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RESUMEN.

Nuevas investigaciones han descubierto proteinas que se producen en las glandulas
sexuales accesorias del macho, las cuales se liberan en el liquido seminal durante la
eyaculacion y estan implicadas en la fertilidad, facilitando la Capacitacion Espermética y la
Reaccion Acrosomal, estas proteinas son llamadas Proteinas Ligadoras de Heparina
(HBPs). Al detectarse HBPs como el Antigeno Asociado a la Fertilidad (FAA) y el Inhibidor
Tisular de Metaloproteinasas-2 (TIMP2) en la membrana de los espermatozoides se ha
encontrado un aumento en la fertilidad de los toros de hasta un 40%. El objetivo de este
estudio fue evaluar si los porcentajes de fertilidad en un programa de inseminacion
artificial en el trépico mejoran con la adicion de FAA y TIMP-2 al semen bovino congelado
en dosis reducida (10x10° de espermatozoides/paijilla). El estudio se realizé6 en un rancho
ganadero comercial de tipo extensivo en pastoreo bajo condiciones de trépico humedo
mexicano. Se trabajaron 47 hembras de la raza Brahman y 51 de la raza Nelore, las
cuales fueron sincronizadas con dispositivos intravaginales (DIVs con 1.9 g de
Progesterona), Benzoato de Estradiol (2 mg) y Prostaglandina F2 alfa (500 ug). Para la
inseminacion con semen congelado en dosis reducida se formaron dos grupos, el grupo
HBP (n= 48 hembras) al que se adicionaron HBPs y el grupo testigo (n= 50 hembras), sin
HBPs. Los resultados mostraron que en los dos grupos el porcentaje de retencion de DIVs
fue de 97.9%, el porcentaje de presentacion de celos fue de 93.8% vy el porcentaje de
gestacion fue de 12.5% para el grupo HBP y de 34% para el grupo testigo (P< 0.05). Con
base en los resultados obtenidos en este trabajo se concluye que la adicion de las
proteinas FAA y TIMP-2 al semen bovino congelado en dosis reducida no mejord los
porcentajes de gestacion, y que es necesario realizar mas investigacion sobre estas
proteinas y sobre los factores estresantes relacionados con el clima tropical que influyen

en la fertilidad del ganado.

Palabras clave: Liquido seminal, Proteinas Ligadoras de Heparina, FAA, TIMP-2,
Fertilidad, IA.



ABSTRACT.

New research has discovered proteins that occur in the male accessory sex glands,
which are released into the seminal fluid during ejaculation and are involved in fertility,
facilitating Sperm Capacitation and the Acrosome Reaction, these proteins are known as
Heparin-Binding Proteins (HBPs). Upon detection of HBPs as the Fertility Associated
Antigen (FAA) and Tissue Inhibitor of Metalloproteinases-2 (TIMP-2) in the sperm
membrane, an increase in bull fertility of up to 40% was found. The objective of this study
was to evaluate whether fertility rates in artificial insemination program in the tropics
improve with the addition of FAA and TIMP-2 to bovine frozen semen in a reduce dose
(10x10° spermatozoa/straw). The study was conducted in a commercial cattle ranch of the
extensive grazing type under mexican humid tropical conditions. They worked 47 females
of the Brahman breed and 51 of the Nelore breed, which were synchronized with
intravaginal devices (IVDs with 1.9 g Progesterone), Estradiol Benzoate (2 mg) and
Prostaglandin F2 alpha (500 ug). Two groups were used for the insemination using frozen
semen in a reduced dose, the HBP group (n = 48 females) added with HBPs, and the
control group (n = 50 females) without HBPs. The results showed that in both groups the
IVD retention rate was 97.9%, the percentage of females showing heat was 93.8% and the
pregnancy rate was 12.5% for the HBP group and 34% for the control (P <0.05). Based on
the results obtained in this study it is concluded that the addition of proteins FAA and
TIMP-2 to bovine semen frozen in a reduced dose did not improve pregnancy rates, and
that further research is needed on these proteins and on the stressing factors associated

with tropical climate which influence fertility in cattle.

Key Words: Seminal fluid, Heparin-Binding Proteins, FAA, TIMP-2, Fertility, Al.
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INTRODUCCION.

En México la industria ganadera, en especial la produccion de carne es una de
las actividades productivas méas importantes y que representa el ingreso de un
gran namero de familias en el medio rural, ya que de los casi 200 millones de
hectareas que componen al territorio mexicano, alrededor de 110 millones estan
dedicadas a la ganaderia, y ésta se realiza en todos los tipos de climas y regiones
ecoldgicas del pais.!

El ganado existente en el tropico es en general una mezcla de razas, siendo las
de mayor influencia criollas y cruces de Cebu (Brahman, Indubrasil) con razas
europeas (Holstein, Suizo). No obstante que el ganado es por excelencia
productor de carne en pastoreo, se estima que por lo menos en el 40 % de los

ranchos se obtiene leche como producto adicional.?

En el pais, la produccién de carne bovina representa un 30.3 % de la produccion
total de carnes, debido a la evolucién de la produccion de carne como resultado de
la interaccion entre las diferentes ramas de la ganaderia enfocada a la obtencion

de ganado para abasto y las preferencias del consumidor.*

En la produccion de carne en el pais, como en otras actividades de la industria
ganadera, se presenta una gran variedad de sistemas productivos de acuerdo a
las condiciones, caracteristicas y disponibilidad de recursos de cada region y estos

pueden ser desde los de tipo familiar hasta los tecnificados e integrados.

En una gran cantidad de regiones del pais uno de los sistemas de produccion
mas utilizado es la cria de ganado bovino en pastoreo o de forma extensiva, ya
que las regiones tropicales en México comprenden mas de 24 millones de
hectareas, las cuales poseen un gran potencial forrajero para los bovinos, siendo
esta la fuente de sustento mas abundante y econdémica para producir leche y

carne de forma econémica.®



En la actualidad uno de los problemas que afrontan los hatos bovinos criados en
este tipo de sistemas productivos es la baja fertilidad, que ha tenido un
significativo impacto econdémico negativo en la productividad tanto del ganado de
carne como de leche. En el pais, por ejemplo, se reportan intervalos parto-primer
servicio por encima de los 100 dias, intervalos parto-concepcion muy cercanos a
los 150 dias, intervalos entre partos de mas de 450 dias y porcentajes del 36% en
la deteccion de calores.? Debido a este problema, en la industria ganadera se han
realizado investigaciones para aumentar la eficiencia reproductiva de estos hatos,
tratando de mejorar los programas de sincronizacion de celos, la sincronizacién de
la ovulacién, los sistemas para la detecciébn de calores, los programas de
Inseminacion Artificial (IA) e incluso se ha intentado mejorar la eficiencia del

semen utilizado en la IA.



HIPOTESIS.

La adiciéon de 25 pg/ml de Antigeno Asociado a la Fertilidad (FAA) y 25 pg/ml de
Inhibidor Tisular de Metaloproteinasas-2 (TIMP-2) al semen bovino congelado a
una dosis de 10x10° de espermatozoides aumentaré los porcentajes de fertilidad

en un programa de inseminacion artificial en el tropico.

OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL.

Evaluar el efecto de la adicion de dos Proteinas Ligadoras de Heparina (25
png/ml de Antigeno Asociado a la Fertilidad y 25 pg/ml de Inhibidor Tisular de
Metaloproteinasas-2) al semen bovino congelado sobre los porcentajes de
gestacion en un programa de inseminacién artificial con dosis reducida (10x10°

espermatozoides/pajilla) en condiciones de tropico.

OBJETIVOS PARTICULARES.

» Realizar un andlisis descriptivo de resultados colaterales obtenidos, como el
porcentaje de retencion de dispositivos intravaginales y la presentacion de

celos.

» Realizar un analisis descriptivo de los resultados derivados del disefio del
trabajo como son gestacion por grupo de semen utilizado, incluyendo otras

variables como edad de la hembra, raza y condicién corporal.



REVISION DE LA LITERATURA.

La implementacion de tecnologias reproductivas en los ultimos afios ha tenido
gran importancia en la industria ganadera del pais debido a las exigencias de

produccion.

Una de las tecnologias reproductivas cada vez mas utilizadas en el pais ha sido
la Inseminacién Artificial (IA), debido tanto a sus ventajas en el manejo de los
animales como en la salud de éstos, sin embargo, la variabilidad en la fertilidad
que tiene el ganado del trépico y las condiciones de manejo extensivo de muchas

explotaciones han dificultado su implementacion.

La IA es el método de reproduccion por el cual se sustituye la copula o
apareamiento entre el macho y la hembra, por un sistema instrumental con el que
se deposita el semen recolectado del macho en el aparto reproductor de la

hembra.

