y cols., 1990).

La administracion reiterada de FSH de origen caprino u ovino (OVAGEN-ICP) no
determina en las cabras disminucion alguna de la respuesta ovulatoria (Baril y cols., 1992).

Las cantidades de FSH que han de administrarse para obtener una superovulacion se
expresan en miligramos del estdndar Armour. El miligramo Armour es una unidad de
actividad de un ensayo bioldgico correspondiente a unos 10-14 microgramos de FSH pura.

La dosis total eficaz varia ampliamente segun el preparado hormonal utilizado y el genotipo
de la donante, por lo que deberia determinarse previamente por medio de una curva de
dosis-respuesta. Las dosis totales de pFSH mas generalizadas en las ovejas y las cabras
estan comprendidas entre 16 y 21 mg Armour, equivalentes a aproximadamente 150 a 200
mg NIH (PLM) sin embargo estas dosis podrian ser insuficientes o excesivas dependiendo
del genotipo (FAQO, 1991).

3.- Sincronizacion de las Receptoras. El objetivo principal es provocar que las Receptoras
estén en celo en forma agrupada en un corto intervalo de tiempo con el fin de hacer
coincidir su estado fisioldgico con el correspondiente a la edad de los embriones que han de
transferirse, condicion favorable para la continuacion de su desarrollo después del
transplante. La sincronizaciéon del celo se obtiene mediante la administracion de
progestagenos o de prostaglandinas.

Utilizacién de progestagenos. El tratamiento puede diferir por el tipo de progestageno
empleado (Progesterona, F.G.A., M.A.P. o Norgestomet), asi como por la via de

administracion (inyeccidn, dispositivos intravaginales o implantes subcutaneos).
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En Cabras se ha probado con éxito la aplicacion de esponjas vaginales de poliuretano
impregnadas con 45 mg de Acetato de Fluorogestona (F.G.A.), durante un periodo de 10 a
12 dias presentando el celo a las 63 horas de retiradas las esponjas en promedio (Evans y

Maxwell, 1987; FAQO, 1991; Baril y Cols., 1993).

Utilizacion de Prostaglandinas. El tratamiento con prostaglandinas esta dirigido a la
destruccion de un cuerpo luteo presente en alguno de los ovarios, por lo que solo serd
efectivo en la fase lutea del ciclo, en cabras de 6 a 17 dias del ciclo. Para lograr la
sincronizacion de un buen nimero de cabras podria emplearse un esquema de doble
aplicacién con un intervalo de 10 a 14 dias. El celo se presentard generalmente entre el

segundo y tercer dia de la segunda aplicacion (Evans y Maxwell, 1987; FAO, 1991).

4.- Inseminacion Artificial de la donadora. EIl control de la fecundacion de los ovocitos
resultantes de la induccion de la superovulacion es un punto clave de la produccion in vivo
de embriones de calidad. La fecundacion de donadoras se puede conseguir bien por monta
natural, en régimen libre o controlado, o bien por inseminacién artificial, con semen fresco
o congelado, alternativa mayormente utilizada ya que nos permite el uso de sementales
sobresalientes; la inseminacion artificial puede realizare por la via cervical o intrauterina

bajo control endoscopico (Armstrong y Evans, 1983), siendo esta tltima mas eficaz en

cuanto a fertilidad se refiere.

5.- Recoleccion de Embriones. La recoleccion en cabras se realiza en general el sexto o
séptimo dia después del inicio del celo. En cabras se pueden utilizar tres diferentes
métodos, el transvaginal que resulta ser el menos traumatico pero su eficiencia se esta

mejorando (Suyadi y cols.,, 2000, Lima-Verde y cols., 2003), la recoleccién por

laparoscopia, que dependiendo de la habilidad del técnico puede superar al anterior en

eficiencia (Vallet y cols., 1987, McKelvey y cols., 1986) y finalmente el mas eficiente en

cuanto a porcentaje de estructuras embrionarias recuperadas es el quirurgico con apoyo

laparoscopico (Baril y cols., 1993). Los embriones se recogen mediante lavados sucesivos

de los dos cuernos uterinos. Para ello se introduce una solucién fisioldgica por un extremo
de los cuernos uterinos, recogiéndose por el otro mediante un catéter colector, favoreciendo
con el flujo formado el arrastre de los embriones, el medio se colecta en un recipiente
protegido de la luz solar y se lleva cuanto antes a la buisqueda y evaluacion microscopica de

los embriones
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6.- Busqueda y evaluacion embrionaria. Para la busqueda y evaluacion embrionaria se
utiliza un microscopio estereoscopico con 15 a 45 aumentos respectivamente. Todo el
material que entre en contacto con los embriones debera ser estéril. El medio obtenido del
lavado uterino se coloca en una caja de petri, de preferencia cuadriculada para controlar la
busqueda de los embriones, mismos que conforme van siendo encontrados se van pasando a
otra caja con medio fresco de mantenimiento en donde serdn evaluados con base en su
apreciacion morfologica, registrando su apariencia fisica y su grado de desarrollo (Baril y
Cols., 1993).

