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RESUMEN
RESPUESTA REPRODUCTIVA DE OVEJAS NULIPARAS EXPUESTAS A

CARNEROS TRATADOS CON SELENIO MAS VITAMINA E

Lorena Marlene Montes Rosales
Maestro en Ciencias en Produccion Agropecuaria
Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro Unidad Laguna

Dr. Francisco Gerardo Véliz Deras

Se evalud la respuesta reproductiva de ovejas Dorper nuliparas-anovulatorias
expuestas a carneros tratados con selenio (Se) méas vitamina E (Vit. E). Los
carneros Dorper se dividieron al azar en dos grupos experimentales homogéneos
(n = 5 machos cada uno) con respecto al peso vivo, condicion corporal,
circunferencia escrotal e intensidad de olor. Los grupos fueron tratados con: GT (1
mg de Se mas 70 Ul de Vit. E x kg de PV cada 7 d x 28 d, IM), GC (1 mL de solucién
salina, cada 7d x 28 d, IM). Posteriormente, los carneros (n=3 por grupo) fueron
seleccionados y expuestos a ovejas Dorper anovulatorias-nuliparas divididas en dos
grupos (n=17 ovejas cada uno), y se registraron todos los comportamientos
sexuales durante las primeras 48 h. Durante las pruebas de comportamiento, los
carneros no mostraron diferencias significativas (P > 0.05). Sin embargo, GC mostr6
las frecuencias mas altas de comportamiento sexual apetitivo (CSA) (P > 0.05) en
relacion con el GT. En cuanto a la respuesta reproductiva de las ovejas nuliparas-
anovulatorias expuestas a carneros tratados, el porcentaje de hembras en estro (82
%; P > 0,05) y hembras en celo y ovulando (82 % vs 76 %; P > 0,05) fue similar para

ambos grupos de hembras expuestas a GT y GC, respectivamente. Concluimos que

Xi



el tratamiento durante 28 dias con Se mas Vit. E en carneros no mejoro la respuesta
reproductiva en ovejas nuliparas-anovulatorias. Esto podria deberse a que la dosis
y la duracién de los tratamientos no fueron suficientes para estimular un alto

comportamiento sexual en los carneros tratados.

Palabras clave: Actividad estral;, comportamiento sexual; Dorper; efecto macho;

ovinos.
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ABSTRACT
REPRODUCTIVE RESPONSE OF NULLIPAROUS EWES EXPOSED TO RAMS

TREATED WITH SELENIUM PLUS VITAMIN E

Lorena Marlene Montes Rosales
Maestria en Ciencias en Produccién Agropecuaria
Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro Unidad Laguna

Dr. Francisco Gerardo Véliz Deras

We evaluated the reproductive response of Dorper nulliparous — anovulatory ewes
exposed to rams treated with selenium (Se) plus vitamin E (Vit. E). Dorper rams were
randomly divided into two homogeneous experimental groups (n=5 males each)
regarding live weight, body condition score, scrotal circumference, and odor
intensity. Groups were treated with: TG (1 mg of Se plus 70 Ul Vit. E x kg of BW
every 7d x 28d, IM), GC (1 mL of saline solution every 7d x 28d, IM). Thereatfter,
rams (n=3 per group) were selected and exposed to Dorper anovulatory-nulliparous
ewes divided in two groups (n=17 ewes each), and all the sexual behaviors were
registered during the first 48 h. During the behavior tests, the rams did not show
significant differences (P > 0.05). However, GC showed the highest appetitive sexual
behavior (CSA) frequencies (P > 0.05) in relation to TG. Regarding the reproductive
response of the nulliparous - anovulatory ewes exposed to treated rams, the
percentage of females in estrus (82 %; P > 0.05) and females showing estrus and
ovulation (82 % vs 76 %; P > 0.05) was similar for both female groups exposed to
TG and CG, respectively. We concluded that treatment for 28 days with Se plus Vit.

E in rams did not improve the reproductive response in nulliparous-anovulatory
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ewes. This could be because the dose and duration of the treatments were not

enough to stimulate high sexual behavior in the treated rams.

Key words: Estrus cycle; sexual behavior; Dorper; male effect; sheep
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INTRODUCCION

El amor y el aprendizaje se parecen a que nunca son un desperdicio

Hope Jahren (2016)

Este trabajo de tesis fue desarrollada alrededor de una investigacion de caracter
experimental, la cual se basa en principios tedricos y empiricos de la ciencia de la

nutricion con vitaminas y minerales y su efecto a nivel reproductivo en ovinos.

La eleccién de este tema surge, por un lado, por la necesidad de contribuir a los
productores de la regidn, porque es nuestra mision como estudiantes de posgrado,
elaborar informacién nueva a partir de otras investigaciones. Los ovinocultores
requieren desarrollar una mayor eficiencia productiva en sus animales para
mantener su competitividad ante el mundo. La produccién de ovino juega un papel
importante en la cadena alimenticia y en el sustento de hogares rurales,
generalmente en precariedad, que habita territorios agricolamente marginales, o
bien que disponen de poca tierra, siendo este ganado parte relevante de la

agricultura de subsistencia (Osinowo et al., 1991).

Indudablemente, la eficiencia reproductiva es una limitante importante en la
ovinocultura y el principal factor determinante para la rentabilidad en los sistemas
de produccion de esta especie (Dewi et al.,, 1996; Karakus y Atmaca, 2016). La
fertilidad es el factor mas importante desde el punto de vista econémico, y conseguir
altos indices de gestacion en periodos cortos es la meta de todo ovinocultor. Sin
embargo, esto no ocurre si la habilidad de reproduccion del macho se ve afectada

(Almeida et al., 2007; Singh et al., 2018). La influencia de la nutricion en la



reproduccion se ha investigado ampliamente. Una nutricion insuficiente retrasa el
comienzo de la pubertad y la madurez sexual, ralentiza la tasa de crecimiento, que
en los machos resulta en testiculos de menor tamafio y, por lo tanto, baja produccion
de testosterona y una reduccion en la produccion y maduracién de los
espermatozoides (Arova et al., 2003; Ali et al., 2009; Surai y Fisinin, 2015; Mojapelo
y Lehloenya, 2019). De forma general se ha concluido que la secrecion de GnRH
se ve reducida en animales desnutridos (Wade y Jones, 2004; Zarazaga et al., 2005;

Azevedo et al., 2006).

Una dieta balanceada no solo consiste en el aporte de energia y proteinas, sino
también, en el aporte de micronutrientes, necesitamos vitaminas y minerales. Desde
el punto de vista reproductivo es importante mencionar que existen interacciones
entre vitaminas y minerales que mejoran las funciones para promover una mayor
eficiencia reproductiva (Ali et al., 2009; Zubair et al., 2015). La vitamina E (Vit. E) y
el selenio (Se) son dos micronutrientes importantes que pueden afectar varios
procesos bioldgicos, como la espermatogénesis, la calidad seminal (Marin-Guzman
et al., 1997; Carrillo-Nieto et al., 2018), y la reproduccién (Gamal et al., 2013;
Stefanov et al.,, 2018). Demasiados estudios se han realizado para describir los
efectos del Se y la Vit E en varias especies animales (Van y Callan, 2001; Ali et al.,

2009; Marzec-Wroblewska et al., 2012; Carrillo-Nieto et al., 2018).

Es bien sabido que cuando la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS -
Reactives Species Oxigen) supera al sistema de defensa antioxidante disponible,
se produce un dafio oxidativo significativo conocido como estrés oxidativo (Aitken y

Krausz, 2001). La administracion de antioxidantes como Vit. E y Se pueden ayudar



a mejorar y aumentar la funcién reproductiva, gracias a que tienen una funcion
complementaria en los sistemas antioxidantes (Gardiner y Reed, 1994). Por su
parte, la vitamina E actia como antioxidante intracelular, conservando la membrana
celular de los fosfolipidos, protegiéndolos del dafio oxidativo y la peroxidacion

(Combs, 1998; Surai, 1999).

Desde hace algunos afios, se han utilizado diferentes estrategias para la induccién
de la actividad reproductiva en machos y hembras de ovinos y caprinos, para lograr
contrarrestar la inactividad reproductiva (Véliz et al., 2006; Carrillo et al., 2014; Luna-
Orozco et al., 2012; Angel-Garcia et al., 2015), por ejemplo, una estrategia es el
“efecto macho” (Luna-Orozco et al., 2012). Bearden y Fuquay (1997) demostraron
gue el tratamiento con Vit E y Se conduce a un aumento del nivel de testosterona
gue tiene un efecto directo sobre el caracter sexual secundario. Asi, para que se
estimule la actividad sexual de hembras en anestro estacional, es de vital
importancia el comportamiento sexual del macho y la presencia continua de machos
sexualmente activos para evitar el anestro estacional (Abecia et al., 2019). La
intensidad del comportamiento sexual del macho, su olor y vocalizaciones estimulan
la secrecién de LH y la manifestacion del estro en cabras anéstricas (Delgadillo et

al., 2008).