Las ventajas de la IA incluyen el mejoramiento genético, uso de semen de alta
fertilidad, programacién de cruzamientos, mejor control de vientres, disminucion de
peligros e inconvenientes del mantenimiento de toros, mejores programas de
reproduccion y paricion, ademas de ayudar al control de las enfermedades al
usarse semen libre de enfermedades contagiosas y venéreas. Las desventajas de
esta tecnologia generalmente son relativas, como el costo del semen y el equipo,

y la necesidad de la deteccién de celos por personal capacitado.*”

La implementacion de este tipo de tecnologias exige el manejo y actualizacion
de registros reproductivos y productivos individuales completos de cada animal,
instalaciones adecuadas para el manejo de los animales y del material genético,

asi como de un programa nutricional y sanitario estricto.*



En el ganado bovino productor de carne, especialmente el mantenido en
condiciones extensivas, generalmente se realiza la IA en una o dos ocasiones al
aflo durante 2 6 3 meses en cada uno, siendo comun el empleo de la

sincronizacion estral.®

Las principales limitaciones para el empleo de la IA en el ganado manejado en
condiciones pastoriles son fallas en la deteccion de celos, anestro posparto y
pubertad tardia. Este problema es mayor en ganado Bos indicus o las cruzas con
Bos indicus debido a las particularidades en su comportamiento reproductivo y la
dificultad de la observacién de celos.®’

Para evitar los problemas relacionados con la deteccion de celos se han
desarrollado protocolos de sincronizacion del celo y de la ovulacion que permiten
inseminar un gran niumero de animales en un periodo de tiempo pre-establecido.
Estos tratamientos se conocen con el nombre de protocolos de Inseminacion
Artificial a Tiempo Fijo (IATF). Los protocolos de IATF se pueden dividir en
aguellos que utilizan combinaciones de hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH) y Prostaglandina F2a (PGF2a), llamados protocolos Ovsynch y los que
utilizan dispositivos con Progesterona (P4) junto con Estradiol.® El protocolo
Ovsynch ha producido una fertilidad aceptable para vacas de leche y de carne. Sin
embargo, los resultados de su aplicacion en hatos de cria manejados en
condiciones de pastoreo no han sido satisfactorios debido a los bajos porcentajes
de concepcién que se obtienen en vacas en anestro.” Los tratamientos con
dispositivos de liberacién de P4 pueden mejorar el desempefio reproductivo de las
vacas, debido a su efecto benéfico sobre la frecuencia de pulsos de hormona
luteinizante (LH), el crecimiento folicular y la ovulacion. El efecto benéfico de la
implementacion de un sistema de este tipo depende en gran medida de un buen
manejo nutricional y sanitario del hato. La Condicién Corporal (CC) es tal vez el
factor mas determinante del porcentaje de prefiez en programas de IATF, por lo

gue ésta debe de ser evaluada antes de iniciar un tratamiento de sincronizacion de



celos, y en caso de ser inadecuada debe de suplementarse el ganado, a fin de

que sea posible obtener resultados aceptables.’

La CC es una evaluacion subjetiva de la cantidad de energia almacenada en
forma de grasa y masculo que una vaca posee en un momento dado. Los cambios
en la misma constituyen una guia mas confiable y practica que el peso corporal
para establecer el estado nutricional de la vaca y planear las estrategias de
manejo a seguir con el fin de minimizar los desoérdenes reproductivos. El concepto
de CC se caracteriza por no hacer imprescindible el uso de la balanza, el tamafio
del animal (asociado con la raza) y el estado fisiol6gico.* La evaluacién de la CC
en bovinos se realiza por medio de la asignacion de un indice en una escala de 1-
5 0 de 1-9, donde 1 es un animal emaciado y 5 6 9 (dependiendo de la escala
usada) es una animal obeso, con el fin de estimar las reservas de grasa corporal
mediante la observacion y palpacién de costillas, columna vertebral, huesos de la

cadera e insercion de la cola.

FACTORES QUE AFECTAN LA FERTILIDAD DEL GANADO Bos indicus EN
EL TROPICO.

Una de las limitantes que afrontan los hatos bovinos criados en el trépico es su
fertilidad sub-Optima, debida a la variabilidad estacional en la fertilidad y a
diferentes factores y particularidades que influyen en el comportamiento
reproductivo del ganado productor de carne.

Entre los factores que pueden influir sobre la fertilidad del ganado se encuentran
los ambientales, el manejo, los nutricionales y la condicién corporal (CC), asi como

las condiciones de la raza.

Ambientales.

A pesar de que se desconocen los efectos precisos de los componentes
ambientales sobre la reproduccion, se sabe que hay meses que favorecen la
fertilidad del ganado cebu. Las épocas de mayor fertilidad varian segun la

6



localidad geografica, por ejemplo estudios en México, Florida y Cuba han indicado
que la fertilidad del ganado cebu y sus cruzas es elevada durante la primaveray el
verano, que coinciden con las épocas no lluviosa y la lluviosa respectivamente,
mientras que durante el otofio y el invierno se registran las tasas de fertilidad mas
bajas. Dentro de los factores ambientales que afectan la fertilidad del ganado se

encuentran el clima, la época del afio y la precipitacion pluvial.*?

Clima.- Afecta directamente la capacidad reproductiva de la vaca, ya sea por
estrés calorico o por bajas temperaturas, e indirectamente por la cantidad y
calidad del forraje disponible. La elevada temperatura, especialmente si es
acompafnada de alta humedad relativa, provoca alteraciones de las constantes
fisiolégicas de las vacas, causando una menor manifestacion de los signos del
estro y disminucion de la fertilidad. El estrés calorico inhibe la ciclicidad, con lo que
se afecta la presentacion de la pubertad y el reinicio de la actividad ovarica
postparto.’

Epoca del afio.- En el tropico la mayor fertilidad se ha observado en épocas de
lluvias, a diferencia de las vacas de las regiones templadas, en las que la fertilidad
es mayor en primavera. La época del afio influye sobre el reinicio de la actividad
ovarica posparto, el porcentaje de concepciéon a la primera inseminacion, el
namero de servicios por concepcidn y el intervalo parto-concepcion. El efecto de la
época del afio esta determinado principalmente por una interaccion de

temperatura, fotoperiodo, precipitacion pluvial y disponibilidad de forrajes.***?

Precipitacion pluvial.- En el tropico clasificado principalmente como humedo, la
disponibilidad del pasto esta en relacion directa con la mayor precipitacion pluvial,
por tal motivo se le considera como un factor determinante en el comportamiento
reproductivo de los bovinos, existiendo una correlacion positiva entre concepcion y

precipitacién pluvial.*®



Manejo.

Uno de los principales factores que influyen en las bajas tasas de gestacion en
el ganado cebu es el mal manejo del ganado, el cual incluye las fallas en la
deteccion de estros, ya que la deteccion de estro en los periodos pre-servicio,
servicio y post-servicio afecta directamente la edad a primer servicio, el intervalo
parto-primer servicio, el intervalo parto-concepcion y el intervalo entre partos. Un
problema particular es que tanto los primeros estros de la vida del animal, como
los que ocurren en los primeros 75 dias postparto son menos intensos y mas
cortos que los que ocurren posteriormente, lo que complica la deteccion de
calores. Otras causas que provocan una mala deteccion del estro son el
desconocimiento de los signos del estro y el no dedicar el tiempo suficiente para

su deteccion.*

Otro factor es el tipo de destete que se lleva a cabo, ya que en hatos de vacas
productoras de carne se alarga el intervalo entre partos al prolongarse el periodo
entre el parto y el destete. El amamantamiento alarga el anestro postparto, debido
al bloqueo lactacional que sufren los animales, ya que hay una reduccion en los
pulsos de GnRH y LH que hacen que los foliculos no crezcan lo suficiente para
alcanzar el tamafo pre-ovulatorio y que puedan producir concentraciones de
estradiol necesarias para provocar un pico de LH y por lo tanto la ovulacién.
Ademas, la falta de ovulacién después del parto no solo depende de sefales
somatosensoriales causadas a la glandula mamaria por el becerro, sino que
existen otros factores, como la vision, el olfato o la sola presencia fisica del

becerro, que son capaces de inhibir la actividad reproductiva postparto.

El efecto del amamantamiento ha sido sefialado como factor importante en el
retraso de la presentacion del primer calor después del parto. Se ha demostrado
gue vacas a las que se les han destetado los becerros en forma precoz presentan
periodos mas cortos entre el parto y el primer estro, obteniendo un mayor

porcentaje de gestaciones y acortando el intervalo entre partos.*®



Nutricionales.

La influencia que ejerce la nutricibn sobre la ovulacion y sobre las
manifestaciones externas del celo es fundamental. Si existen variaciones en la
nutricion que inciden en el metabolismo, las manifestaciones de celo variaran

correlativamente en la misma proporcion.*®

Si las vacas son alimentadas en exceso pueden sufrir trastornos reproductivos,
pero mas comunmente en el tropico la baja fertilidad se debe a una nutricion
deficiente. Cuando el nivel nutricional es bajo, aunque permita la primera
concepcion, alarga notablemente el anestro posparto, provocando una sensible
disminucién en la eficiencia reproductiva de los vientres en su segunda temporada
de servicios. La vaca de primer parto no estd adaptada a las exigencias de la
gestacion y sobre todo de la lactancia, acusando en mayor grado el impacto de

una nutricién insuficiente, debido a que todavia esta en crecimiento.’

Nivel de energia.

La cantidad de energia que consuma el animal en el periodo prepuberal, influye
directamente sobre la presentacion de la pubertad, asi mismo la disponibilidad de
energia antes y después del parto, influye sobre el reinicio de la actividad ovérica

postparto y la consiguiente presentacion del primer estro.