7.- Transferencia embrionaria. La transferencia de embriones se puede realizar en
fresco, una vez evaluados los embriones o bien se pueden transferir embriones
descongelados, es recomendable transferir dos embriones por receptora, colocados en el
tercio anterior del cuerno ipsilateral al ovario que presente el o los cuerpos luteos

(Armstrong y Evans 1983, Armstrong y cols., 1983). Cualquiera que sea el tipo de embrion

a transferir es importante seleccionar adecuadamente a las receptoras desde el punto de
vista sanitario, nutricional y reproductivo. La receptora se deberd encontrar en una etapa del
ciclo correspondiente a la edad de los embriones a transferir. El método de transferencia
mas comunmente empleado en la actualidad en el método semiquiriirgico con apoyo
endoscopico.

8.- Congelacion embrionaria. El destino inmediato de los embriones dependerd del
objetivo del programa de produccion y de la disponibilidad de receptoras. Los embriones
pueden ser preservados bajo congelacion en Nitrogeno liquido. El método de congelacion
de embriones caprinos no difiere mucho del de bovinos y basicamente consiste en colocar
los embriones en un medio para congelacion que contard con un agente crioprotector, la
velocidad de enfriamiento puede variar al igual que el tipo de medio requerido (Tervit y

Goold., 1984)

2.3.4 INFLUENCIA DEL ESTADO NUTRICIONAL EN LA RESPUESTA A LA
SUPEROVULACION

Las deficiencias energéticas, proteinicas y de minerales o vitaminas, o cualquier otro
desequilibrio en la alimentacion, son factores bien identificados que originan problemas en

la reproduccién en los siguientes aspectos: regularidad en los ciclos estrales, intensidad de
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los periodos estrales, tasa de concepcion, muertes embrionarias, abortos, retencion de
membranas fetales, salud y desarrollo normal del producto, largo del periodo de gestacion,
incidencia de metritis y funcionamiento normal del ovario (FAO, 1991).

La administracion de un tratamiento de superovulacion en cabras que han recibido una
racion alimenticia insuficiente puede ser causa de lutedlisis prematura en cerca de la mitad

de los animales (Jabbour y cols., 1991), que se traduce en disminucion espectacular de la

progesteronemia y con ello alteraciones en la produccion y el desarrollo embrionario.

Hall y cols. (1994) observaron que el nivel energético de la dieta influye en el inicio de la
pubertad en vaquillas, mas que la administraciéon de bST y que los niveles de insulina
fueron mayores en el lote consumiendo alta energia y en los que recibieron bST. Algo

similar observaron (Gutiérrez y cols., 1997) ya que al realizar un incremento temporal en el

plano nutricional observaron que se favorecion el reclutamiento folicular al tiempo que se
detecto un incremento en los niveles de insulina circulantes.

Resultados similares encontraron Radcliff' y cols., (2000), quienes administraron bST a uno

de dos grupos de vacas holstein suplementadas con una dieta alta en energia y proteina
desde los 135 kg hasta el diagnostico de gestacion misma que no resultd afectada y que
ademas midieron la produccion de leche de la primera lactacion sin que ésta presentara
diferencias entre grupos.

Los conceptos nutricionales que comunmente se manejan son energia, proteina, minerales y
vitaminas. De todos ellos son los minerales los que menos atencion reciben en la
alimentacion ya sea por falta de informacién de su disponibilidad en forrajes o por la falta
de preparados con el adecuado balance para suplementar y precisamente es en las funciones
reproductivas en las que se incrementa la importancia de los minerales, mas ain en
circunstancias en que se le exige al organismo respuestas que van mas alld del
funcionamiento fisioldgico normal como lo es el caso de los tratamientos para inducir una

multiovulacion.
Uno de los elementos traza que ha demostrado tener una interesante participacion en los

procesos metabolicos y reproductivos es el Selenio cuya funcidon esta intrinsecamente

ligada a la vitamina E (Garcia Bojalil, 1997).
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3. JUSTIFICACION

La técnica de Transferencia de Embriones, como herramienta de mejoramiento genético,
encuentra como principal obstaculo en su difusion, el grado de eficiencia que muchas veces
no es Optimo y que por consiguiente eleva los costos de produccion, es decir, depende de la
respuesta individual al tratamiento con la FSH, entre menor sea esta respuesta el costo de
inversion por embridon obtenido se eleva, por lo que es conveniente encontrar las
alternativas que permitan mejorar la respuesta al tratamiento y elevar la eficiencia de la
técnica para a su vez mejorar su productividad y rentabilidad. El éxito de la técnica radica
en el numero de embriones transferibles por tratamiento superovulatorio, para llegar a ello
primero se debe lograr una buena estimulacion en el desarrollo y maduracion de foliculos y
con ellos de ovocitos, después, un buen nimero de ovulaciones con un alto grado de
sincronia, en seguida, una eficiente fertilizacion y finalmente un buen desarrollo
embrionario. Como se puede ver participa de todo el proceso reproductivo de un ciclo pero
multiplicado en cuanto al nimero de ovocitos participando. Por lo anterior es importante
encontrar un esquema de soporte al tratamiento superovulatorio que permita mejorar los
resultados. El trabajo aqui propuesto se encamina a evaluar la suma de los efectos
demostrados en pro del funcionamiento de los mecanismos reproductivos obtenidos con la

administracion de Selenio y Hormona del Crecimiento.
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4.  OBJETIVOS
a) GENERAL