Aunque existen varios estudios que se han enfocado en los efectos potenciales de
la combinacion de Vit. E y Se sobre las caracteristicas del semen en especies como,
ovinos (Ali et al., 2009; Baiomy et al., 2009; Gamal et al., 2013; EI-Sheshtawy et al.,
2014; Ozer-Kaya et al., 2020), jabalies (Marin-Guzman et al., 1997, 2000), bovinos

(Udala et al., 1995), perros (Domoslawska et al., 2015, 2018, 2019), bufalos (Abdel-


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Domos%C5%82awska%2C+A

Khalek et al., 2010), gallos (Safa et al., 2016) entre otros, pocos estudios se centran
en estudiar los efectos de la combinacion de Se y Vit. E sobre el comportamiento
sexual o libido en los carneros expuestos a hembras mediante el efecto macho (Ali
et al., 2009). De igual forma, los machos caprinos y ovinos que efectdan una libido
intensa inducen un porcentaje mas alto de ovulacion en hembras que aquellos que
efectian una libido baja (Perkins y Fitzgerald, 1994; Flores et al., 2000). Asi
comprendemos la importancia de la nutricién, especialmente de la suplementacién

en la eficiencia reproductiva de los ovinos.



Objetivo

Evaluar la respuesta reproductiva de ovejas nuliparas anovulatorias a través del

efecto macho, utilizando carneros tratados con selenio mas vitamina E.
Hipotesis

El tratamiento de Selenio en combinacion con Vitamina E en carneros Dorper
aumentaran su desempefo reproductivo, y estos carneros tratados induciran una
mayor respuesta reproductiva a través del “efecto macho” en ovejas nuliparas

anovulatorias.



REVISION DE LITERATURA

MARCO TEORICO

En esta primera parte, desarrollamos el marco tedrico de este estudio. En el
Capitulo 1, abordamos la importancia de la nutricion en la eficiencia reproductiva.

Para dar paso a un elemento esencial en la dieta de los animales.

En el Capitulo 2, partimos de las caracteristicas del selenio, su farmacocinética y su
mecanismo de accién. Luego, nos referimos a diferentes relaciones de este mineral

con sus deficiencias y toxicidad.

En el Capitulo 3, presentaremos las caracteristicas de la vitamina E, su
farmacocinética y su mecanismo de accién. Por ultimo, presentaremos en el
Capitulo 4, la relacion existente entre el selenio y la vitamina E. Esta discusion nos
lleva directamente al analisis de la importancia de estos elementos, particularmente

desde una cualidad reproductiva.

En el Capitulo 5, abordaremos el tema del efecto macho y el comportamiento sexual
en ovinos, su concepto, teorias, leyes, conocimientos y modelos tedricos. A partir
de este tema, esperamos obtener informacion acerca de la influencia del
comportamiento sexual del macho y del método de induccion de estro en las
hembras. Por dltimo, analizaremos la relacion entre la circunferencia escrotal y la

eficiencia reproductiva.

CAPITULO 1



Nutricién y eficiencia reproductiva

En pequefios rumiantes, el inicio de la pubertad depende de varios factores
como estacion de nacimiento, fotoperiodo, nutricidbn, manejo, genética, regulacion
hormonal, peso corporal y tamafio (Mohamed et al., 2012; Ahsan et al., 2014). Entre
estos factores, la nutricion es considerada como un factor fundamental que regula
el logro de la pubertad directa e indirectamente (Ahsan et al., 2014), una nutricién
insuficiente a una edad precoz retrasa la pubertad y la madurez sexual (Surai y
Fisinin, 2015). Esto confirma el efecto indirecto de la nutricion en la regulaciéon de la
produccion de hormonas reproductivas. El efecto de la nutricion sobre la
reproduccion ha sido ampliamente investigada. Y de manera general, se concluye
gue en animales desnutridos, la secrecion de GnRH se ve reducida (Wade y Jones,

2004; Zarazaga et al., 2005; Azevedo et al., 2006).

Una pobre nutricion también ralentiza la tasa de crecimiento, que en los
machos resulta en testiculos de menor tamafio, y, por lo tanto, una disminucion en
la secrecion de LH durante la etapa prepuberal, culminando en baja produccion de
testosterona (Mojapelo y Lehloenya, 2019). La testosterona es esencial para el
desarrollo y mantenimiento del comportamiento sexual en carneros. La actividad
sexual aumenta con niveles elevados de testosterona durante la pubertad
(Thwaites, 1982; Orgeur y Signoret, 1984). Un bajo crecimiento testicular y baja
secrecion de LH estan asociados con un menor numero de células de Sertoli y, por
lo tanto, una reduccién de la produccion y maduracion de los espermatozoides. Esto

va a retrasar la pubertad (Arova et al., 2003; Ali et al., 2009).



En ovejas, una deficiente nutricion por periodos prolongados tiende a
ocasionar una disminucion del porcentaje de ovejas que muestran celo. Ademas,
acorta la amplitud de la estacién de celos, aunque esto se aprecia solamente en los
casos en que la alimentacion es extremadamente deficiente. Por el contrario, una
nutricion adecuata incrementa el numero de hembras en celo, ademas de que

aumenta el numero de 6vulos liberados (INIFAP, 2006).

CAPITULO 2

Caracteristicas y disponibilidad de Se

El selenio es un mineral traza esencial, que presenta un color blanco grisaceo
cristalino y una estructura hexagonal. Es ligeramente soluble en bisulfuro y soluble
en éter, e insoluble en agua y alcohol (Walji, 2007). En 1979 comienza a ser
agragado a la dieta de los animales en dosis de 0.1 mg/Kg de MS (FDA, 1979), en

1989 se aumento a 0.3 mg/Kg (FDA, 1989).

En muchas areas del mundo las plantas no proporcionan niveles adecuados
de este elemento para cumplir con los requisitos de la dieta (Hogan et al., 1993). La
disponibilidad de Se, depende de la forma en que este es suministrado; la forma de
suministrar Se orgénico esta asociado con metionina y levaduras, se absorbe de
manera rapida por la pared intestinal incorporandose a las proteinas (Weiss, 2003).
El selenio en forrajes y granos de semilla normalmente esta presente como selenio
organico en forma de selenocistina, selenocisteina y selenometionina, muestra que
las fuentes vegetales organicas son mas potentes que las inorganicas (Frape,

1998). En las plantas, el mayor compuesto selenificado, el cual se puede comprobar


https://www.google.com/search?sa=X&biw=1280&bih=569&tbm=bks&sxsrf=ALiCzsallAxuXvmRSAdIDm4nxrh4ycIWFQ:1653013013572&tbm=bks&q=inauthor:%22Hasnain+Walji%22&ved=2ahUKEwiEou6rge33AhVkDkQIHdafBxIQ9Ah6BAgKEAU

en raices como el ajo y la cebolla, es la metiloselenocisteina (Whanger, 2002). Se
sospecha que otras 30 selenoproteinas, también tienen importancia en la regulacién
metabdlica y se ha demostrado que se incorpora a las proteinas animales como

selenocisteina (Beckett y Arthur, 2005).

La disponibilidad de Se se ha reducido durante la ultima decada. Esto se
debe a la cantidad reducida de alimento necesario por unidad de ganancia de peso
y el coincidente aumento en el depdésito de proteinas corporales, que posible ha
contribuido a la aparicion de Mulberry Heart Disease (MHD) (Oropeza-Moe, 2019).
Factores como el clima, estacion del afio, tipo de suelo, la presencia de otros
elementos competitivos 0 contaminantes, las sucesivas fertilizaciones, las especies
forrajeras presentes y la edad de las plantas afectan la concentracién de minerales
presentes en los forrajes. Ademas, estos factores cambiar e incluso inhabilitar la
capacidad de los animales de cubrir sus requerimientos en micro minerales
(Georgievskii et al., 1982). Las plantas que crecen en tipos de suelos volcanicas,
gue practicamente no contienen Se, sufren deficiencia y esta deficiencia se vera

reflejada en los animales que se alimentan de estas plantas (Whanger, 2002).

Otra alternativa es utilizar fuentes inorganicas que se pueden administrar de
forma parenteral (soluciones inyectables), por via oral directa (premezclas, sales
minerales, bolos intrarruminales) y por via oral indirecta (fertilizacién de suelos con
Se); sin embargo, la alternativa de fertilizacibn de suelos con Se continda en
discusiéon generalmente por el desconocimiento del comportamiento bioldgico del
Se y por el peligro de provocar intoxicaciones (Stowe y Herdt, 1992). La mayoria de

los preparados comerciales son elaborados con selenito de sodio y la dosis
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recomendada es de 0.05 mg/Kg PV, que puede resultar baja en el tratamiento
parenteral y requerird repeticiones semanales (Carbajal et al., 2013). La
selenometionina puede funcionar como almacén de Se sin actividad al ser
incorporada directamente en la proteina corporal, a diferencia del Se inorganico que
se incorpora solamente dentro de un aminoéacido especifico que es la cisteina,

dentro de la selenoproteina (Kincard, 1995).