Las vacas que pierden peso antes y después del parto entran en anestro
prolongado, lo que representa una mayor dificultad para quedar gestantes,
ocasionando pérdidas econdémicas por reduccion del numero de crias durante su
vida util, este efecto se agudiza en vacas primerizas sobre todo bajo condiciones

de alimentacién deficiente.*®

Por otra parte, la deficiencia proteica y/o energética frecuente en praderas
naturales de crecimiento estacional modula la actividad ovérica, disminuyendo la

actividad sexual ciclica en el post-parto.*®



Suplementacion.

En épocas de escasez de forraje, se presenta un bajo nivel nutricional, que
causa anestro y reduccion en el porcentaje de concepcion. Al proporcionar una
suplementacién alimenticia antes y después del parto la funcién reproductiva

mejora.*®

Las vaquillonas con baja ingesta de fésforo muestran signos variables de celo.
Esto es importante cuando se aplica IA, pues pueden ser inseminadas en un
momento inadecuado. Un nivel correcto de vitamina D reduce la influencia de la
deficiencia de fésforo sobre la fertilidad. EI mantenimiento de un nivel satisfactorio
de vitamina D puede verse dificultado cuando el consumo de caroteno es
demasiado alto. Al respecto, en el tropico para corregir algunas deficiencias
nutricionales se emplea la suplementaciéon y la mas utilizada es la combinacion de
melaza con urea al 2% y en menor proporcion forrajes de corte y ensilado, asi

como suplementacién con sales minerales y bloques multinutricionales.*®

Condicion Corporal (CC).

Es un indicador certero del estado nutricional y de la ciclicidad de la hembra. La
evaluacion de la CC como reflejo del estado nutricional de los animales, permite
determinar su influencia en el potencial reproductivo, especialmente sobre la
secrecion de gonadotropinas, la concentracién plasmatica de progesterona, la
funcion ovérica, la calidad del ovocito y del embrién, asi como también sobre la
involucion uterina y la tasa de concepcion. De esta manera, las reservas de
energia al momento del parto son el factor con mayor efecto sobre la tasa de
prefiez, ya que en ganado de carne si éstas se encuentran reducidas se hace mas
notable la supresion de la funcion ovarica en el periodo posparto temprano, con

aumento del intervalo parto-primer estro y bajas tasas de concepcion.™

Wright et al.’® han sefialado que las vacas de carne con mala CC presentan
inhibicion de los pulsos de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH)

procedentes del hipotalamo, lo que indica que el efecto de la CC en la duracién del

10



periodo de anestro posparto esta dirigido a través de la frecuencia de los pulsos

de hormona luteotréfica (LH). Blanco et al. *°

encontraron en trabajos diferentes
una alta relacion entre la CC y el anestro posparto, de modo que por cada unidad
de incremento de CC, el periodo parto-primer celo decrecio en 43 y 86 dias en dos

estudios respectivos.

Por lo anterior el desempefio reproductivo de las vacas de carne esta
directamente relacionado con las reservas de grasa, o con la condicién corporal de
las vacas al parto. Si las reservas corporales de grasa no estan disponibles, se
afectara la secrecion de hormonas hipofisiarias después del parto y los ciclos
estrales no se iniciardn durante la estacion reproductiva. Los compuestos
metabdlicos y las hormonas como la insulina y el factor de crecimiento similar a la
insulina-lI (IGF-1), pueden enviar sefales al hipotalamo y a la hipéfisis de como se
encuentra el “nivel de energia” de la vaca. Cuando las vacas tienen adecuadas

reservas de energia, los ciclos estrales se iniciaran.*®

Raza.

En los sistemas de cria y engorda en el trépico de México predominan el ganado
Bos indicus (Cebl) y las cruzas de Bos indicus x Bos taurus, debido a su facil
adaptacion vy resistencia al calor, la humedad, los insectos y las enfermedades

prevalentes en el trépico mexicano.*®

El Bos indicus a diferencia del Bos taurus, se caracteriza por presentar baja
eficiencia reproductiva, ademas de los bajos porcentajes en la deteccion de estros
lo cual se explica debido a que el celo en animales tipo cebuino es
significativamente mas corto, alrededor de 11 horas, asociado a una alta
incidencia de celos nocturnos (30%-50%) y su manifestacion es menos evidente e

intensa comparada con la reportada para ganado Bos taurus.*®

Otra diferencia es en la fisiologia reproductiva entre el Bos indicus y Bos taurus,

la cual puede influenciar la respuesta a los protocolos de sincronizacion de celos y
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ovulacion. La dindmica folicular de las hembras Bos indicus fue caracterizada por
la presencia de 2 o 3 ondas de crecimiento folicular en la mayoria de los ciclos
estrales, muy similar a lo descrito para Bos taurus, sin embargo los diametros
maximos del foliculo dominante (alrededor de 11 mm) y del cuerpo lateo
(aproximadamente 17 mm) son menores a los de Bos taurus, y se han reportado

también niveles circulantes inferiores de estradiol y progesterona.*®%°

Estos y otros problemas asociados con el bajo rendimiento reproductivo en
ganado cebuino han sido limitantes para mejorar la fertilidad del ganado con
programas de IA, por lo que ha sido necesario implementar estrategias para
mejorar la fertilidad del ganado.

En la siguiente parte de este trabajo se presenta una revision de literatura sobre
una serie de proteinas encontradas en el liquido seminal de los toros, su relacion
con los espermatozoides y el uso que se les ha dado a éstas para determinar y
tratar de aumentar la fertilidad de los toros, y para mejorar los parametros

reproductivos del hato.

PROTEINAS EN EL LIQUIDO SEMINAL.

Durante la eyaculacion, los espermatozoides almacenados en la cola del
epididimo se mezclan con secreciones de las glandulas sexuales accesorias.
Estas glandulas proveen al espermatozoide de nutrientes y varios factores que
modifican la superficie espermatica. Los componentes del plasma seminal pueden
modificar la membrana plasmatica del espermatozoide y han sido implicados en

evitar o facilitar la capacitacion y la reaccion acrosomal.?

Dentro de los componentes en el liquido seminal se encuentran una serie de
proteinas estrechamente relacionadas llamadas BSP-Al1l/-A2, BSP-A3 Y BSP-
30kDa y en conjunto son llamadas proteinas del plasma seminal bovino (Bovine
Seminal Plasma, o proteinas BSP).?>?* Estas proteinas constituyen la principal

fraccion de proteinas del plasma seminal bovino (50-70% o 35-50 mg/ml) y son
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productos de la secrecion de las glandulas sexuales accesorias (ampulas,

vesiculas seminales, préstata y glandulas bulbouretrales o de Cowper).?*2°

Las BSP-A1/-A2 y BSP-A3 tienen pesos moleculares de 15-16.5 kDa, con
puntos isoeléctricos (pl) de 4.7-5.2, mientras que la BSP-30 kDa tiene un peso
molecular de 28-30 kDa, pl 3.9-4.6.% Todas las proteinas de esta familia son
glicoproteinas, con excepcion de BSP-A3. La BSP-Al contiene azucares neutros,
galactosamina y acido sialico, mientras que la BSP-A2 contiene galactosamina y
acido sialico en menos cantidad que la BSP-A1 pero no contiene azucar neutra. La
BSP-30 kDa contiene azucares neutros, galactosamina y acido sialico, es el
miembro mas glicosilado de esta familia. Las BSP-A1/-A2 (también llamadas PDC-
109) tienen una secuencia de aminoacidos idéntica y su diferencia reside en el
grado de glicosilacion.?®?” La PDC-109 esta compuesta de 109 aminoacidos, BSP-
A3 tiene 115 amino&cidos y BSP-30kDa 158 aminoéacidos.?®

Las proteinas BSP se unen al espermatozoide durante la eyaculacién a través
de su interaccion con los fosfolipidos de colina que se encuentran en la membrana

espermatica y representan mas del 60% del total de fosfolipidos de ésta.?*?42°

Proteinas similares estan presentes en el liquido seminal y/o en las secreciones
de las vesiculas seminales de humanos, hamsters, ratones, ratas, caballos,

cerdos, cabras y bufalos.>3

PROTEINAS LIGADORAS DE HEPARINA: Antigeno Asociado a la Fertilidad
(FAA) e Inhibidor Tisular de Metaloproteinasas-2 (TIMP-2).

Otro grupo de proteinas del plasma seminal asociado con la fertilidad fue aislado
en base a su propiedad de unir heparina y su diferente afinidad por ésta. Este
grupo estéa representado por 5 clases de proteinas ligadoras de heparina (Heparin-
binding proteins o HBPS) con pesos moleculares que van de 14 a 31 kDa en toros
Bos taurus y se le conoce a este complejo de proteinas como HBP-B5 (31, 24,
21.5y de 14-18 kDa).***® La concentracién promedio del total de HBPs es de 19.2
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mg/ml de eyaculado en el plasma seminal bovino y 0.14 mg/ml de eyaculado en la

membrana espermatica.”