Investigar el efecto de la adicion de selenio y/o somatotropina en el numero de
ovulaciones y embriones transferibles como respuesta al tratamiento superovulatorio en

cabras tratadas con FSH.

b) ESPECIFICOS

1.- Evaluar el efecto del tratamiento con Selenio sobre la respuesta al tratamiento

superovulatorio con FSH y porcentaje de embriones transferibles en cabras.

2.- Evaluar el efecto del tratamiento con rbGH sobre la respuesta al tratamiento

superovulatorio con FSH y porcentaje de embriones transferibles en cabras.

3.- Evaluar la suma de los efectos producidos por el tratamiento simultineo con Selenio
mas la tbGH, sobre la respuesta al tratamiento superovulatorio con FSH y porcentaje de

embriones transferibles en cabras.

35



36

5. HIPOTESIS
La administracion de Selenio y rbGH, dadas sus acciones sobre el metabolismo y procesos
reproductivos, es capaz de mejorar la respuesta a la superovulacion en cabras, aumentando

el nimero de ovulaciones y de embriones transferibles en esta especie.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 AMBIENTE

El trabajo se llevo a cabo durante los meses de Marzo a Junio, en las instalaciones de la
Catedra de Reproduccion y Genética en Ovinos y Caprinos de la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan, ubicada a 2450 msnm, a 19° 43’ de latitud norte y a 99° 14’ de

longitud poniente (Garcia 1973).

6.2 UNIDADES EXPERIMENTALES

Se utilizaron 40 cabras fenotipo ¥ Criollo y ¥ Nubia con edades de 2 a 5 afios, mantenidas
en sistema estabulado, sin antecedentes de problemas reproductivos ni sanitarios, con un
periodo postparto de més de 4 meses.

Un mes antes del experimento, los animales fueron tratados con vitaminas A,D.E y
desparasitados.

Veinte dias antes de iniciar el experimento, las cabras identificadas con aretes metalicos y
de plastico, fueron lotificadas por talla y peso para disminuir el estrés por dominancia y
mantenidas en pisos de concreto con bebederos de pvc y comederos de ldmina con
contenedores para forraje. La dieta estuvo integrada por alfalfa achicalada a libre acceso y
300 g de alimento concentrado comercial con 12% de Proteina suministrado de manera
individual para asegurar su consumo. Lo que les permitio llegar a la prueba con una
condicion corporal homogenea para todo el lote, presentando grados de 3.5 a 4 en la escala

delas.

6.3 GRUPOS EXPERIMENTALES

Para el experimento, los animales se lotificaron al azar por edad y peso en cuatro grupos
que recibieron los siguientes tratamientos sin ser cambiados de su corral original:

Grupo rbST (rbST, n=10): Aplicaciéon subcutanea de 160 mg de rbST (Boostin-G,

Schering-Plough) en el pliegue anocaudal 7 dias antes del tratamiento superovulatorio
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repitiéndolo a los 14 dias y capsulas vacias desde 16 dias antes del tratamiento
superovulatorio y hasta el dia de la recolecciéon como placebo imitando el tratamiento de los
grupos con Se.

Grupo rbST-Se (rbST-Se, n=10): Tratamiento con rbST similar al grupo anterior y una
capsula diaria via oral conteniendo 380 mg de Selenio orgéanico (Sel-Plex, Alltech, Mex.)
desde 16 dias antes del tratamiento superovulatorio y hasta el dia de la recoleccion.

Grupo Selenio (Se, n=10): Tratamiento con selenio similar al grupo anterior asi como
inyecciones de solucion salina fisiologica sustituyendo al esquema utilizado en el primer
grupo para rbST.

Grupo Testigo (T, n=10): Sin tratamientos de selenio y rbST, recibieron inyecciones de
solucion salina fisiologica sustituyendo a rbST y cépsulas vacias via oral en lugar de

Selenio.

6.4 PROCESO EXPERIMENTAL

El experimento dio inicio con la primera administracion oral de Selenio (dia 1) a los grupos
rbST-Se y Se. El tratamiento y el placebo en los diferentes grupos se suministrd
diariamente durante todo el experimento.

En el dia 8 los animales fueron sometidos a un tratamiento de sincronizaciéon mediante la
insercion de esponjas vaginales con 45 mg de FGA (Chronogest, Intervet).