Se puede utilizar la selenometionina (selenolevaduras) y sales inorganicas
de Se (selenatos y selenitos), excepto en los inyectables. La suplementacion con
selenometionina implica casi el doble de la disponibilidad biol6gica de Se, que con
el uso de selenito (Xia, 2005) y es considerada adecuada por su mas rapida
incorporacion a las proteinas del animal (Jenkins e Hidiroglou, 1971; Nicholson et
al., 1991), sin embargo, su uso puede hoy ser seriamente discutido considerando la
incorporacion “bioactiva” del Se en las enzimas (Allan et al., 1999; Behne y
Kyriakopoulos, 2001). Las mezclas con selenometionina ademas son
considerablemente mas caras y en rumiantes es probable la transformacién de
sales inorganicas a selenometionina por la microflora ruminal (Kim et al., 1997). La
eleccion de la forma de suplementacion con Se dependera de las condiciones

productivas y la facilidad para utilizarla (Kott et al., 1983).

Farmacocinética de Se

A nivel transplacentario, el feto cubre sus necesidades en cantidades

variables dependiendo de la condicion de la madre. En el caso de los rumiantes el
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Se pasa al feto aun cuando la madre cuenta con niveles bajos de Se disponible (Abd
et al., 2007). Por esto se sugiere que es posible que la hembra sacrifique su propia
condicion para mantener el transporte de Se a la cria, llegando a observarse una
reduccion de los niveles plasméticos del Se materno, conforme avanza la gestacion
y los fetos aumentan de peso y tamafio (Beckett y Arthur, 2005; Abd et al., 2007).
En borregas primerizas, las concentraciones fetales de Se caen ligeramente en el
altimo tercio de la gestacion, en los dias 100 al 148, de 0.29 a 0.20 mg/Kg
(Langlands et al., 1982; Grace et al., 1986).

Cuando se administra selenio en forma de seleniato, este es principalmente
absorbido en el duodeno, se reduce a selenito, uniéndose a las proteinas
plasmaticas; asi, es llevado por el torrente sanguineo al bazo y al higado. El higado
actlia como reservorio de Se y es el 6rgano que mas refleja los niveles de Se en el
animal y sus variaciones en funcion del aporte (Mahan et al., 1975; Mahan y Kim,
1996). En el higado es reducido a Se elemental, por la glucosa, que lo lleva a todos
los tejidos excepto a los tejidos grasos. En los cerdos, se absorbe mas Se en la
dltima parte del intestino delgado, ciego y colon que en el estbmago y partes
proximales del intestino delgado (Wright y Bell, 1966).

La eliminacion del Se ocurre por medio de la respiracién, orina y excremento,
se elimina considerablemente y de manera relativamente rapida, aunque cuando el
consumo es alto tiende a acumularse causando lesiones en los tejidos (Villanueva,
2011). En rumiantes el selenio se elimina en heces y ocurre en dos etapas: La
primera etapa esta relacionada con la dosis administrada; la segunda, es
influenciada por la cantidad de Se presente en el animal (Pope et al., 1979). Otra

forma de excrecion es por medio de la exhalacion, la orina o la excrecion endogena
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fecal. En la secrecion biliar aproximadamente un 28% de la ingestion total
corresponde a Se; a pesar de que la mayor parte de reabsorbe, el resto se elimina
en las pérdidas enddgenas fecales, las cuales afectan negativamente el balance de

Se (Langlands et al., 1986).

En los rumiantes, la absorcion y digestibilidad de Se es muy baja, alrededor
del 19% en ovinos (Ammerman y Miller, 1975). La baja digestibilidad en rumiantes
es atribuida al ambiente reticulo-ruminal, el cual genera seleniuros que son formas
insolubles, donde los microorganismos ruminales podrian ocasionar pérdida
importante de Se, ya que estos contibuyen a convertir una parte del Se a Se
elemental y seleniuros, mientras que otra parte la incorporan a sus proteinas con la
formacion de selenoaminoacidos, selenometionina y selenocisteina, el posible uso

posterior aun se desconoce(Harrison y Conrad, 1984a,b; Harrison et al., 1984).

Mecanismo de accion de Se

El Se es un componente critico de las selenoproteinas, que participan en el
mantenimiento del estado redox y la desintoxicacion de especies reactivas de
oxigeno ROS (Zhang et al., 2020). El selenio es un mineral indispensable para el
desarrollo testicular normal, para la motilidad y funciéon espermatica, asi como para

la espermatogénesis.

El Se en pequeias cantidades, estimula los procesos vitales, es
indispensable para el funcionamiento normal del sistema inmune, corazoén,

musculos, higado, pancreas, rifiones, plasma, glébulos rojos, tiroides, y es también
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muy importante para mantener la integridad de las membranas celulares. Participa
en la absorcién de lipidos y tocoferoles en el tracto digestivo, a través de la lipasa
pancreatica. Forma parte de algunas enzimas de los microorganismos del rumen.
Por su alta actividad quimica, el Se actia también como un removedor de metales
pesados de la bioquimica del organismo animal, como un desintoxicante frente al
Cd, Hg, Al, As, Ag y Pb (Villanueva, 2011).

El principal efecto bioquimico del selenio tanto en animales como en
humanos es que tiene propiedades antioxidantes por medio de la enzima glutation
peroxidasa (GSH-Px) ligada al selenio, por lo tanto, protege los organulos y las
membranas celulares del dafio peroxidativo (Moslemi y Tavanbakhsh, 2011). La
GSH-Px dependiente de Se parece ser el principal dependiente de la enzima en el
tracto Gl y esta molécula podria ejercer un papel importante en la proteccion de los
mamiferos ante la toxicidad de los hidroperdxidos de lipidos ingeridos (Chu y
Esworthy, 1995; Chu y Doroshow, 1993). La GSH-Px dependiente de Se, se
expresa a niveles de concentraciones mas bajos cuando el organismo entra en
deficiencia de Se (Burk, 1991). La actividad y concentracion de glutatién peroxidasa
en sangre, se sugiere para valorar la concentracion de Se de manera indirecta
(L6pez-Gutiérrez et al., 2012). Posiblemente una baja actividad de GSH-Px reduce
la vida media de los macréfagos, afectando los fendmenos de presentacion
antigénica y las respuestas humorales, con menor concentracion de

inmunoglobulinas (Aziz et al., 1984).

Deficiencia y requerimientos de Se
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El problema de la deficiencia de selenio es endémico, desde el altiplano hasta
el sur de México, es por esto por lo que, los alimentos producidos en esta regién
son pobres en Se, ocasionando concentraciones inadecuadas para mantener las
funciones fisiolégicas en los animales (McPherson y Chalmers, 1984). Se
consideran niveles insuficientes de Se en el suelo cantidades menores a 0.5 mg/Kg,
o niveles en plantas menores a 0.1 ng/Kg (Smith y Sherman, 1994; Pugh, 2002).

La deficiencia de Se involucrada en miocardiopatias fatales es bien conocida
en los cerdos como Mulberry Heart Disease (MHD) (Lingaas et al., 1990; Grant-
Maxie y Robinson, 2016; Loynachan, 2012). Un modelo de deficiencia y reposicion
de Se en roedores mostro una distribucion distinta de las enzimas, lo que sugiere
que el corazén puede ser el 6rgano mas sensible al estrés oxidativo (Weitzel, 1990).
Probablemente esta deficiencia provoca un estrés oxidativo no compensado que
conduce a dafio, a menudo resultando en la muerte (Loynachan, 2012).

La insuficiencia de Se sefiala baja fertilidad en machos afectados, con semen
de baja calidad, bajas cuentas espermaticas e incremento de anormalidades.
Principalmente se han observado anomalias de la pieza intermedia y flagelo del
espermatozoide que ocurren desde la espermiogénesis testicular, estas anomalias
se han ligado a la baja actividad de una glutation peroxidasa, llamada espermo-
nacleo GSH-Px (snGSH-Px) presente en el nacleo del espermatozoide, Unico lugar
donde existe la selenoproteina, que se cree participa en los arreglos de las proteinas
asociadas al ADN (Beckett y Arthur, 2005). Kaur y Bansal (2004) demostraron que
los niveles de testosterona, FSH, LH se redujeron significativamente durante la

deficiencia de Se.
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La deficiencia de Selenio afecta los niveles de inmunoglobulinas tipo G (IgG)
y la funcion de las células T, factores que determinan mayor severidad y prevalencia
de enfermedades usualmente presentes en los animales (John et al., 2003).