Las HBP de mayor peso molecular son las HBP de 24 y 31 kDa y son
detectadas por su gran afinidad a la heparina. Las proteinas se unen a la
heparina, que es un glicosaminoglicano (GAG), y a Lipoproteinas de Alta

Densidad (High-Density Lipoprotein o HDL).??*%

Los glicosaminoglicanos
(GAGSs) son polisacéridos lineales no ramificados que son capaces de promover la
reaccion acrosomal en espermatozoides de toro y conejo in vitro. La union
especifica de GAGs como la Heparina fue reportada para espermatozoides de
humano, toro, conejo y mono.*** Sin embargo, la heparina no esta presente en
los fluidos del tracto genital de la hembra, pero es usada comercialmente para

inducir la capacitacién espermatica in vitro.*

Por otra parte, los GAGs se encuentran en el liquido folicular y en todas las
regiones del tracto reproductor de la hembra, en vacas, ovejas, yeguas y

mUjereS.22'38'40-43

La heparina induce la capacitacion in vitro en espermatozoides de bovino,
caprino y equino. En los bovinos, la heparina se une al espermatozoide a través
de proteinas de union (proteinas BSP) situadas en la membrana celular,
produciendo cambios en el medio intracelular del espermatozoide. Esto produce la

2++

captacion de Ca~"" y un incremento del calcio libre intracelular que conlleva a un
incremento del pH intracelular; otro cambio asociado es un incremento en la
fosforilaciéon de proteinas tirosinas.?*** Los toros con mayor fertilidad producen
espermatozoides con mayor afinidad a la heparina que los toros de menor
fertilidad. El incremento de la afinidad a la heparina corresponde a un incremento

en la tasa de reaccién acrosomal del espermatozoide.384>4°
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Muchos estudios han mostrado que las HDL presentes en el liquido folicular y
oviductal inducen la capacitacion espermatica, ya que facilitan la salida de
colesterol que ocurre durante la etapa temprana de la capacitacion. La HDL es la
Gnica lipoproteina encontrada en el tracto reproductor de la hembra. En los
bovinos, los niveles de HDL se elevan durante el periodo de estro y son bajos

durante el resto del ciclo estral (Figura 1).2%%%%
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ESPERMATOZOIDE EPIDIDIMAL SECRECIOMES DE LAS GLANDULAS ACCESORIAS
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FIGURA 1. Mecanismo de capacitacion espermatica mediado por proteinas HBPs (Modificado de
Manjunath, 2007°°).
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Estas proteinas son secretadas por las glandulas sexuales accesorias del toro,
se ha demostrado que son testosterona dependiente en ratas, ya que ésta es
necesaria para la produccion de HBPs* y se adhieren a la membrana del
espermatozoide en el momento de la eyaculacién.*® Un estudio realizado por

36
l.

McCauley et al.” por medio de inmunoflorescencia de un anticuerpo monoclonal

(M1) desarrollado por Bellin et al.,*

mostro que las HBPs durante la capacitacion
se encontraban unidas a la region del acrosoma y a la region postacrosomal, y con
menor afinidad en la regidn de la pieza media del espermatozoide eyaculado.
Miller et al.** encontraron un aumento del 17% en el porcentaje de fertilidad de
toros que presentaban el complejo HBP-B5 en la membrana espermatica, pero no
en el liquido seminal. Bellin et al.** encontraron en su estudio, utilizando un
anticuerpo monoclonal para reconocer las proteinas 21.5, 24 y de 30 kDa (valor
utilizado en este estudio para la proteina de 31kDa), que toros Santa Gertrudis con
estas proteinas o solo con la proteina de 30 kDa en la membrana espermatica
eran 40% mas fértiles que toros sin estas tres HBPs. Los toros con la HBP-30 y -
21.5 kDa en el semen tenian una fertilidad intermedia de 61.3%, por lo que la

interaccion entre la HBP-30 y -24kDa podria ser importante para la fertilidad.

Aunque todas la HBPs pueden unirse a la superficie espermatica, solo una
proteina ha sido relacionada con el aumento de la fertilidad y ha sido considerada
como un marcador bioquimico para predecir la fertilidad potencial de los toros,
esta proteina es la HBP-31lkDa o también llamada Antigeno Asociado a la
Fertilidad (Fertility-Associated Antigen o FAA). Esta proteina ha sido reportada
también como una proteina de 30kDa ya que con frecuencia es identificada entre
los 29 y 31kDa y representa el 0.8% del total de HBPs (Figura 2).%45!
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FIGURA 2. Identificacion del Antigeno Asociado a la Fertilidad (FAA) por medio de SDS-PAGE.

(Modificado de McCauley et al, 199952).

La FAA tiene una fuerte similitud (73% idéntica) con la proteina
deoxiribonucleasa | de humano (DNasa-Il), no es glicosilada y tiene un pl de 7.5-
8.0. No hay similitudes compartidas entre FAA y la secuencia de aminoacidos de
la BSP-30 kDa, por lo que es una proteina Unica y el primer reporte de una

isoforma de DNasa | en el semen bovino.?’

En un estudio realizado por Bellin et al.>® se encontré que los toros positivos a
FAA eran 9% mas fértiles que los toros negativos para este antigeno. En otro

trabajo, Sprott et al.*

observaron que el promedio de gestaciones fue de 15.9%
mayor cuando se usaban toros positivos a FAA (65.5% vs. 49.7%) y McCauley et
al.*® encontraron que los toros positivos a FAA eran también mas eficientes para

prefiar vacas en comparacién con los toros negativos a FAA.>*

Otra proteina identificada como un marcador de la fertilidad del toro es la
proteina HBP-24 kDa, que fue purificada y aislada del liquido seminal bovino por

tener afinidad a la heparina. El analisis de la secuencia de aminoacidos del
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extremo N-terminal, la inmunoquimica y los datos bioquimicos sugieren que la
HBP-24 es TIMP-2 o Inhibidor Tisular de Metaloproteinasas-2 (Tissue Inhibitor of
Metalloproteinases-2), esto debido a que la secuencia de aminoéacidos del extremo
N-terminal son 90% idénticos entre HBP-24 y TIMP-2.>°

La proteina TIMP-2 fue aislada del liquido seminal bovino por Calvete et al.*®,
pero previamente fue aislada de células del endotelio adrtico de bovino por

DeClerck et al.>®

El RNAmM de TIMP-2 esta presente en las células de Sertoli y Leydig de ratas
pero no en las células germinales, TIMP-2 también fue detectada en glandulas
bulbouretrales, préstata y vesiculas seminales en los bovinos, lo cual sugiere que
esta proteina esta asociada con las membranas espermaticas y puede tener un
papel importante en la regulacién de la fertilidad del toro.*® Se ha encontrado en el
tracto reproductor del macho y en el semen de humanos, ratas, borregos y

caballos (Figura 3).>"°

ﬂ Coomassie WB
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FIGURA 3. Identificacién de Inhibidor Tisular de Metaloproteinasas-2 (TIMP-2) por medio de
Coomassie y Western Blot (Modificado de McCauley et al, 200150).
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Los TIMPs regulan diversos procesos fisiologicos incluyendo eventos asociados
con la ovulacion, la fertilizacion y el desarrollo embrionario.*® También inhiben la
actividad enzimética de las metaloproteinasas (MMPSs) y por lo tanto regulan la
degradacion de la matriz extracelular (ECM), tanto en estado normal como en
estado de enfermedad. También funcionan como inhibidores de proteasas en el
semen de mamiferos y protegen a los espermatozoides de la digestion enzimatica

por las metaloproteinasas.>% 6162

En un estudio realizado por Dawson et al.®®, al comparar el porcentaje de
gestaciones en vacas de razas productoras de carne expuestas a toros positivos o
negativos a la proteina TIMP-2, se encontr6 que los toros positivos a TIMP-2
fueron 13% mas fértiles que los toros negativos a la proteina (86.1% vs. 72.9%).
En otro trabajo Mills® encontré que los porcentajes de gestacién aumentaban un
16% cuando los toros usados para monta directa eran positivos a TIMP-2. En un
estudio reciente realizado bajo condiciones de trépico, Alvarez® menciona haber
obtenido porcentajes de gestacién del 40% en vaquillas cruza Bos indicus x Bos
taurus sincronizadas e inseminadas con semen con HBPs y 16% de gestaciones
con semen sin HBPs, concluyendo que empleando pajillas con una concentracion
espermatica de 25 millones el semen con HBPs aumento la fertilidad con respecto

al semen testigo.

En sintesis, se han utilizado multiples estrategias para tratar de aumentar el
rendimiento reproductivo en programas de IA en el ganado bovino, desde las mas
simples como aumentar la dosis del semen (usar mayor concentracion o doble
inseminacién) o modificar el sitio de depdsito del semen (cuerno uterino ipsolateral
a la ovulacion), intermedias como usar programas de sincronizacion de las ondas
foliculares y de los celos,”o inseminar a tiempo fijo,%®° hasta las mas complejas
que incluyen el uso de semen de toros positivos a FAA®“° y afadir proteinas

recombinantes al semen congelado.®®
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JUSTIFICACION.