En el dia 10 se aplico la rbST o la solucién salina fisioldgica en los grupos
correspondientes.

El dia 17 se inici6 el tratamiento superovulatorio con 188 mg de FSH (Folltropin-
Vetrepharm) repartidos en ocho aplicaciones con intervalo de 12 horas en un esquema
decreciente (28/28, 24/24, 22/22 y 20/20), al tiempo de la quinta inyeccion de FSH se
aplicaron 50 mcg de Cloprostenol (Sincronizador de celo-Cheminova).

El dia 20, al momento de la séptima inyeccion de FSH se retiraron las esponjas.

La deteccion de celos se hizo por exposicion directa de la cabra al semental, 24 horas
después de retiradas las esponjas (dia 21).

Las cabras recibieron montas dirigidas a las 0, 12, y 24 hs de presentado el celo,

considerando como inicio del celo el momento de aceptacion del macho después de varias
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exposiciones al mismo en el tiempo teorico estimado para el inicio del celo después de
retirar las esponjas vaginales.
El método de recoleccion de embriones utilizado fue el quirdrgico realizandose los dias 6.5-

7.0 después del celo (dia 27). (Ver Figura 1, el mapa conceptual de mas adelante)

6.5 RECOLECCION EMBRIONARIA

Las cabras con un ayuno de 24 hs fueron afeitadas en un area aproximada de 20 x 20 cm
delante de la gldndula mamaria, en seguida se indujo la anestesia mediante la
administracion intravenosa de Clorhidrato de Xilazina a razon de 0.1 mg por kilogamo de
peso, una vez en la mesa de cirugia, la anestesia se reforzdé con la administracion
intravenosa de Clorhidrato de Ketamina a razoén de 5 mg por kg de peso.

El area afeitada se desinfect6 con cloruro de Benzalconio y en seguida se realizd una
laparoscopia con la finalidad de evaluar la respuesta al tratamiento superovulatorio antes de
iniciar el procedimiento quirurgico.

Para facilitar la laparoscopia, la mesa se inclin6 hasta 45 grados aproximadamente.

Antes de la cirugia, se aplicaron 10 ml via subcutanea de Xilocaina a lo largo de la linea
media e inmediatamente delante de la glandula mamaria.

Se realizd una incision de 8 a 10 cm sobre la linea blanca delante de la ubre y se
exteriorizaron los cuernos uterinos y ovarios, en este acto se contaron y registraron los
cuerpos luteos presentes, en seguida en la base del cuerno uterino se instald una sonda
Foley de dos vias calibre 12. Cada cuerno uterino fue lavado con 50 ml de medio de
recoleccion (Advantage-Biolife), introducido por una puncion realizada cerca de la union
utero-tubdrica, utilizando para ello una jeringa Air-tite conectada a un cateter semirigido de
2 mm de didmetro (IVF-Sherwood). El medio introducido a una presién constante fue
recogido por la sonda Foley y recibido en un tubo de centrifuga de 50 ml. Una vez lavados
ambos cuernos cada tubo se paso al laboratorio para la busqueda y evaluacion embrionaria.
Se depositdé un millon de UI de penicilina en la cavidad antes de cerrar la incision por
planos y finalmente se realiz6 una aplicacién topica de cicatrizante (Topazone) y una
inyeccion intramuscular de 75 mcg de Cloprostenol para lisar los cuerpos luteos. El

tratamiento antibiotico se contintio por 5 dias.
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6.6 CLASIFICACION EMBRIONARIA

La busqueda de los embriones en el medio de recoleccion se llevo a cabo con microscopio
estereoscopico a un aumento de 15x y la evaluaciéon embrionaria a 60x.

Para la evaluacion embrionaria se tomaron en cuenta las siguientes consideraciones:

La apropiada clasificacion y evaluacion de los embriones determina la valoracion de su
viabilidad y prediccion del porcentaje de los embriones transferidos que podrian resultar en
prefieces, es decir aporta el criterio de decision para determinar que embriones deberan
transferirse y a que receptoras. La transferencia de ovocitos o embriones degenerados
podrian provocar una dréstica disminucion en los porcentajes de prefiez y un aumento en
los costos de la técnica. Estas consideraciones han sido tomadas en cuenta por varios

especialistas (Lindner y Wright, 1983; Dorn y Kraemer, 1987 y Kuzan, 1990), llegando

practicamente a unificarse los criterios de evaluacion destacando dos aspectos principales
que son el estadio de desarrollo y la morfologia del embrion. Ambas valoraciones son
subjetivas pero basadas en caracteristicas definidas.