El diagndstico de la deficiencia de Se, se ha correlacionado entre la
determinacion de Se y la actividad de GSH-Px en sangre, sin embargo, cuando
pretende medir la respuesta a la suplementacion se considera preferente la
determinacion directa del Se en sangre y en tejidos (higado, riidn), aunque se trate
de un proceso mas elaborado y por consecuente mas costoso (Koller y Exon, 1986;
Stowe y Herdt, 1992).

En animales, como el ganado, los requisitos de Se son diferenciados segun
la musculatura (Mehdi y Dufrasne, 2016). El nivel de Se sugerido para un aporte
adecuado en ovinos y capinos es el ofrecimiento de 0.1 a 0.3 ppm/MS en el total de
la dieta (Ullery et al., 1978; Smith y Sherman, 1994). En México, segun las
experiencias obtenidas, se sugiere utilizar una dosis de 0.25 mg de Se en corderos
aparentemente sanos y 0.5 mg en corderos con signos de distrofia muscular

nutricional o enfermedad del masculo blanco (Ramirez, 2009).

Toxicidad de Se

La intoxicacion por Se es una amenaza seria en las regiones donde el
elemento se encuentra disponible en exceso en los suelos (Driscoll y Copeland,
2003). Segun Ref. (Bezerra et al., 2009) la concentracion de Se de 50 ng/g se
considera marginal mientras que 80 ng/g es adecuado y mas de 300 ng/g se

considera como niveles téxicos.
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El cuadro de toxicidad por Se ocurre en dos formas, la aguda que puede
resultar de un consumo en exceso, en una sola ocasion, de plantas seleniferas que
contienen mas de 20 mg/Kg (Rosenfeld, 1964; Kim y Mahan, 2001) o de la inyeccion
de una sobredosis de mas de 1.6 mg/Kg de peso corporal de Se, presentando
trastornos nerviosos, ceguera, depresion, disnea, mucosas pélidas, ataxia,
hipertermia, pulso débil, dolor abdominal, diarrea oscura, meteorismo, poliuria,
neuritis espinal y muerte (Millar y Williams, 1940; Mahan y Moxan, 1984; James et
al., 1992; Villanueva, 2011). En casos como este, a la necropsia se observan
hemorragias sistémicas en forma dominante. No existe tratamiento especifico para
los casos agudos de intoxicacion por Se y los animales afectados mueren incluso

antes de establecer el diagnéstico.

La otra forma de toxicidad por Se, es la cronica o “Enfermedad del alcali’ y
ocurre cuando los animales consumen cantidades de 5 a 20 ppm durante largos
periodos de tiempo (Goehring et al., 1984; Mahan y Moxan, 1984). En esta forma
de toxicidad crénica se presentan signos como paralisis de la lengua, sialorrea,
disnea, hipotermia, emaciacion, anemia, dermatitis, alopecia, rigidez y cojera debido
a erosion en la unién de los huesos grandes, pérdida de pezufias y cuernos, nefritis,
desarrollo embrionario anormal, atrofia del corazén y cirrosis hepatica (Ekermans y
Schneider, 1982; NRC, 1983). A la necropsia se observa degeneracién del musculo
cardiaco (NAS, 1971). Para contrarrestar esta forma de toxicididad por Se, la
fertilizacion de los campos con azufre puede mejorar la relacién azufre/selenio en el

suelo y reducir la captacion de Se por las plantas (Hefnawy y Pérez, 2008).
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CAPITULO 3

Caracteristicas de Vit. E

La vitamina E es liposoluble y presenta una estructura constituida por
tocoferoles. Es uno de los nutrientes antioxidantes y existe de modo natural bajo
muchas formas diferentes. La vitamina E también se conoce como “vitamina anti-
esterilidad” o antioxidante secuestrante. Puede suprimir la produccion de ROS y

reducir la produccion de oxido nitrico (Sies et al., 1992; Walji, 2007).

Entre varios nutracéuticos y aditivos, la vitamina E se considera mas potente,
debido a los efectos benéficos sobre la calidad del semen (Yousef et al., 2003).
Ademas, la vitamina E es el principal constituyente del sistema de defensa
antioxidante de la membrana del espermatozoide, protegiendo contra especies
reactivas de oxigeno y atacando la peroxidacién lipidica. La vitamina E ayuda a

mantener la homeostasis de las células (Kale et al., 1999).

La suplementacion con Vit. E aumenta la produccion total y la concentracion
espermatica en pollos (Surai et al., 1998%; Lin et al., 2005), pavos (Donoghue y

Donoghue, 1997), conejos (Yousef, 2010) y carneros (Yue et al., 2010).

Una deficiencia de Vit. E puede provocar efectos perjudiciales en los érganos
reproductivos, como dafio testicular y degeneracion en espermatogonias y tubulos
seminiferos (Wilson et al., 2003). Al igual que, alteracion de la sensibilidad a la
vibracion y la posicion, resultando en cambios en el equilibrio y la coordinacion,

pérdida de los reflejos tendinosos, debilidad muscular y trastornos visuales.


https://www.google.com/search?sa=X&biw=1280&bih=569&tbm=bks&sxsrf=ALiCzsallAxuXvmRSAdIDm4nxrh4ycIWFQ:1653013013572&tbm=bks&q=inauthor:%22Hasnain+Walji%22&ved=2ahUKEwiEou6rge33AhVkDkQIHdafBxIQ9Ah6BAgKEAU
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Ademas, existen lisis de eritrocitos, prolongacion del tiempo de coagulacion y

almacenamiento deficiente de Vit. A (Escott-Stump, 2011).

Farmacocinética y mecanismo de accion de Vit. E

La vitamina E después de su aplicacion via intramuscular es absorbida en la
parte proximal del ID por difusion dependiente de micelas y es transportada por el
sistema circulatorio via beta-lipoproteina. Generalmente se absorbe de 20 a 40%
de la vitamina E ingerida en las comidas. La bilis y las secreciones pancreéticas son
necesarias, ademas de las particulas VLDL y LDL para transportarla a los tejidos.
Una Ul de Vit. E equivale a 0.67 mg de RRR-alfa-tocoferol y 1 mg de toco-rac-alfa-
tocoferol. Se almacena en el tejido adiposo. Es metabolizada en higado y se elimina

principalmente en bilis y en menor cantidad en orina y leche (Escott-Stump, 2011).

La Vitamina E puede eliminar ROS (Niki, 2014; Guo et al., 2018) y actia como
estabilizador de la permeabilidad de la membrana celular (Navarro et al., 1999;
Wang y Quinn, 1999). Los tocotrienoles y otras formas influyen en el metabolismo
del colesterol, arterias cardtidas e inmunidad contra el cancer. La forma natural de
la Vit. E es el D-a-tocoferol. La forma sintética DL-a-tocoferol es menos efectiva
(Escott-Stump, 2011). La suplementacién con Vit. E impide la autooxidacién de los
lipidos, participa en el sistema muscular, vascular, reproductivo, nervioso central y
en la sintesis de prostaglandinas mejorando la actividad del sistema inmunitario

(Escott-Stump, 2011).
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CAPITULO 4

Relacién de Sey Vit. E

El Se y la Vit. E juegan un papel critico en muchos procesos fisiolégicos,
especialmente para la inmunidad, reproduccion y defensa antioxidante (Sezer et al.,
2020; Kaya et al., 2019; Butt et al., 2019). Existe una correlacion entre el Se y la Vit.
E, en la cual cualquiera entre ellos puede sustituir al otro, hasta cierto punto, pero
nunca en su totalidad. Para que exista una absorcion maxima de Vit. E, se requiere
la presencia de niveles normales de Se y viceversa (Villanueva, 2011). Surai (2002)
confirmo6 que la vitamina E no elimina todos los radicales libres y que el resto es
dependiente sobre la actividad de Se-GSH-Px. Ademas, incluso a niveles muy altos

de vitamina E en la dieta hay una necesidad de Se (Cheng et al., 1999; Surai, 2002).