A pesar de que recientemente se ha reportado el uso de las Proteinas Ligadoras
de Heparina (HBPs) y su adicion al semen bovino congelado, solamente se ha
reportado un trabajo sobre su efecto en la fertilidad en programas de inseminacion
artificial en el tropico. Por lo anterior, se decidi6 realizar este trabajo para contribuir
al conocimiento del efecto de las HBPs (Antigeno Asociado a la Fertilidad e
Inhibidor Tisular de Metaloproteinasas-2) sobre la fertilidad al adicionarse al
semen bovino congelado en un programa de IA en el tropico, utilizando una dosis

de 10 millones de espermatozoides por pajilla (dosis reducida de semen).
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MATERIALES Y METODOS.

El presente trabajo forma parte de un proyecto de investigacion en colaboracion
entre la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan de la UNAM, la Universidad de
Texas A&M y la Comparia Comercial Sexing Technologies (Navasota, Texas,
USA).

El estudio se llevo a cabo del mes de julio al mes septiembre del afio 2010, en
un rancho ganadero comercial de tipo extensivo en pastoreo, en donde los
animales estaban bajo el mismo sistema de produccién, manejo, alimentacion y

suplementados con sales minerales, en condiciones de trépico himedo mexicano.

LOCALIZACION.

El rancho ganadero se localiza en el municipio de Emiliano Zapata en el estado
de Tabasco, el cual se localiza en la region del rio Usumacinta y tiene como
cabecera municipal a la ciudad de Emiliano Zapata, la que se encuentra ubicada al
sur del estado, entre los paralelos 17°44’ de latitud norte y 91° 46’ de longitud
oeste. Colinda al norte con el estado de Campeche; al sur con Chiapas; al este
con los municipios de Balancan y Tenosique y al oeste con Jonuta. La extension
territorial del municipio es de 437.40 km2, los cuales corresponden al 1.78%
respecto del total del estado; y ocupa el 15° lugar en la escala de extension
municipal. El clima es célido-hiumedo, con abundantes lluvias en verano. Tiene
una temperatura media anual de 26.55°C, siendo la maxima media mensual en
mayo de 30.9°C, con 22.7°C y la minima media en enero y febrero con 22.7°C; la
maxima y minima absolutas alcanzan los 43°C y 14°C respectivamente. Una
pequefia parte al sur del municipio limitando con el estado de Chiapas, tiene clima
calido-humedo con lluvias todo el afio (Af); éstas lluvias decrecen ligeramente en
invierno, periodo en el cual se registra el 14.4% del total anual. El régimen de
precipitacion se caracteriza por un total de caida de agua de 1,864 mm anuales,
con un promedio maximo mensual de 318 mm en el mes de septiembre y minima

mensual de 12 mm en el mes de abril. La humedad relativa promedio anual se
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estima en 80%, con maxima de 85% en febrero y marzo, y la minima de 75% en

mayo.%°

CARACTERISTICAS Y MANEJO DE LAS HEMBRAS.

Se trabajé con vacas y novillas, 47 de la raza Brahman y 51 de la raza Nelore
(n= 98). Las hembras fueron manejadas en pastoreo rotacional, en praderas de
pasto Humidicola (Brachiaria humidicola), Brizantha (Brachiaria brizantha),
Mombasa (Panicum maximum) y suplementadas con sales minerales preparadas

con sal comun, Magnaphoscal y Superbayphos (Bayer, Alemania).

Al iniciar el estudio para seleccionar a las hembras fueron palpadas via rectal y
revisadas por medio de ultrasonido de tiempo-real (modo B) con transductor lineal
de 7.5 MHz (VetPreg, Estados Unidos) para verificar que estuvieran libres de
patologias del tracto reproductor y ciclando, esto es, que presentaran estructuras
ovaricas como cuerpos lateos y/o foliculos >10 mm de diametro para ser

seleccionadas.

También en todas las hembras se evalué la CC, utilizando la escala de
puntuacioén 1-9 descrita por Wagner et al.®’, en la que 1 es un animal emaciado y 9
un animal obeso, con el fin de estimar las reservas de grasa corporal mediante la
observaciéon y palpacion de costillas, columna vertebral, huesos de la cadera e

insercion de la cola.

OBTENCION Y PREPARACION DEL SEMEN CON HBPs.
El semen adicionado con proteinas ligadoras de heparina (HBPS) y sin HBPs fue
preparado, congelado y proporcionado por la Compafiia Sexing Technologies

(Navasota, Texas, USA).

Obtencion del Semen.

Para este estudio se seleccion6 el semen de un semental de la raza Brahman
(Mr. Horsegate 431) el cual fue colectado mediante el uso de una vagina artificial
previamente desinfectada, con una temperatura inicial de 43 a 46 °C.%®
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Criterios de seleccion del semen.

A las muestras de semen obtenidas se les evalué motilidad, concentracion y
morfologia espermatica, y para ser seleccionadas debian cubrir los siguientes
criterios: 1) Motilidad minima de >55%, 2) Concentracién minima de ~900 x 10°
ml, 3) Anormalidades primarias <15%, anormalidades secundarias <15% vy
anormalidades totales que no excedieran de 25%. También las muestras fueron
evaluadas después de la congelacion o post-congelacion. La motilidad y la
integridad acrosomal se evaluaron bajo los siguientes criterios: 1) Motilidad
progresiva >45% a las 0 hrs y >30% a las 3 hrs e integridad acrosomal >50% a las
3hrs. Todas las evaluaciones de motilidad se realizaron a través de microscopia
de campo claro (Nikon, Japén) a 400x; para evaluar la morfologia espermatica y la
integridad acrosomal se us6 microscopia diferencial de interferencia de contraste o

Nomarski (Diffential-Interference Contrast, DIC, Nikon, Japén) a 400x.

Obtencién de las proteinas HBPs.

Las proteinas ligadoras de heparina (Antigeno Asociado a la Fertilidad e
Inhibidor Tisular de Metaloproteinasas-2) fueron producidas y proporcionadas por
la Compafiia Sexing Technologies (Navasota, Texas, USA).

La proteina Antigeno Asociado a la Fertilidad (FAA) fue obtenida por medio de
su clonacion mediante un vector de expresion altamente inducible, expresado en
Escherichia coli (E. coli). El segmento clonado fue de 592 pares de bases del DNA
complementario (cDNA) de la proteina FAA, correspondiente a los residuos de

aminoécidos 73 a 269 de la proteina original.®®

Para obtener la proteina Inhibidor Tisular de Metaloproteinasas-2 (TIMP-2) se
aislé el mRNA total a partir de las vesiculas seminales de bovino, por medio del
cual se realiz6 RT-PCR, la clonacion, la deteccion y el andlisis de secuenciacion

de la proteina. Se obtuvo como resultado un segmento de 650 pares de bases del
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cDNA del gen TIMP-2 bovino, el cual constituye el 96% del gen completo de TIMP-

2 bovino.”

Adicion de las proteinas HBPs al semen.

Después de obtener los eyaculados y las proteinas HBPs, éstas fueron
adicionadas directamente al semen fresco el cual tenia una temperatura de ~ 21°C
al momento de la adicion, y las proteinas fueron adicionadas a una dosis de 25 g
de FAA y 25 ug de TIMP-2 por ml de semen. Posteriormente se dejé reposar el
semen adicionado con HBPs por 20 minutos para que las proteinas se fijaran a la

membrana espermética.

Dilucion del semen.

Al semen con y sin las proteinas ligadoras de heparina (HBPs) se le agreg6 el
diluyente compuesto por TRIS (7.57 g), acido citrico monohidratado o CAM (4.32
g), Fructuosa (2.25 g), glicerol (15 ml), tilosina (100 pg/ml), gentamicina (500
pg/ml), lincomicina-espectinomicina (300/600 pg/ml) (Minitube, Alemania) / Yema
de huevo (50 ml), agua nanopura 18.2MiliQ aforada a 250ml, a un pH de 6.8 y a
una osmolaridad de ~300£5 mOsm.

Envasado y congelado del semen.

Posterior a la dilucion se realiz6 el envasado en pajillas de 0.5 ml, a una
concentracion de 10 millones de espermatozoides por pajilla (20 millones de
espermatozoides por ml) con un equipo Straw Filler (Minitube, Alemania). Para el
semen con HBPs se utilizaron pajillas de color amarillo y para el semen testigo se
utilizaron pajillas transparentes. La congelacion de las pajillas se hizo con un
equipo para congelacion automatica (Digital Programmable Semen Freezer,
EEUU).

25



Evaluacion post-congelacion del semen.
Después del proceso de congelacion se evaluaron la motilidad y la integridad
acrosomal del semen con y sin proteinas ligadoras de heparina, tomando en

cuenta los criterios antes mencionados.

PROTOCOLO PARA SINCRONIZAR LA OLEADA FOLICULAR, EL CELO Y LA
OVULACION.
A las 98 hembras de este estudio se les aplicé el siguiente protocolo de

sincronizacion:

e PGF2a
+ +
Insertar DIV Retirar DIV EE LA.
DiaO Dia7 Dia 8 Dia 9

FIGURA 4. Protocolo para sincronizar la oleada folicular, el celo y la ovulacion.

El primer dia del estudio o dia 0, a todas las hembras se les coloc6 un
dispositivo intravaginal (DIV) impregnado con 1.9 g de Progesterona natural (P4) y
se les aplicaron por via intramuscular 2 mg de Benzoato de Estradiol (BE). El DIV
permanecio por 7 dias.