Para facilitar el manejo de la informacion surgida de la evaluacion, la International Embryo
Transfer Society (IETS) ha propuesto una guia para la clasificacion de los embriones

(tablas 1 y 2)

Tabla 1 Tabla 2
Evaluacion del grado de desarrollo Embrionario Evaluacioén de la calidad morfologica
NUMERO ESTADIO NUMERO CALIDAD
1 No fertilizado 1 Excelentes
2 2 a 12 células 2 Buenos
3 Morula temprana 3 Regulares
4 Morula compacta 4 Malos y degenerados
5 Blastocito temprano
6 Blastocito maduro
7 Blastocito expandido
8 Blastocito en eclosion
9 Blastocito eclocionado
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6.7 VARIABLES DE RESPUESTA

El efecto de los tratamientos se evalud a través de las siguientes variables de respuesta:

a) Tasa ovulatoria: Efecto superovulador del tratamiento, cuantificado con base en el
numero de cuerpos luteos observados.

b) Grado de fertilizacion: Total de embriones recuperados a la recoleccion.

c) Calidad embrionaria: Total de embriones transferibles.

Se tomaron muestras sanguineas en tubos vacutainer con EDTA los dias 1 para

determinacion de Gpx, dia 10 para determinacion de IGF1, 17 para determinacién de Gpx

e IGF1, 22, 24 y 26 para determinacion de P4 y el dia 28 para determinacion de Gpx, IGF1

y P4, las muestras se mantuvieron refrigeradas hasta su centrifugacion a 3800 rpm durante

15 minutos para la separacion de plasma y una vez separado éste en tubos de 6 ml de

policarbonato se mantienen en congelacion para su analisis posterior.

La determinacion de la actividad de Glutation Peroxidasa (GSH-Px), se realizdé mediante

un ensayo que mide de manera indirecta la actividad de la Glutation Peroxidasa (Paglia y

Valentine 1967) a través de la velocidad de oxidacion del glutation reducido (GSH) por el

peroxido de hidrégeno, reaccion catalizada por la GSH-Px presente en la muestra. El

Glutation se mantiene a una concentracion constante mediante la adicion del mismo y de

NADPH, el cual inmediatamente convierte algo del glutation oxidado (GSSG) producido a

su forma reducida por la enzima Glutation Reductasa (GSSG-R):

R-0-0O-H + 2GSH GSH-Px > R-O-H + GSSG + H20

GSSG + NADPH +H" GSSG-R > 2GSH + NADP*

La oxidaciéon de NADPH a NADP' esta acompafiada por una disminucién en la
absorbancia de la mezcla de reaccion a 340 nm proporcionando medidas
espectrofotométricas para monitorear la velocidad de formacion de GSSG y , por ende, la
actividad de la enzima GSH-Px. La velocidad de disminucion en la absorbancia es
directamente proporcional a la actividad de la GSH-Px en la muestra.

Para la realizacion de esta prueba en plasma se utilizan:
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1.- Un buffer de fosfatos a un pH de 7.0, elaborado con Fosfato de potasio monobasico,
fosfato de postasio dibasico, EDTA 5.5 mM y Azida de sodio 4.7 mM.

2.- Peroxido de hidrogeno al 30% diluido en agua desionizada.

3.- Mezcla de reaccion consistente en:

NADPH, Glutatién reducido, Glutation reductasa y Buffer de fosfatos

La evaluacion de IGF1 se llevdé a cabo mediante el uso del kit en fase sélida ICN
Pharmaceutical el cual trabaja mediante una prueba de radioinmunoensayo

Para la medicién de la Progesterona se utiliz6 el kit en fase s6lida ICN Pharmaceutical
basado también en prueba de radioinmunoensayo.

En el desarrollo del presente experimento se procuro el bienestar de los animales y ninguno
tuvo consecuencias contra su salud, todos fueron atendidos hasta la completa recuperacion

de las cirugias realizadas.

7. ANALISIS ESTADISTICO

La evaluacion estadistica se llevo a cabo con el programa STAT GRAPHICS mediante un
analisis de Varianza de dos vias para evaluar las variables de resultados de las
recolecciones y un analisis de varianza multifactorial para datos repetidos para evaluar los
niveles hormonales, utilizando como covariables la edad y el peso de la cabra al inicio del
trabajo, de acuerdo al siguiente modelo matematico:

Y = p + T; + B1(Pn-Pii) + B(En-Eii) + Ej;
Donde:
Y- Es la variable de respuesta.
u Es la media poblacional constante.
T; (1=1 -4) Es el efecto del tratamiento.
B1 (Pn-Pii) Es el peso inicial utilizado como covariable.
B2 (En-En) Es la edad utilizada como covariable.
E;; Es el error aleatorio asociado a cada observacion.
Para evaluar la obtencion de los diferentes estadios embrionarios se utilizo la prueba de

Kruskal-Wallis para la comparacion de medianas.
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Figura 1. MAPA CONCEPTUAL DEL PROYECTO DE INVESTIGACION
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8. RESULTADOS

La composicion de los grupos se vido modificada por el hecho de que dos cabras perdieron la
esponja durante el tratamiento (grupo rbST y grupo rbST-Se), dos cabras padecieron una
mastitis aguda (grupo rbST y testigo), a otra no se le retird la esponja (grupo rtbST-Se) y tres
salieron del experimento por diferentes problemas de salud, por tal motivo los grupos quedaron
integrados por 8 animales cada uno.