Se ha demostrado que la Vit. E est4 presente en la membrana celular de los
espermatozoides, donde ayuda a mantener la integridad de la membrana
(Donoghue y Donoghue, 1997); y el Se funciona en todo el citoplasma para destruir
los perdxidos (Surai”, 2002) lo que sugiere una sinergia entre ambos en el sistema
antioxidante. Ademas, tanto la vitamina E como Se son necesarios para el desarrollo
y produccién de los espermatozoides, a través de sus efectos sobre aumentar las
concentraciones de testosterona (Kaur y Bansal, 2004). Por lo tanto, la combinacion
de suplemento de vitamina E con Se organico podria mejorar aun mas la calidad
seminal como GSH-Px dependiente de Se continta el trabajo de vitamina E

desintoxicando hidroperéxidos (Surai, 2002; Agarwal et al., 2005).
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La vitamina E o el Se pueden regular la proliferacion celular (Gao et al., 2020),
la apoptosis (Miranda et al., 2011) y la secrecién de hormonas esteroides a través
de la modulacién de la expresion del ciclo celular (Yao et al.,, 2018) y genes
relacionados con la esteroidogénesis (Yao et al., 2018; Sen-Gupta et al., 2004),
promoviendo asi el desarrollo folicular. Estas sustancias comparten un mecanismo
de accion similar, reducen el estrés oxidativo testicular, ayudando en la
recuperacion rapida de tejidos testiculares y restaurar las caracteristicas de calidad
del esperma mejorando el desempefio reproductivo de machos y hembras que
estan bajo estrés oxidativo (Ahmed et al., 2020; Mahmood et al., 2020; Shahat et
al., 2020). Los testiculos sometidos a choque térmico por estrés caldrico presentan
inhibicion de los mecanismos de defensa antioxidantes locales frente a los radicales
libres y la peroxidacion lipidica. La Vit. E y el Se protegen las membranas bioldgicas
contra los radicales libres para evitar la peroxidacion lipidica de la membrana (Xavier
et al., 2016). También se ha encontrado que la suplementacion de bufalos-toros con
selenio y/o vitamina E mejoré la libido (Khalifa, 1997), ademas, aumenta la
concentracion, motilidad y viabilidad, longevidad y calidad espermética de semen
de carnero enfriado mientras disminuye las anomalias esperméticas en ratones y
ratas (Azawi y Hussein, 2013; Kendall et al., 2000; Husein et al., 2011). (Véase la

Figura 1).
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Figura 1. Respuesta a la deficiencia de Se en la ultraestructura de nuacleos de
espermatozoides de ratones mantenidos en dos dietas, a. Selenio suficiente o b. Selenio
deficiente. Se examinaron por transmision microscopia electronica (x15.000). Los nlcleos
de espermatozoides de animales con suficiente selenio eran uniformemente densos en
electrones, y la envoltura nuclear estaba intacta. Por otro lado, los ndcleos de los
espermatozoides de animales deficientes en selenio exhibieron una densidad de electrones
heterogénea, y la envoltura nuclear estaba frecuentemente interrumpida (flechas). El
recuadro en b muestra una parte del nlacleo bajo mayor aumento (x 20,000) (Sanchez-

Gutiérrez et al., 2008).

En un estudio de Kaya et al., (2019), se determiné que la aplicacion de Vit. E
mas selenio aumentd la actividad de la arginasa en el volumen seminal, en el
plasma seminal, la motilidad y la concentracion de los espermatozoides, mientras
que redujo nivel de o6xido nitrico en plasma seminal y pH del semen. Como
resultado, se sugirié que las aplicaciones de Vit. E mas selenio pueden mejorar el

rendimiento reproductivo en carneros.
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Se mas Vit. E y espermatogénesis

Tanto los testiculos como el epididimo requieren suministrado exdgeno de
Se para sintetizar una variedad de conocidas selenoproteinas, cuyo papel en la
espermatogénesis y la maduracion post testicular de los espermatozoides no esta
claramente definida (Ali et al., 2009). La pieza intermedia de la cola del esperma
estd rodeada por una espiral compuesta en gran parte por mitocondrias. Se ha
identificado una selenoproteina en el exterior de la membrana mitocondrial en ratas
(Brown y Burk, 1973; Calvin y Cooper, 1979) y espermatozoides de toro (Pallini y
Bacci, 1979), lo que propone que el selenio tiene un papel en el desarrollo celular
de los espermatozoides. Se mostré una alteracién en la pieza central de la cola
cuando verracos fueron alimentados con dieta baja en Se (Marin-Guzman et al.,
2000). El selenio también se requiere en abundancia durante la espermatogénesis
y recoleccién de semen para combatir el estrés oxidativo (EI-Mokadem et al., 2012).
En machos criados con una dieta baja en selenio, se encontré hipogonadismo
masculino, asi como una produccién reducida y deteriorada calidad del semen
(Kleene, 1993). El selenio afecta directamente a las células intersticiales de los
testiculos e indirectamente a través del impacto sobre la secrecién de hormonas de

la adenohipdfisis (Yousef et al., 1990).

En un estudio de Mojapelo y Lehloenya (2019), reporté que la
suplementacién con selenio mejor6 la apariencia del semen, la motilidad progresiva,
la concentracién y viabilidad de los espermatozoides, mientras que redujo el
porcentaje de esperma anormal al alcanzar la pubertad. Y aumenté las

concentraciones de testosterona y hormona luteinizante en cabritos Saanen. Los
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porcentajes de espermatozoides muertos y anormales se redujeron en los grupos
tratados con selenito de sodio mas Vit. E 2 veces por semana durante un mes

(Gamal et al., 2013).

La LH es responsable de mejorar la produccién de testosterona y, por lo
tanto, un aumento en la secrecién de LH dirigirhA a un aumento en el tamafio
testicular. En un estudio de Mojapelo y Lehloenya (2019), también se observé que
las concentraciones de testosterona y la LH fluctuaron, aunque, LH fue
continuamente aumentando en los cabritos machos suplementados con Se.
También ha sido documentado que los cambios en el tamafio testicular estan
estrechamente relacionados con la produccion de testosterona (El-Zelaky et al.,
2011) y un aumento de LH estimula el crecimiento testicular y espermatogénesis en

el macho cabrio puberal (Ahmad et al., 1996).

Se més Vit. Ey pubertad

La pubertad sefiala un instante a partir del cual los animales, tanto machos
como hembras, comienzan a tener un interés realmente productivo (Zavala-
Elizarraraz et al., 2008). El momento del inicio de la pubertad va a condicionar la
duracion de la vida reproductiva del animal, por lo que al adelantar su aparicién se
consigue alargar la misma y, en consecuencia también la vida productiva (Bailos,
2018).

El peso corporal ha demostrado ser un mejor indicador del logro de la
pubertad que la edad (Valasi et al., 2012). En las cabras, la pubertad ocurre cuando

un cordero ha alcanzado un peso corporal del 40% al 50% del peso de un adulto
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(Elhammali, 2014; Barth et al., 2008). Wilkins et al. (1982) encontraron un aumento
en el peso corporal de carneros suplementados con Se. El selenio representa un
papel en el metabolismo de las hormonas tiroideas que se sabe estan involucradas
en el mecanismo del crecimiento (Chadio et al., 2005). Por lo tanto, podria
interpretarse que un mayor peso corporal de las cabras suplementadas con Se

podria ser la razon de la mejora de las caracteristicas reproductivas.

El peso corporal del cordero a los 30 dias de edad mejor6 significativamente
mediante la administracion de vitamina E y una combinacion de vitamina E y selenio.
De manera similar, la ganancia de peso promedio (80.00, 90.50 y 91.25) mejoro (p
< 0,05) luego de la administracion de vitamina E y selenio. El efecto beneficioso de
la suplementacién con selenio y vitaminas sobre el peso corporal de los corderos y
el aumento de peso diario se ha informado anteriormente (Boscos et al., 2002). Akpa
et al. (1994) informé una ganancia diaria promedio de 79.3 g, mientras que (Osinowo

et al., 1991) observé una ganancia de peso diaria de 91.8 g.

Mojapelo y Lehloenya (2019) demostraron que la suplementacion con Se en
cabritos machos prepuberes en una dieta deficiente en Se mejor6 la ganancia de
peso corporal y redujo el tiempo hasta el inicio de la pubertad. De acuerdo con los
resultados del estudio (Shi et al., 2010), informé que la suplementacién con Se
resultd en una respuesta positiva de crecimiento en cabritos machos. El mayor peso
corporal confirma que la suplementacion con Se juega un papel critico en el
desarrollo estructural y la funcion de muchos sistemas celulares, incluido el sistema

inmunitario, y ganando masa de tejidos corporales (Kumar et al., 2009).
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CAPITULO 5

Efecto macho

En ovejas y cabras, la exposicion a machos maduros estimula el sistema
neuroendocrino reproductivo de las hembras anéstricas, lo que conduce a una
ovulacion fuera de temporada, el llamado "efecto macho” (Martin et al., 1986;
Delgadillo et al., 2009). El efecto macho tiene la capacidad para aumentar la
secrecion de hormonas reproductivas e inducir la ovulacion (Hawken y Martin,
2012).

Recientemente ha habido un resurgimiento en el nimero de articulos
cientificos publicados sobre el efecto macho, probablemente impulsado por el
potencial del fenbmeno como métodos 'limpios, verdes y éticos' de controlar la
reproduccion (Delgadillo et al., 2004; Martin y Kadokawa, 2006; Martin et al., 2004).
La ovulaciéon inducida por machos fue reportada por primera vez en ovinos en la

década de 1940 y se denominé "efecto macho" “ram effect” (Underwood, et al.,
1994; Hawken y Martin, 2012). En las cabras, este fendmeno fue descrito mas
adelante (Shelton, 1960). Sin embargo, hay pruebas de que los cientificos conocian
la capacidad de los carneros para estimular la actividad reproductiva entre un
rebafo de ovejas desde principios del siglo XIX (Girard, 1813).