El dia 7, se les retird el DIV y se les aplicaron 500 pug de Prostaglandina F2 alfa
(PGF2a) por via intramuscular y 24 horas después o al dia 8 se les administro 1

mg de BE por via intramuscular a las vacas y 0.5 mg a las novillas.

El uso de estradiol en combinacién con P4, o0 progestagenos se llevdé a cabo
debido a que el estradiol induce regresion latea y suprime el crecimiento del
foliculo antral. La administracion de 5 mg de Estradiol-17p junto con dispositivos

vaginales o implantes de progestagenos en ganado bovino sincroniza la
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emergencia de una nueva onda folicular en promedio de 4.3 + 0.2 dias después.
Otros estudios han evaluado el efecto de diferentes esteres de estradiol sobre el
desarrollo de la onda folicular, por ejemplo el Valerato de Estradiol (VE) a una
dosis de 5 mg resulta en una prediccion menos exacta de la emergencia de la
onda folicular en vaquillas de razas especializadas en carne. Sin embargo la
administracion de BE a una dosis de 2 mg por via intramuscular en combinacion
con 50 mg de P4 resulta en el inicio de una nueva onda de desarrollo folicular en

4.1 + 0.1 dfas, con un rango de 3.5 a 5 dias.’

La funcion fundamental de la aplicacion de estrogenos en el inicio del
tratamiento es provocar la atresia de los foliculos existentes e impedir de esta
manera la formacion de foliculos persistentes que interfieren negativamente en la
fertilidad. Como la atresia es seguida por el comienzo de una nueva onda folicular
a los 4 dias, se asegura de esta manera la presencia de un foliculo nuevo y un
ovocito viable en el momento de retirar el dispositivo. La segunda administracion
de BE es fundamental para sincronizar la ovulacion y obtener buenos indices de

prefiez.’

DETECCION DE CELOS.

La deteccioén de celos se realiz6 por observacion directa de los animales y con el
apoyo del método del crayén, que consiste en marcar a la vaca con una franja de
crayon de color, de unos 35 a 40 cm de longitud y 4 a 5 cm de ancho, a lo largo de
linea central de su grupa y maslo de la cola, terminando en donde comienza la
cola propiamente dicha. El fundamento de esta técnica es que con las sucesivas
montas que recibe durante el celo, la vaca pierde gradualmente la pintura del

crayon, evidenciando de esta manera la aceptacién de la monta.”

La observacion de calores se realizo cuatro veces al dia (03:30 a 05:00, 06:00 a
08:00, 09:00 a 11:00, 12:00 a 14:00 hrs), por lapsos de observacion de dos horas;

inicié 24 hrs después del retiro del dispositivo intravaginal (DIV) o el dia 8 y finalizé
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hasta el momento en que se realizd la inseminacion artificial (IA) o dia 9. La
hembra que era detectada en calor, se inseminaba a las 12 hrs. Las hembras que
no se observaron en calor fueron inseminadas a tiempo fijo (IATF) a las 54 o 56
hrs después de retirar el DIV, o de 30 a 32 hrs después de la segunda aplicacion
de BE.

INSEMINACION ARTIFICIAL.

Las hembras fueron inseminadas por medio de la técnica rectovaginal y
seleccionadas aleatoriamente para formaron dos grupos: un grupo que fue
inseminado con el semen testigo (n= 50 hembras) que corresponde al semen
congelado sin proteinas ligadoras de heparina (HBPS) y un grupo inseminado con
el semen HBP (n= 48 hembras) que corresponde al semen congelado adicionado
con HBPs.

En total se utilizaron 98 pajillas y todas las hembras fueron inseminadas por el

mismo técnico inseminador.
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DIAGNOSTICO DE GESTACION.

El diagndstico de gestacion se realizé a los 55 dias después de la inseminacion
artificial por medio de ultrasonografia, utilizando un ultrasonido de tiempo-real
(modo B) con transductor lineal de 7.5 MHz (VetPreg, Estados Unidos).

ANALISIS ESTADISTICO.

Para determinar los efectos del grupo con proteinas ligadoras de heparina
(HBPs) sobre los porcentajes de gestacion de las hembras, los datos obtenidos en
este estudio fueron analizados por Diferencia de Proporciones por Chi cuadrada

utilizando el programa R.”
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SEMENTAL DE RAZA BRAHMAN
(Mr. Horsegate 431)

COLECCION DE SEMEN
(Vagina artificial 43 a 46°C)

EVALUACION DEL SEMEN
(Motilidad >55%; concentracién ~900 x 10° /ml; anormalidades primarias <15%,
anormalidades secundarias <15%, anormalidades totales <25)

ADICION DE HBPs AL SEMEN EN FRESCO
(25 pug de FAA 'y 25 pg de TIMP-2/ml semen)

DILUCION
(TRIS/Yema de huevo)

EMPAJILLADO
(Pajillas de 0.5 ml colores amarillas y transparentes)
(Equipo “Straw Filler’ de Minitube®)

CONGELACION
(Equipo “Digital Programmable Semen Freezer”)

EVALUACION POST-DESCONGELACION
(Motilidad progresiva >45% a las 0 hrs y >30% a las 3 hrs; integridad acrosomal >50% a las 3hrs)

SINCRONIZACION DE LA OLEADA FOLICULAR, EL CELO Y LA OVULACION
(Dia 0: BE+DIV; Dia 7: PGF2a+retiro DIV; Dia 8: BE; Dia 9: IA)

¢

DETECCION DE CELOS
(03:30 a 05:00, 06:00 a 08:00, 09:00 a 11:00, 12:00 a 14:00 hrs)

'

INSEMINACION ARTIFICIAL
(Hembras en calor: 12 hrs; hembras que no presentan calor IATF: 54 0 56 hrs después de
retirar el DIV, 0 30 a 32 hrs después de la segunda aplicacion de BE)

DIAGNOSTICO DE GESTACION
(Ultrasonido: 55 dias post-inseminacion).

FIGURA 5. Diagrama de flujo de la metodologia utilizada para la obtencién y preparacién del
semen con HBPs.
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RESULTADOS.

Retencién de DIVs.

El porcentaje de retencion de DIVs que se observa en el Cuadro 1 para el grupo
testigo fue de 96% y para el grupo HBP de 100%, lograndose un total de retencién

de DIVs del 97.9%, ya que solo 2 DIVs se perdieron en este trabajo.

Presentacion de celos.

El porcentaje de presentacion de celos para el grupo HBP de 95.8% y para el
grupo testigo fue de 92.0%, sin mostrar una diferencia estadistica (P> 0.05) entre

grupos (Cuadro 1). Se observo un porcentaje total de presentacion de celos de

93.8%.

CUADRO 1.

Porcentajes de retencion de DIVs y de presentacion de celos.

GRUPO TESTIGO GRUPO HBP TOTAL

Retencion de DIVs 48/50 48/48 96/9
(96%) (100%) (97.9%)

Presentacion de 46/50 46/48 92/98
celos (92%) (95.8%) (93.8%)
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Durante la deteccion de celos se observo que 38 hembras presentaron celo en
la madrugada (3:30 a.m. — 5:00 a.m.), 35 hembras en horario de 6:00 a.m. a 8:00
a.m.y 19 entre 9:00 a.m. y 14:00 p.m. Sin embargo, se observé que las hembras
de raza Brahman presentaron un calor mas uniforme en cuanto a horario,
presentandose éste entre las 3:30 a.m. y las 8:00 a.m. En contraste, las hembras
de raza Nelore presentaron un calor en horarios mas variados, desde las 3:30 a.m.
hasta las 14:00 p.m. (Figura 6).
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3:30-5: 00 Hrs 6:00 - 8:00 Hrs 9:00 - 11:00 Hrs 12:00 - 14:00 Hrs
B BRAHMAN 22 20 0 0
B NELORE 16 15 11 8
HORAS

FIGURA 6. Presentacién de celos por horas.
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En cuanto a la presentacion de calores en relacion con la edad de las hembras,
como se observa en la Figura 7, la mayoria de las novillas (21) presentaron
calores en un horario de 3:30 a.m. a 5:00 a.m., mientras que la mayoria de las
vacas (19) los presentaron entre las 6:00 a.m. y las 8:00 a.m. Sin embargo, la
mayoria de las vacas y de las novillas entraron en calor entre las 3:30 a.m. y las
8:00 a.m.
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3:30- 5: 00 Hrs 6:00 - 8:00 Hrs 9:00 - 11:00 Hrs 12:00 - 14:00 Hrs
m NOVILLAS 21 16 6 6
M VACAS 17 19 5 2
HORAS

FIGURA 7. Presentacién de celos por edad (horas).
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Gestaciones.

En cuanto al porcentaje de gestaciones, se encontr6 una diferencia
estadisticamente significativa entre grupos (P< 0.05), observandose un menor
porcentaje de gestacion en el grupo HBP (12.5%) en contraste con el grupo testigo
(34%) (Cuadro 2).