La presentacion de celos fue muy uniforme pués solo dos cabras se atrasaron 12 horas con

respecto al tiempo esperado.

8.1 NUMERO DE OVULACIONES

A pesar de que las medias tienden a ser mayores para los grupos de tratamientos (grafica
1), la diferencia no resultd significativa en el andlisis de varianza para el ntimero de

ovulaciones observadas por tratamiento.

Grafica 1.- Medias de ovulaciones en cabras superovuladas con FSH y
tratadas con rBST y/o Selenio.
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23 r -
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Num. De
Ovulaciones 17
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Tratamientos 1: 1BST, 2: iBST+Selenio, 3: Selenio, 4: Testigo
No existieron diferencias significativas (p<0.05)
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8.2 EMBRIONES TOTALES

Las estructuras recuperadas fueron 114, 117, 88 y 89, mientras que los fertilizados fueron
110, 117, 82 y 88, por lo que el porcentaje de fertilizacion fue de 96.5, 100, 93.18 y 98.8
para los grupos rbST, tbST+Se, Se y Testigo respectivamente (Grafica 2).

Grafica 2.- Medias para Fertilizacion en cabras superovuladas
con FSH y tratadas con rBST y/o Selenio

17.6

15.6
Estructuras 13.6
fertilizadas

11.6

9.6

7.6

1 2 3 4

Tratamientos 1: rBST, 2: rBST+Selenio, 3: Selenio, 4:Testigo
No existieron diferencias estadisticas significativas (p<0.05)

8.3 EMBRIONES TRANSFERIBLES

El nimero de embriones transferibles obtenidos fue de 107, 116, 80 y 83, datos que representan
el 97.3,99.1, 97.6 y 94.3 porciento del total de fertilizados para los grupos rbST, rbST+Se, Se y
testigo respectivamente, las medias pueden ser observadas en la grafica 3, las diferencias no
fueron significativas.

Grafica 3.- Medias para el nimero de embriones transferibles obtenidos
de cabras superovuladas con FSH y tratadas con rBST y/o Selenio
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Tratamientos 1: rBST, 2: rBST+Selenio, 3: Selenio, 4: Testigo
No existieron diferencias estadisticas significativas (p<0.05)
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8.4 DESARROLLO EMBRIONARIO

El grado de desarrollo embrionario entre grupos se muestra en la tabla 3. Como se puede

observar, las medias y porcentajes para blastocitos tienden a ser superiores en los grupos

bST, sin embargo no hay diferencia estadistica.

Tabla 1. Grados de desarrollo embrionario obtenido en cabras superovuladas y tratadas

con rBST y/o Selenio

GRUPO BLASTOCITOS (%) MORULAS (%)
rbST 9.4+7.7 (65.7) 4.0 + 4.4 (34.3)
rbST-Se 10.6 = 7.3 (66.7) 3.9+3.3(33.3)
Se 56+38 (59.4) 4.4 = 3.8 (40.6)
Testigo 56.5+5.6 (57.5) 3.9 + 4.0 (42.5)

Medias + Desviaciones estandar y porcentajes p>0.05

En vista de que las desviaciones estandar resultan demasiado grandes se corri6 la prueba de
Kruskal-Wallis en la que se evaluan las medianas, observandose que definitivamente no
hay diferencia estadistica para ninguno de los dos conceptos evaluados (p<0.05).

No se presentan datos respecto a la calidad embrionaria porque se recolectaron blastocitos,
blastocitos expandidos y blastocitos eclosionados, todos ellos clasificados como de calidad

1, solo las moérulas obtenidas fueron de calidad 1 y 2.

8.5 DETERMINACION DE GLUTATION PEROXIDASA

Con la finalidad de evaluar el efecto de la administracion del selenio organico (Selplex)
sobre la actividad antioxidante se determiné la actividad de Glutation peroxidasa por
medio de una prueba indirecta e inversa, evaluando la velocidad de oxidacion del glutation
reducido (GSH) por el peroxido, catalizada por la ¢cGSH-Px presente en la muestra,
interpretandose como nanomoles de NADPH oxidado por minuto por mililitro de las
muestras sanguineas tomadas los dias: 1 para la determinacion de niveles basales en todos
los grupos, en el dia 17 y en el dia 28 (grafica 4), observando que solo en el sangrado del
dia 17 los niveles de Glutatién peroxidasa fueron estadisticamente diferentes para el grupo
testigo respecto a los demads (grafica 5), en los demas sangrados y entre todos los grupos no

hubo diferencia estadistica.
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Grafica 4.- NIVELES DE GLUTATION PEROXIDASA EN
CABRAS SUPEROVULADAS CON FSH Y TRATADAS CON
RBST Y/O CON SELENIO
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NO HAY DIFERENCIA ESTADISTICA SIGNIFICATIVA
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Grafica 5.- Niveles de Glutation peroxidasa en cabras
superovuladas con FSH y tratadas con rBST y/o con Selenio
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Solo en la muestra del dia 17 se observa diferencia estadistica entre el
grupo Testigo y los demas (p 0.05)