En cabras y ovejas anéstricas, la exposicion a un macho provoca
inmediatamente un incremento en la frecuencia y amplitud de los pulsos de LH

(Alvarez y Zarco, 2001; Hawken y Martin, 2012). Si el estimulo de los machos

permanece por varias horas o dias, el incremento en la secrecion de hormonas
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hipofisarias (LH y FSH) provoca el desarrollo de los foliculos ovaricos, que secretan
elevadas cantidades de estradiol, lo que permite la aparicion del pico preovulatorio
de LHy la ovulacién (Chemineau, 1987; Ungerfeld et al., 2004). Igualmente funciona
para restablecer la actividad ovarica posparto (Pérez et al., 2002). Un concepto
esencial es inducir la ovulacion sincronizadamente, ya que esto facilita la
inseminacion artificial (Hawken et al., 2007).

En concreto, cuando se juntan carneros o machos cabrios con ovejas o
cabras anovulatorias, respectivamente, que hayan permanecido previamente
aisladas de los machos, una proporcién del rebafio ovulard, mostrard estro y
guedara prefiada (Chemineau, 1987; Martin et al., 1986). También se ha sugerido
que este estimulo sexual puede desencadenar la lutedlisis durante la fase Iutea
avanzada (Ungerfeld et al., 2003), como se ha propuesto en cabras (Chemineau,

1983; Hawken et al., 2007b).

Comportamiento sexual y efecto macho

Recientemente, el ovino doméstico se ha vuelto una valiosa herramienta para
comprender el comportamiento sexual, los sistemas endocrinos y neurales
relacionados con la reproduccion (Perkins y Roselli, 2007). Dado que las
proporciones de animales recomendadas para los productores de ovejas es entre
1:30 y 1:50 carneros a ovejas, los productores deben asegurarse de que sus

carneros sean eficientes (Perkins y Roselli, 2007).

La activacion estacional del eje reproductivo inicia con elevaciones ciclicas

de progesterona y estradiol que desencadenan la expresion del comportamiento
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estral en la oveja, y estimula una mayor produccion de testosterona por parte de los
testiculos de los machos, que a su vez desencadena la expresion de la libido en el
carnero. La mayoria de los carneros domésticos se aparearan fuera de temporada,
pero no exhiben un pico de rendimiento a menos que se les brinde una exposicion
regular a ovejas en estro (Tulley y Burfening, 1983; Tilorook y Cameron, 1990). Por
lo tanto, los estudios de comportamiento sexual en machos se planifican mejor

durante el pico de la temporada de reproduccién en otofio y principios de invierno.

La intensidad del comportamiento sexual mostrado por los machos puede
influir en la respuesta endocrina y ovulatoria de las hembras. En un trabajo de
Perkins y Fitzgerald (1994), una mayor proporcion de ovejas ovularon cuando fueron
expuestas a carneros que mostraron un comportamiento sexual intenso que ovejas
gue estuvieron expuestas a machos que mostraban un bajo comportamiento sexual.
En ovejas y cabras, la presencia continua de carneros sexualmente activos impidio
la disminucion estacional natural de las concentraciones plasmaticas de LH de las
ovejas, probablemente, al prevenir la retroalimentacion estacional negativa del

estradiol sobre la secrecion de LH (Abecia et al., 2019).

La importancia de la duracion de contacto entre macho y hembra para inducir
la ovulacion se ha reportado en varios estudios. Murtagh et al., (1984); Oldham y
Pearce, (1983); Signoret et al., (1982) han sugerido que la presencia continua del
macho se requiere para que maximice las respuestas endocrinas u ovulatorias de
las hembras al estimulo del macho. En ovejas, 6 h de contacto con carneros induce
un rapido aumento en la secrecion de LH, pero no es suficiente para provocar la

ovulacion, y la secrecion de LH vuelve a los niveles previos a la estimulaciéon
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después de que se extrae el macho (Pearce y Oldham, 1984). En ovejas y cabras,
la introduccion de machos en un grupo de hembras anovulatorias estacionales
puede activar la secrecion de LH, lo que conduce a la ovulacién dentro de los
primeros 5 dias de contacto (Chemineau, 1987; Delgadillo et al., 2009; Chanvallon
et al., 2011). Signoret et al. (1982) determinaron que el 20% de las ovejas ovularon
cuando se expusieron a carneros durante 24 h, y que esto aumento al 51% durante
4 dias de exposicion, y al 61% para 13 dias de exposicién. En un estudio en
Inglaterra, la presencia permanente de carneros condujo a una distribucién del celo
mMA&s sincronizada que a una exposicion a carneros a corto plazo (24 h) repetida a

intervalos de 17 dias hasta el apareamiento (Hawken y Beard, 2009).

La presencia continua de los machos estimulantes parece ser necesario para
mantener una alta frecuencia de pulsos de LH. Sin embargo, la ovulacién se puede
inducir incluso si los machos estan presentes de forma intermitente. Parece
probable que cada reintroduccion de machos induce pulsos de LH, especialmente
con machos sexualmente activos, y que estas rafagas sucesivas de pulsos son
suficientes para promover el desarrollo folicular del ovario a través de
retroalimentacion positiva, el aumento de LH y la ovulacién. Por tanto, el contacto
continuo no parece un requisito absoluto. Si se confirmara la eficacia de la
exposicion intermitente, puede significar que las hembras responden a cada
exposicion sucesiva a machos como si los machos fueran nuevos (Delgadillo et al.,
2009). Las hembras pueden aprender y recordar la identidad de machos nuevos y
familiares, como ya se informé en reconocimiento madre-joven (Levy y Keller, 2004)

y esto podria explicar la capacidad de nuevos carneros para inducir la ovulacién en
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ovejas que han tenido cerca (Cushwa et al.,, 1992) o contacto directo (Pearce y
Oldham, 1988). La importancia de la novedad de machos no se limita a las ovejas
en anestro porque, en ovejas ciclicas, la sustitucion de carneros cada 17 dias
cambia la distribucion del estro en comparacion con ovejas mantenidas con los

mismos carneros hasta el apareamiento (Hawken y Beard, 2009).

Un estudio de Price et al. (1999) muestra que la exposicidn intermitente de
corderos a temprana edad a ovejas en estro pueden mejorar su desempefio sexual
con los afos. Los carneros que pasaban mucho tiempo cerca de las ovejas en estro
en distintos corrales, pero mas proximos tienden a ser mas activos sexualmente. La
exposicion temprana de carneros con las hembras aumentara la probabilidad de
gue los carneros se vuelvan sexualmente activos a una edad mas temprana.

Dewsbury (1981) ha propuesto que los comportamientos del macho se

pueden describir sobre la presencia (o ausencia) de cuatro eventos o criterios:

1. Empuje intravaginal: algunas especies (por ejemplo, ratas de laboratorio,
gatos, ganado, ovejas, cabras) exhiben un solo empuje intravaginal profundo
durante la eyaculacidén, mientras que otras especies (por ejemplo, la mayoria de los

primates) muestran empujes repetitivos.

2. Intromisiones mudltiples: algunas especies (p. €j., ratas de laboratorio)
nunca eyaculan en su primera intromision, mientras que otras especies (p. €j.,

vacas, ovejas, cabras) son capaces de eyacular en su primera insercion del pene*.

*El nUmero de intromisiones por el macho también puede afectar el nimero

de espermatozoides eyaculados (Toner y Adler, 1986). Las intromisiones facilitan el
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transporte de esperma en la hembra desde el sitio de depdsito en el Gtero (Adler,
1969). Ademas, actian en la eliminacion de tapones copulatorios, yesos vaginales
y otros materiales del tracto reproductivo de la hembra para que se pueda depositar

un tapdn ajustado con la eyaculacion (Dewsbury, 1981).

3. La estimulacién vaginal también puede aumentar o disminuir la
receptividad femenina posterior (Carter y Schein, 1971; Komisaruk y Diakow, 1973).
Las intromisiones multiples y las eyaculaciones multiples son importantes para

iniciar los reflejos neuroendocrinos criticos para la prefiez.