CUADRO 2
Porcentajes de gestacion observados.
SEMEN GRUPO TESTIGO SEMEN GRUPO HBP TOTAL
HEMBRAS | Gestantes % HEMBRAS | GESTANTES %
50 17 34° 48 6 1250 | 238
(23.5)

ab= Literales diferentes en la misma fila indican diferencia estadistica significativa (P< 0.05).
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Como puede observarse en el Cuadro 3, no existe una diferencia estadistica
significativa entre el porcentaje de gestacion total de vacas y el de novillas (31.9
vs. 15.6%, respectivamente). No se encontré un aumento en los porcentajes de
gestacion del grupo HBP tanto en novillas como en vacas. Sin embargo, el grupo

testigo presento un mayor porcentaje de gestaciones totales (P< 0.05).

CUADRO 3
Porcentajes de gestacion observados por edad.

SEMEN GRUPO TESTIGO SEMEN GRUPO HBP Total

Edad Hembras Gestantes % Hembras | Gestantes %
. , 23/98
NOVILLAS 22 5 22.7 29 3 10.3 (23.5)
VACAS 28 12 42.8™ 19 3 15.7"™ 15/47

(31.9%) ™

Total 50 17 347 48 6 12.5° 23/98
(23.5%)

ab= Literales diferentes en las misma fila indican diferencia estadistica significativa (P< 0.05).

ns= Indica diferencia estadistica no significativa (P> 0.05).
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Con respecto a los resultados mostrados en el Cuadro 4, se observd una

diferencia estadisticamente significativa en los porcentajes de gestacion de las

hembras de raza Brahman al ser inseminadas usando semen con y sin HBP (8.3%

vs. 43.5%, respectivamente). También se observé diferencia significativa en el

resultado total de gestaciones entre los grupos HBP y testigo (12.5% vs. 34%,

respectivamente), sin encontrarse un aumento en los porcentajes de gestacion del

grupo HBP con respecto al grupo testigo. En la raza Nelore no se observé

diferencia estadisticamente significativa al usar semen con o sin HBP, y tampoco

hubo diferencias en el total de las gestaciones obtenidas en ambas razas (P>

0.05).
CUADRO 4
Porcentajes de gestacién observados por raza.
SEMEN GRUPO TESTIGO SEMEN GRUPO HBP Total
Raza Hembras | Gestantes % Hembras Gestantes %
BRAHMAN 23 10 435° 24 2 8.3"° 12/47
(25.5%) ™
NELORE 27 7 259 "™ 24 4 16.7™ 11/51
(21.6%) "™
Total 50 17 342 48 6 125" 23/98
(23.5%)

ab= Literales diferentes en las misma fila indican diferencia estadistica significativa (P< 0.05).

ns= Indica diferencia estadistica no significativa (P> 0.05).
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En cuanto al efecto de la CC sobre los porcentajes de gestacion (Cuadro 5), se
puede observar que no existe una diferencia estadisticamente significativa entre
las hembras con CC 3-4 y 5-6 (26.3% vs. 21.6%, respectivamente). También se
observa que no hubo un mayor porcentaje de gestacion de las hembras con CC 3-
4 (P=0.2753) y CC 5-6 (P= 0.095) inseminadas con semen adicionado con HBPs.

CUADRO 5
Porcentajes de gestacion observados por Condicion Corporal.
SEMEN GRUPO TESTIGO SEMEN GRUPO HBP Total
cC Hembras Gestantes % Hembras | Gestantes %

34 23 8 347" 15 2 13.3™ 10/38
(26.3%) "™

5-6 27 9 33.3™ 33 4 12.1™ 13/60
(21.6%) ™

Total 50 17 34° 48 6 12.5° 23/98
(23.5%) ™

ab= Literales diferentes en las misma fila indican diferencia estadistica significativa (P < 0.05).

ns= Indica diferencia estadistica no significativa (P> 0.05).

37



DISCUSION.

La adicion de las proteinas ligadoras de heparina (HBP) en el semen bovino
congelado a una dosis reducida no permiti6 obtener un porcentaje mayor de
fertilidad con respecto al grupo testigo en este estudio. Estos resultados no
concuerdan con lo mencionado por algunos autores como Bellin et al.>® quienes al
trabajar con monta directa de toros positivos al Antigeno Asociado a la Fertilidad
(FAA) obtuvieron un aumento en los porcentajes de gestacion del 9% y Sprott et
al.* mediante inseminacién artificial (IA) usando semen congelado de toros
positivos al FAA y vacas con celos sincronizados, reporta un aumento del 15.9% al
estar presente la FAA en el semen bovino de toros de carne. Estos resultados
difieren de los obtenidos en el presente trabajo ya que hubo una disminucién
estadisticamente significativa en los porcentajes de gestacion del grupo HBP

(12.5%) con respecto al grupo testigo (34%).

Los porcentajes de gestacion obtenidos en este estudio al utilizar una
concentracion espermatica de 10 millones de espermatozoides por pajilla para
ambos grupos de semen (12.5% del grupo HBP vs. 34% del grupo testigo, P>

® quien obtuvo un

0.05) no concuerdan con un trabajo realizado por Alvarez
porcentaje de gestacion del 40% en vaquillas sincronizadas e inseminadas con
semen con HBPs y un 16% de gestaciones con semen sin HBPs, concluyendo
que las HBPs mejoraron el porcentaje de gestacion. Sin embargo, en éste Ultimo
estudio se emplearon pajillas con una concentracion espermatica de 25 millones
de espermatozoides para ambos grupos de semen. Estas diferencias podrian
deberse a la reduccion de concentracion espermatica que se utilizé en el presente
trabajo, ya que se sabe que aun utilizando comunmente una concentracion
espermatica de 25 millones de espermatozoides por pajilla el porcentaje de
fertiidad sigue siendo bajo debido a la variabilidad en la fertiidad y a las

particularidades en el comportamiento reproductivo del ganado Bos indicus.
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En este estudio se incluyeron novillas y vacas, los resultados muestran que no
hay una diferencia estadistica en el porcentaje de gestaciones entre novillas y
vacas (15.6% novillas vs. 31.9% vacas; P> 0.05). También se observé que no se
mejoraron los porcentajes de gestaciones de novillas y vacas al usar las HBPs.
Estos resultados difieren de los observados por Kjelland et al.>*, quienes hicieron
un estudio utilizando semen congelado bovino a dosis reducida (10x10°
espermatozoides) y adicionado con FAA y TIMP-2 en una concentracion de 25
png/ml de cada una, observando que las vaquillas tenian un menor porcentaje de
gestaciones tanto al usar o no semen con HBPs, en comparacion con las vacas,
pero observando un aumento en el porcentaje de gestacion de vacas y vaquillas
gue fueron inseminadas con el semen adicionado con HBPs, en comparacion con
las que se inseminaron con semen sin HBPs (41.4% vs. 27.1%; P< 0.05). Sin
embargo, estos autores utilizaron vaquillas Bos taurus de raza Holstein,
localizadas en un clima templado.

En un estudio realizado por Fernandes et al.”

gue tenia como finalidad
identificar HBPs en el liquido seminal de toros de la raza Nelore, se identificaron
proteinas de 15 hasta 63 kDa, de las cuales, las de 22 y 25 kDa habian sido
encontradas previamente en toros Bos taurus. También se identificaron otras
proteinas (39, 53, 58 y 63 kDa) que no habian sido descritas anteriormente y tal
vez pueden ser especificas del liquido seminal de los toros Bos indicus o Nelore.
Con esto se podria sugerir que ademas de las proteinas de 31 y 25 kDa (FAA y
TIMP-2 respectivamente) adicionadas al semen en este trabajo se podrian
adicionar algunas otras proteinas encontradas en el liguido seminal de toros
Nelore, lo que podria mejorar los porcentajes de gestacion en las hembras de raza

Bos indicus.

Los porcentajes de gestacion de éste trabajo pudieron estar influenciados por
factores ajenos a las condiciones del semen, como son la sincronizacién y

presentacion de celos.
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En este estudio se logré un porcentaje total de retencion de dispositivos
intravaginales (DIVs) del 97.9%, lo cual concuerda con un trabajo realizado por

Solérzano et al.”

quienes obtuvieron un porcentaje de retencion del 97.7%,
mencionando que el porcentaje de retencion alcanzado por los DIVs, ya sean
nuevos o reutilizados indican que su disefio y material de fabricacion les permite
anclarse bien en la vagina y no perder fuerza al reutilizarlo, afiadiendo que el
porcentaje de pérdida no debe exceder del 5%. Por lo tanto, en este trabajo el
resultado de retencién de DIVs se encontré dentro de los pardmetros citados como

aceptables.