8.6 DETERMINACION DE IGF

Las medias para los diferentes tratamientos aparecen en la grafica 6 en donde se aprecia
una diferencia estadistica de los grupos rBST y rBST+Se con respecto de los grupos
Selenio y Testigo. En el analisis por muestra donde se reflejan los niveles de IGF medidos
los dias 10 (al momento de la administracion de tbST), 17 y 28. Los valores para la

muestra 1 correspondiente al dia 10 no presentaron ninguna diferencia estadistica
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significativa entre grupos como era de esperarse. Mientras que cuando la muestra se tomo
el dia 17 ya se pudo observar un efecto significativo entre grupos como respuesta a la
administracion del rbST, mismo que se mantuvo reflejandose en la muestra del dia 28

(Gréfica 7).

Grafica 6.- Niveles de IGF en cabras superovuladas
con FSH y tratadas con rBST y/o Selenio
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Se observa diferencia estadistica de los grupos rBST y
RBST+Se respecto de los grupos Selenio y Testigo
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Grafica 7.- Niveles de IGF en cabras superovuladas con FSH y
tratadas con rBST y/o Selenio

1000 -
E © 800 4 ArBST
S & ErBST+Se
"0" $ 6007 OSelenio
= E .
® o 400 - OTestigo
T T
o
< 200 +

O B

Muestra 1 (dia 10) Muestra 2 (dia 17) Muestra 3 (dia 28)

Diferencias estadisticas significativas entre grupos rBST y rBST+Se
respecto de los grupos Se y Testigo solo para las muestras de los dias
17y 28 (p 0.05)

8.7 DETERMINACION DE PROGESTERONA

Al analizar los niveles de progesterona para los diferentes tratamientos no se observa
diferencia estadistica entre los mismos (grafica 8) mientras que cuando se analizan los
niveles de progesterona por nimero de muestra (grafica 9) como era de esperarse se

observa un incremento conforme el muestreo se alejo del dia de la ovulacion.

48



49

Gréfica 8.- Niveles de Progesterona en cabras superovuladas
con FSH y tratadas con rBST y/o Selenio
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Grafica 9.- Niveles de Progesterona en cabras superovuladas con
FSH y Tratadas con rBST y/o Selenio
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Las muestras corresponden a 1, 3, 5y 7 dias después de la
inseminacion respectivamente.

Se alcanza a apreciar una ligera diferencia (no significativa) entre grupos para los niveles
de progesterona de las muestras de los dias 26 y 28, lo que pudiera estar reflejando la
misma diferencia que se observa al comparar los diferentes grupos en el nimero de
ovulaciones (Grafica 1) es decir una aparente relacion entre nimero de cuerpos liteos y

nivel de progesterona.
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9. DISCUSION.

La presentacion de celos fue muy uniforme pues solo dos cabras se atrasaron 12 horas con
respecto al tiempo esperado de 36 horas, de manera similar a lo observado por Gabryszuk
y Klewiec (2002) en ovejas en un programa normal de empadre tratadas con selenito de
sodio inyectado, de la misma manera folch y cols. (2001), no observaron efecto sobre la
presentacion de celos cuando administraron rbST en ovejas superovuladas, lo que sugiere
que si bien los tratamientos a base de selenio y/o tbST pueden afectar la ovulacion y la
calidad de ovocitos, no influyen sobre la secrecion de las hormonas que determinan la
conducta del estro.

9.1 NUMERO DE OVULACIONES

A pesar de que las medias tienden a ser mayores para los grupos con tratamientos de
selenio o rbST la diferencia no resultd significativa para el numero de ovulaciones
observadas por tratamiento, resultado parecido al obtenido por Joyce y cols. (1998), Folch
y cols. (2001), en ovejas superovuladas, tratadas con rbST. Sin embargo aunque la GH no
es considerada como una hormona que regula en forma primaria la reproduccion, alguna
literatura indica que tiene acciones en diversas funciones reproductivas, entre otras cosas
participa en la esteroidogénesis gonadal y la ovulacion. Por sus efectos sobre la funcioén
gonadal particularmente estimulando la foliculogénesis se le ha llegado a considerar una
cogonadotropina (Hull y Harvey 2002).

La eficiencia en la recoleccion, referida como la proporcion de estructuras recuperadas
contra el numero de ovulaciones observadas, aunque es diferente entre algunos grupos no
se considera como un efecto de tratamiento ya que es fuertemente influenciada por la
técnica y el técnico que realiza la recoleccion embrionaria y en cierta medida por efecto
mecanico, ya que se observd que en algunos casos en que el ovario presentaba una
sobreestimulacion evidenciada por un exagerado niimero de cuerpos lateos, no se recolectd
ninguna estructura del cuerno ipsilateral a ovarios con ese tipo de respuesta. Se infiere que
posiblemente el tamafio del ovario superovulado alcanz6 dimensiones superiores a las de la
bolsa ovarica y por lo tanto se sali6 de la misma provocando con ello que los ovocitos

liberados hayan sido vertidos directamente a la cavidad fuera de la bolsa ovarica.