Los carneros usan sefales olfativas para detectar ovejas en celo (Lindsay,
1965). Si se introduce en un corral a una oveja receptiva junto con un carnero con
experiencia sexual previa, el carnero se acercara a ella en cuestion de segundos.
Existen varios comportamientos estereotipados que el carnero puede realizar antes
de su monta inicial. Estos comportamientos incluyen, olfateo de la regién ano genital
de la oveja; pateando su flanco repetidamente con su pata delantera mientras esta
de pie detrdas y en un pequefio angulo con respecto a ella (patada delantera); y
acariciando, lamiendo y mordisqueando su flanco y area anogenital. Antes de la
copula, los carneros elevaran la cabeza retrayendo el labio superior en respuesta al
olor o sabor de la orina de la oveja, un comportamiento denominado Flehmen
(Véase Figura 2). La respuesta de Flehmen atrae olores no volatiles hacia el 6rgano
vomeronasal para su deteccion por el sistema olfativo accesorio. Los machos
emiten vocalizaciones semejantes a “gargaras” de tono bajo antes y durante el
pateo de la oveja. La suma total de estos comportamientos en el macho se

denomina con frecuencia "comportamientos de cortejo” (Perkins y Roselli, 2007). El
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comportamiento de monta en carneros se acompafia de una serie de empujes
pélvicos superficiales. Los carneros suelen montar numerosas veces antes de la
penetracion vaginal y la eyaculacién, aunque un carnero experimentado puede
eyacular desde la primera monta. Los carneros pueden eyacular multiples veces
con una sola hembra, pero los intervalos entre sucesivas eyaculaciones tienden a

prolongarse (Bermant et al., 1969).

Figura 2. Flehmen (Banks, 1964)

Prueba de comportamiento sexual en machos

En la prueba de comportamiento sexual, los carneros son expuestos
individualmente a 3 0 4 ovejas en celo inducido mediante hormonas, restringidos en
corrales de 4m x 4m durante 10 min. Segun resultados de Hulet y col. (1962), se
observé que los carneros copulaban en todas las horas del dia y de la noche, con
namero de copulas maximas por hora entre las 8:00 a. m. y las 10:00 a. m. Es por

esto por lo que las pruebas de capacidad de servicio suelen realizarse durante las
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primeras horas del dia. Antes de realizar la prueba, no es necesario el aislamiento
completo de las hembras de los machos para la aplicacion efectiva del efecto
macho. Oldham y Cognié (1980) encontraron que dos semanas de aislamiento fue
suficiente para que los carneros indujeran la ovulacion en las ovejas en anestro y
Cohen-Tannoudji y Signoret (Cohen-Tannoudji y Signoret, 1987) demostraron que
24 h de aislamiento después de la exposicion a corto plazo a los carneros fue
suficiente para que las ovejas respondieran a los carneros con una mayor secrecion
de LH. En la prueba se mide mediante observacion directa la latencia de monta,
frecuencia de monta, latencia de eyaculacion, frecuencia de eyaculacion e intervalo
post-eyaculatorio (Perkins y Roselli, 2007), empuje, pataleo, olfateo anogenital
(Delgadillo et al., 2015). Los carneros se pueden clasificar como sexualmente

activos o inactivos después de su primera prueba con hembras.

Algunos carneros sexualmente inactivos comenzaran a copular cuando sean
provistos de oportunidades adicionales. Estos carneros son tipicamente llamados
“‘de bajo rendimiento sexual” porque inseminan menos hembras (Perkins et al.,
1992). Entre el grupo de carneros identificados como sexualmente inactivos, son
carneros que no montaran hembras, pero montaran comparfieros de corral machos.
Un carnero que falla en volverse sexualmente activo cuando se expone
individualmente a por lo menos tres hembras en celo durante 20 min en repetidas
ocasiones, y que monta machos exclusivamente en presencia de hembras en celo
es clasificado como un carnero orientado al macho (Perkins y Roselli, 2007).
También existen mecanismos de aislamiento reproductivo, los cuales se han

clasificado tradicionalmente en dos categorias: pre-apareamiento y pos-
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apareamiento (Mayr, 1963; Dewsbury, 1978). El aislamiento resultante de la
incompatibilidad de cortejo (pre-apareamiento) se ha denominado “aislamiento
etolégico” (Mayr, 1963), o "aislamiento de cortejo". El "aislamiento neuroendocrino”,
donde los animales pueden copular y los machos pueden transferir esperma, pero
la reproduccion puede fracasar si no se activan los reflejos neuroendocrinos

femeninos, es la categoria de aislamiento pos-apareamiento (Dewsbury, 1978).

Es importante mencionar que Hulet et al. (1962) demostré que el éxito en el
desemperio copulador puede ser obstaculizado por la presencia de otros carneros
en el corral. La necesidad de copular rapidamente es fundamental, ya que los
machos dominantes “protegen” a ovejas en estro al reaccionar agresivamente hacia
cualquier otro macho (Price et al., 1991). A medida que se acerca la temporada de
reproduccion, los machos ovinos no domesticados se congregan y a menudo se
involucran en peleas que se cree estabilizan las jerarquias de dominio. Durante el
celo, los carneros se dispersan y se mueven entre el rebafio en busca de ovejas en
celo. Una vez finalizada la temporada de reproduccion, los carneros se restablecen
en un grupo masculino y pueden alejarse del area de las hembras (Perkins and
Roselli, 2007). La competencia entre machos por el acceso a las hembras ha sido
casi eliminada a través de la practica estandar de utilizar un corral de un solo

espacio durante muchas generaciones (Price, 1987).

Calderdn-Leyva et al., (2017) registro en un experimento las frecuencias de
comportamiento sexual apetitivo (CSA), comportamiento sexual consumatorio

(CSC) e indicadores de reposo sexual (IRS) en carneros (Tabla 1).
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Tabla 1. Principales comportamientos relacionados al comportamiento sexual apetitivo

(CSA), comportamiento sexual consumatorio (CSC) e indicadores de reposo sexual (IRS)

de carneros.

COMPORTAMIENTO

DESCRIPCION

COMPORTAMIENTO SEXUAL APETITIVO (CSA)

Flehmen

Olfateo anogenital

Aproximacion

Pataleo

Vocalizacion

Desenvaine

Elevacion de la cabeza y retraccion del labio superior en respuesta al
sabor y olor de orina de oveja u olor ambiental

Olfateo en la region genital de la oveja

Frotar, lamer y/o mordisquear superficialmente el flanco de la oveja con
intensidad y pasién

El carnero se para detras de la oveja en un pequefio angulo con respecto a
ella'y le da una patada en el flanco con una de las patas delanteras

Emision de sonidos regularmente durante las aproximaciones o pataleo

Extrusion parcial de pene

COMPORTAMIENTO SEXUAL CONSUMATORIO (CSC)

Intentos de monta

Monta

El carnero se para detras de la oveja y hace movimientos con la intencién
de copular, permanecen ambas patas delanteras en el aire, pero no son
colocadas de forma segura sobre la oveja

Intrusion del pene en la vagina de la oveja con uno 0 mas empujes y por lo
tanto puede ocurrir la eyaculacion caracterizada por la elevacidn hacia
atrés de la cabeza del carnero

INDICADORES DE REPOSO SEXUAL, AGRESIONES Y ESCAPE (IRS)

Aislamiento de pie

Aislamiento echado

Tiempo de echado

Distracciones externas

Postrado de pie en algan lugar del corral separado de la oveja, y
mostrandose indiferente a la presencia de esta

El macho yace echado independientemente de si esta lejos de las ovejas o
si estan junto a él

El tiempo que el macho permanece echado, si se echa dos 0 méas veces
esto suma para obtener el total

El macho se queda entre las ovejas, pero si hay ruidos o movimientos en
el exterior del corral, llaman su atencion
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Intentos de huida Busca una oportunidad para salir del corral, da paseos por los alrededores
del corral de manera inquieta y cuando tenga oportunidad para salir, saltar
la cerca

Agresiones Golpea a las ovejas que se le acercan o encuentra en su camino

Nota: Las categorias y los componentes del comportamiento sexual de los carneros se han descrito y
detallado anteriormente (Bermant et al., 1969; Price 1993; Odagiri et al., 1995; Maina y Katz, 1999;
Perkins y Roselli, 2007).

Circunferencia escrotal y eficiencia reproductiva

Se ha informado que existe una estrecha relacion entre el tamafio testicular
y la produccion de espermatozoides como se observa en machos de mayor edad
(Toe et al., 1994; Al-Ghalban et al., 2004). Es posible que los carneros que poseen
testiculos pequefios no produzcan suficiente esperma durante el periodo de
apareamiento para mantener buenas tasas de fertilizacion (Mahmoud, 2002). Otros
estudios (Matos y Thomas, 1991; El- Zelaky, et al. 2011) han descrito una estrecha
correlacién entre el tamafio de los testiculos y las concentraciones plasmaticas de
LH, FSH y testosterona. El aumento de testosterona es una indicacion de que las
células de Leydig tienen una mayor capacidad de respuesta a las gonadotropinas
gue son estimuladas por el mecanismo del receptor de LH en funcionamiento que
controla el almacenamiento y liberacion de testosterona (Marin-Guzméan y Mahan,
2000). Ademaés, se ha informado que la suplementacibn con Se mejora la
concentracion de testosterona que tiene un efecto directo sobre la actividad sexual

secundaria (Mahmoud et al., 2013).