Durante este estudio se observd que la mayor frecuencia de presentacion de
celos fue de las 3:30 a.m. a las 8:00 a.m., con 73 hembras mostrando celo entre
estas horas, mientras que solo 19 lo presentaron en horarios de 9:00 a.m. a 14:00
p.m. También se observé que las hembras de raza Brahman presentaron un calor
mas uniforme en cuanto a horario (3:30 — 8:00 a.m.), en comparacién con las
hembras de raza Nelore, que presentaron celos en horarios variados (3:30 a.m.-
14:00 p.m.). Esta alta frecuencia de la presentacion de celos en los horarios antes
mencionados concuerda con un trabajo realizado por Aguirre et al.”®, quienes
mencionan haber obtenido la mayor frecuencia de presencia de celos en vacas de
raza Brahman en un horario de 5:00 a.m. a 8:00 a.m. En otro trabajo realizado por
Goéngora y Hernandez’®, quienes trabajaron con novillas de raza Brahman y de
ganado criollo Sanmartinero observaron que la mayor frecuencia de celos (72.1%)
se presentaba entre las 5:00 a.m. y las 11:00 a.m. En otro estudio se observo que
las condiciones ambientales habian afectado las caracteristicas del celo en
novillas Nelore, ya que las montas no se distribuian igualmente durante el tiempo
de duracion del celo sino que existian ciertos periodos de mayor o menor actividad
sexual.”” Es probable que la presentacién de celos en el ganado Cebu en estos
horarios pueda estar relacionada con la menor temperatura ambiental que se

presenta en horas de la madrugada y de la mafiana en condiciones de trépico.
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Otros factores que pudieron haber afectado los resultados de este estudio son
los ambientales y los nutricionales. Durante la realizacion de este estudio se
presentaron temperaturas por arriba de los 33.2°C (temperatura méaxima promedio
para el estado de Tabasco, Servicio Meteoroldgico Nacional, 2010) ,’® lo que pudo
haber causado los bajos porcentajes de gestaciones. Esta elevada temperatura,
acompanada de alta humedad relativa causa alteraciones de las constantes
fisiologicas de las vacas, lo que provoca una menor manifestaciéon de los signos
del estro durante el dia, haciendo dificil la deteccion de celos, ya que se presentan
mayormente por la madrugada y la mafiana, asi como una disminucion de la
fertilidad y el estrés cal6rico también inhibe la ciclicidad, lo que afecta la
presentacién de la pubertad y el reinicio de la actividad ovérica.'®* Cuando hay
incrementos de temperatura se ha podido observar que vacas con estrés calérico
de 37°C y con humedad del 38% tuvieron una reduccion en el peso y talla del
producto durante la prefiez temprana, ademas se observan menores tasas de
prefiez, por lo que los efectos del estrés cal6rico durante la gestacion temprana
pueden tener resultados dramaticos en el reconocimiento materno de la gestacion
e implantacion.”®® Ademas Hernandez et al.?? sugieren que los embriones que no
sufran estrés caldrico en el dia 4 posterior a la inseminacion tienen desarrollo
similar a los embriones no expuestos a este estrés. Esto puede indicar que si en el
dia 4 después de la inseminacion se presentaron temperaturas elevadas y las
vacas sufrieron de estrés caldrico, esto pudo haber afectado los porcentajes de
gestacion obtenidos. Es sabido que el estrés calérico llega a afectar el
comportamiento estral de las hembras aun siendo ganado adaptado al trépico.”

Con referencia al factor nutricién, el presente trabajo se desarrollé en el mes de
julio, cuando habia buena disponibilidad de pastos en el rancho en donde se llevo
a cabo el estudio. Sin embargo, la disponibilidad no necesariamente asegura una
buena calidad de pastos, por lo que es recomendable analizar la calidad de los
mismos, debido a que se ha encontrado que la carencia o desequilibrio de
minerales en el suelo se refleja en el valor nutritivo de los pastos y esto es una de

las causas de la baja productividad y de los problemas de reproduccion del
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ganado vacuno.®® Esto se manifiesta en un porcentaje de concepcién no mayor a
45%, un porcentaje de abortos que puede alcanzar al 10%, y una edad y peso al
primer servicio y al primer parto que estan fuera de los valores considerados como
eficientes para una ganaderia productiva, ademas de una produccion de ovocitos

de menor calidad y cuerpos luteos disfuncionales.?*2°

Como se ha mencionado anteriormente, la CC tiene efectos sobre las funciones
reproductivas (secrecion de gonadotropinas, la concentracion plasmatica de
progesterona, la funcién ovarica, la calidad del ovocito, del embrion, la involucion
uterina y los porcentajes de concepcién).** Algunos autores como Morrison et al.®
y Hess et al.®” han determinado que la CC al parto = 5 (escala 1 a 9) es ideal en
vacas de carne, debido a que en ésta condicion las vacas son capaces de resistir
una pérdida de peso posparto sin disminuir significativamente los porcentajes de
gestacion. También se ha reportado la relacion entre la CC y el desarrollo folicular,

ya que en un trabajo realizado por Rubio et al.®®

en vacas Brahman (Veracruz,
México), los resultados indicaron que a medida que una vaca recupera CC se
producira la formacion de foliculos de diferentes tamafnos, seguida por estro y
ovulacion. Sila CC es baja, se forman muchos foliculos pequefios, particularmente
aguellos <4 mm y por lo tanto, hay un retraso en el inicio del estro. Otros autores

como Sa Filho et al.®®

mencionan que la CC es un factor de confianza para
predecir la tasa de prefiez en vacas Nelore bajo un protocolo IATF basado en P4,
BE, PGF2a, Cipionato de Estradiol y destete temporal. Sin embargo, en otros
estudios no hallaron efecto de la CC (3.0 a 4.0 y 2.0 a 3.5, respectivamente, en
escala de 5 puntos) sobre la tasa de prefiez de vacas Nelore tratadas con un
protocolo IATF similar.?>®* Asi como en el estudio anterior, en el presente trabajo
no se encontro un efecto significativo de la CC sobre los porcentajes de gestacion,
en los animales que se encontraban en una rango de CC entre 3a4y5 a6 (en
una escala de 1 a 9) esta les permitié a las hembras tener un desarrollo folicular
adecuado y una buena expresion de celos; sin embargo, en este estudio se obtuvo

una disminucién de los porcentajes de fertilidad (23.5%).
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Un factor mas que debe tomarse en cuenta que pudo haber influenciado los
porcentajes de gestacion de éste trabajo pudo ser de tipo hormonal. El porcentaje
de gestacién en este trabajo tiene relacién con lo reportado por Cutaia et al.%,
quienes mencionan que los altos niveles de P, durante el tratamiento de
sincronizacion suprimen la frecuencia y magnitud de los pulsos de LH, lo cual
afecta el crecimiento del foliculo dominante y la ovulacion. Esto tiene mayor
importancia en vaquillas cebu o cruza con cebu, en las cuales se ha demostrado
gue tienen menor capacidad para metabolizar la P4 liberada por los dispositivos.
Ademas, B6 et al.” informaron de la existencia de concentraciones menores de P,
para el ganado Bos indicus, en comparacion con Bos taurus, pero no indican los

niveles exactos.

La exposicion de las vacas a agentes estresantes (altas temperaturas y alta
humedad ambiental, forrajes de mala calidad, entre otros) afecta la frecuencia y la
amplitud de los pulsos de GnRH y LH, retardando la onda preovulatoria de LH.
Esto tiene como consecuencia una disminucion en la expresion del estro y en la

incidencia de una ovulacién normal en el ganado bovino.’
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CONCLUSIONES.

Con base en los resultados obtenidos en este trabajo se concluye que la adicion
de las proteinas FAA y TIMP-2 al semen bovino congelado en dosis reducida, no
mejord los porcentajes de gestacion en un programa de inseminacion artificial en

ganado Bos indicus en el trépico.

Los altos porcentajes de retencion de dispositivos intravaginales (DIVS) que se
obtuvieron en este estudio comprueban que los dispositivos intravaginales son una
excelente herramienta para ser empleada en protocolos de sincronizacién en este

tipo de ganado y bajo las condiciones de trabajo presentes en el tropico.

Los porcentajes de presentacion de celos que se obtuvieron en este estudio
sugieren que el uso de PGF2a y Benzoato de Estradiol para la sincronizaciéon y la
presentacion de celos fue altamente exitoso en las hembras que se utilizaron en
este trabajo, y bajo las condiciones que estuvieron presentes durante el tiempo

que dur6 el proyecto de investigacion.

En el presente estudio no se observo efecto de la condicion corporal (CC) sobre
el numero de hembras que presentaron celos y sobre el nimero de hembras
gestantes. Sin embargo, se debe considerar que la CC tal vez sea un factor
determinante del porcentaje de gestacion bajo protocolos de IA. Por lo tanto, antes
de iniciar un tratamiento de sincronizacion de las ondas foliculares y de los celos,
debe evaluarse la CC y en caso de que esta sea inadecuada es recomendable
suplementar el ganado, a fin de que los parametros reproductivos no se vean

altamente afectados por este factor y logren obtenerse resultados positivos.
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PERSPECTIVAS.

No hay suficiente informacion sobre la adicion de la FAA y TIMP-2 al semen
bovino congelado utilizado en programas de IA en el tropico mexicano, por lo que
se sugiere realizar més estudios con respecto a esta linea de investigacion, ya que
las HBPs juegan un papel importante en la capacidad fertilizante de los

espermatozoides bovinos.

Es importante seguir avanzando en la investigacion de los factores estresantes
relacionados con el clima, como lo es el estrés calorico, ya que a pesar de que los
animales de razas cebuinas estén adaptados a climas de altas temperaturas estos
de todas formas se ven afectados por este factor, aunque no en la misma
magnitud como se ven afectadas las razas tipo Bos taurus. Asi como es
importante difundir y promover el uso de sombreaderos, ya sean de tipo natural o
artificial en estas regiones tropicales, los cuales contribuyen a disminuir el estrés
gue sufre el ganado durante el dia y especialmente durante las estaciones del afio

donde las temperaturas alcanzan su mayor elevacion.
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