50



51

9.2 EMBRIONES TOTALES

El porcentaje de fertilizacion fue superior al 93% en todos los grupos y aunque se pudo
observar una ligera tendencia que favorecid a los grupos rbST y rbST+Se, no hubo
diferencia significativa, esto se puede atribuir a que se utilizaron animales de un grupo
seleccionado con base a eficiencia reproductiva, teniéndose cabras nacidas de partos
gemelares y los sementales con antecedentes de fertilidad (Trejo y col, 2003).

9.3 EMBRIONES TRANSFERIBLES Y DESARROLLO EMBRIONARIO.

El nimero de embriones transferibles obtenidos fue alto con respecto a la literatura, siendo el
valor superior al 94% en todos los grupos, el grado de desarrollo embrionario mostré que
prevalecieron los blastocitos aunque no existieron diferencias entre grupos. Trabajando con
ovejas, Folch y Cols. (2001), administraron 0.50 mg de Hormona del crecimiento porcina
(pGH), en el tercero y ultimo dia del tratamiento superovulatorio con pFSH, y encontraron que
la cantidad total de LH fue mas baja en las ovejas tratadas que en las control y finalmente la
proporcion de ovocitos sin fertilizar y embriones degenerados fue menor en las tratadas lo que
se tradujo en un mayor porcentaje de embriones transferibles y corderos nacidos por donadora.
Ellos argumentan que este resultado podria ser debido a una accién directa en la maduracion de
los ovocitos o a una acciodn indirecta en el micro ambiente del oviducto, es de extrafiar que en el
presente trabajo, los porcentajes de fertilizacion y embriones transferibles fueron altos
independientemente de los tratamientos, lo que sugiere que la preparacion nutricional antes de
iniciar los tratamientos actu6 estimulando la actividad ovérica.

Aunque otros autores mencionan efectos favorables aplicando GH (Ugalde y Cols., 2003),

en ovejas y(Thatcher y cols. 2001; Molina 2000; Morales 2000; Gong vy cols., 1996;

Kuehner y cols. 1999) en bovinos, en este trabajo fue posible observar que ese efecto

favorable puede eliminarse o enmascararse bajo otras circunstancias como lo refleja el

trabajo de Gutiérrez y cols. (1997), con vaquillas en las que un incremento el plano

nutricional fue determinante en actividad ovérica.

9.4 DETERMINACION DE IGF

Cuando las muestras se tomaron el dia 7 después de la aplicacion de rbST, como era de
esperarse se observo un efecto significativo entre grupos como respuesta a la
administracion de la hormona, sin embargo, estos niveles de IGF no fueron capaces de

marcar una diferencia en el porcentaje de fertilizacion o calidad de los cigotos, lo que
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sugiere que existen otros mecanismos ovaricos o hipofisiarios que mejoran estos
parametros.

9.5 DETERMINACION DE GLUTATION PEROXIDASA

Se observo solo en el sangrado del dia 16 que los niveles de Glutatién peroxidasa fueron
superiores en el grupo tratado, con respecto a los grupos rbST+Se y Se, en los demas
sangrados y entre los otros grupos no hubo diferencia, esto sugiere que podrian existir
otros antioxidantes en la dieta suministrada. Recordando que entre los sistemas
antioxidantes estd el sistema glutation peroxidasa (GPx)/glutation reductasa (GRd). La
GRd cataliza la reduccion del glutation oxidado (GSSG) a glutatién reducido (GSH) el
cual sera utilizado por la GPx para la reduccion del peroxido de hidrogeno (H,O;) y de
lipoperdxidos (L-OOH), los cuales son elementos toxicos. Este  sistema antioxidante
GPx/GRd esta relacionado con otras vias metabolicas antioxidantes como el superdxido
dismutasas/catalasa (SOD/CAT), y se ha observado que ambos sistemas no acttian a la par,
la CAT act@ia en presencia de altas concentraciones de H,O, mientras que a bajas
concentraciones actua la GPx.

9.6 DETERMINACION DE PROGESTERONA

Para la progesterona no existieron diferencias entre los grupos, lo cual se encuentra acorde
con la buena respuesta ovulatoria en todos los grupos.

Finalmente, se concluye que los tratamientos empleados no tuvieron un efecto
significativo y que la leve tendencia favorable a los mismos no permite afirmar que con
ellos pudiera mejorar la respuesta en los parametros evaluados en las dosis y esquema de
tratamiento aplicados en el presente trabajo, las buenas respuestas observadas de manera
general en los diferentes grupos parece mas bien deberse a un efecto del flushing

suministrado de manera similar en todos los grupos.
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