La circunferencia escrotal (CE), es la medida testicular mas importante, ya

gue se correlaciona positiva y directamente con el peso testicular y la produccién
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espermética, e indirectamente con la edad a la pubertad y la tasa ovulatoria de sus

crias (INIFAP, 2006).

El aumento de la circunferencia escrotal muestra un efecto benéfico del Se
como antioxidante que participa en la estabilidad de las membranas celulares, el
proceso de crecimiento celular y la morfologia testicular (Behne y Weiler, 1996). El
aumento en el largo y ancho testicular muestra un efecto benéfico para el desarrollo
de células germinales y células de Sertoli, por lo tanto, llevan a un aumento del

tamanfo testicular (Marin-Guzman y Mahan, 2000).

MARCO REFERENCIAL

En esta segunda parte, desarrollamos el marco contextual o referencial de este
estudio. En el Capitulo 6, partimos de la estacionalidad reproductiva en ovinos y la
influencia de las altas temperaturas o estrés calorico en el desempefio sexual de los
machos. Para finalizar, presentamos la definicion del concepto de estrés oxidativo
causado por especies reactivas de oxigeno (ROS) y la funcion de los antioxidantes

en el Capitulo 7, profundizando en las influencias a nivel reproductivo.

CAPITULO 6

Estacionalidad reproductiva en ovinos

La estacionalidad reproductiva, como parte del proceso de selecciéon natural,
es un medio de adaptacion desarrollado por algunos mamiferos silvestres como una
estrategia para reducir el impacto negativo del ambiente (temperatura, humedad y

disponibilidad de alimento) en la supervivencia de las crias (Karsh et al., 1984;



37

Arroyo, 2011; Malpaux et al., 1997), de modo que los nacimientos ocurrieran en la
época mas favorable del afio, con temperatura ambiental confortable y abundancia
de pastos.

El origen de la raza determina el comportamiento reproductivo estacional; por
lo tanto, las razas originarias de latitudes altas (>35°) presentan una marcada
estacionalidad reproductiva (Arroyo, 2011; Brunet et al.,, 2011) mientras que los
ovinos de origen mediterrdneo o ecuatorial, expresan estacionalidad reproductiva
reducida y en ocasiones inexistente (Porras, 1999; Cerna et al., 2000; Valencia et
al., 2006; Arroyo et al., 2007).

Cabras y ovejas de latitudes subtropicales y templadas muestran la
estacionalidad de su temporada de reproduccion (Ortavant et al., 1985; Delgadillo,
2011). En estas razas, la temporada de crianza ocurre en otofio e invierno, mientras
gue la anovulacion estacional ocurre en primavera y verano (Duarte et al., 2008;
Chanvallon et al., 2011).

El ovino posee un sistema neurofisiolégico capaz de transformar sefales
luminosas en sefiales hormonales a través de la sintesis de melatonina y de esta
manera detecta las variaciones anuales en la duracion del fotoperiodo (Chemineau
et al., 2010; Arroyo, 2011).

El principal 6rgano regulador en cuanto a la estacionalidad de la reproduccion
es la glandula pineal, esta registra la duracion del dia mediante los ojos y un
complejo de conexiones neuronales (véase la Figura 3). La glandula pineal produce
indolaminas, de las cuales la melatonina es la mas importante. La melatonina es
producida y secretada durante la noche (oscuridad). A medida que los dias se

vuelven mas cortos, la exposicion del animal a la melatonina aumenta. Ejerce un
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efecto estimulante sobre la secrecion de GnRH por parte del hipotalamo en los
reproductores de dias cortos, como las ovejas. En los reproductores de dias largos,
como el caballo, el aumento en la exposicion a la melatonina tiene efecto opuesto:
inhibe la secrecion de GnRH por parte del hipotalamo. De esta forma, las diferencias
en la duracién del dia son reconocidas y traducidas en forma de sefiales capaces

de "apagar” o “encender” la actividad sexual (Norman y Litwack, 1997; Thiéry et al.,

2002).
Nervios |
/ Glandula
Duracion del dia | pineal
Melatonina
Hipotalamo
| GnRH

Glandula pituitaria

LH

| FSH

Gonadas

Figura 3. Funcién de la glandula pineal y de la melatonina en la reproduccién (Ptaszynska

y Molina, 2007, p.13)

La estacionalidad reproductiva esta controlada por las variaciones del
fotoperiodo, que inducen cambios en la actividad del eje hipotalamo-pituitario
influyendo en la hormona GnRH y LH, que causan los cambios estacionales en el
estado reproductivo ovino. Esos cambios se reflejan en diferencias en la sensibilidad

a la retroalimentacion negativa del estradiol en la circulacién (Karsh et al., 1984).
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Cuando la duracién del dia aumenta, la retroalimentacion negativa de
estradiol aumenta, lo que reduce drasticamente la secrecion de GnRH y LH,
inhibiendo la ovulaciéon. Por el contrario, cuando la duracién del dia disminuye, la
retroalimentacion negativa de estradiol también disminuye, lo que estimula la
liberaciobn de gonadotropinas GnRH y LH, que impulsan la gametogénesis y la
secrecion de la hormona esteroide gonadal tanto en machos como en hembras, por
lo tanto, ocurra la ovulacion (Martinet et al., 1993; Lincoln, 2002; véase la Figura 4).

En machos, el rendimiento masculino éptimo puede obtenerse durante el
periodo de aumento de la duracién del dia. En fotoperiodo de primavera y verano,
tanto la calidad como la cantidad de los espermatozoides fueron mas altas que en

invierno u otofio (Al Ghalban et al., 2004).
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Figura 4. Diagrama que muestra el eje de regulacién neuroendocrina del macho. En
diversos nucleos cerebrales del hipotalamo y adyacentes a este, se encuentran neuronas
productoras y secretoras de la hormona GnRH, que, a su vez, estimula la liberacién de las
gonadotropinas FSH y LH, procedentes de la adenohipdfisis. La FSH viaja por el torrente
sanguineo y actla sobre las células de Sertoli para estimular, de manera paracrina, a las
células germinales para que inicien el proceso de espermatogénesis. Mientras que la LH
viaja también a través del torrente sanguineo y actia sobre las células de Leydig para
producir testosterona. Las células de Sertoli y las células mioides peritubulares poseen
receptores de testosterona e intervienen en la espermatogénesis, en el interior de los

tubulos seminiferos (tomado de Lezama et al., 2017)

Temperatura ambiental y desempefio sexual en machos

La libido y la calidad seminal en el macho ovino puede variar por la época del

afio, por ejemplo, en los machos de raza Awassi, la calidad seminal disminuye a
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partir de mayo hasta agosto, cuando las condiciones climéticas son calidas y secas
(Ali et al., 2009). Esto coincide con estudios que confirman que el estrés calorico
disminuye significativamente el indice de calidad, viabilidad, motilidad y fertilidad de
los espermatozoides; y aumenta el porcentaje de espermatozoides muertos como
resultado del estrés por calor (McDaniel et al., 1995; Kalamah, 2001). Al igual que,
cuando los carneros se someten a temperaturas ambientales constantemente altas,
tienen un mayor riesgo de aumentos en la temperatura del escroto y la consiguiente
degeneracion testicular (Rasooli et al., 2010). Eso puede conducir a disminuir la
calidad del semen y causar infertilidad o subfertilidad (Garcia, 2013; Marai et al.,

2007).

En un estudio de Xavier et al., (2016) la suplementacion con Vit. E y Se en
cabras en recuperacion por estrés caldrico, mantuvo la circunferencia escrotal,
mejoro la altura del diametro tubular y seminifero del epitelio a los 42 d, pero no
logro proteger los testiculos contra los cambios degenerativos a los 18 d. El selenio
mas vitamina E agregado al alimento no pudo prevenir la degeneracion del
parénquima testicular en estos animales. No obstante, la suplementacion con
ambos antioxidantes acelerd la recuperacion de la espermatogénesis después de

la lesion térmica (Xavier et al., 2016).

CAPITULO 7

Estrés oxidativo por ROS

El estrés oxidativo es una condicion celular caracterizada por un desequilibrio

entre la produccion de ROS y la capacidad de depuracion de los antioxidantes.
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Cuando la produccién de ROS supera el sistema de defensa antioxidante
disponible, se produce un dafio oxidativo significativo. El estrés oxidativo junto con
niveles crecientes de ROS puede causar dafio a las células, 6rganos y tejidos
(Aitken et al., 2010) y perjudicar el desempefio productivo y reproductivo (Surai et
al.,, 2019). Las ROS son los subproductos del metabolismo normal de los
organismos aerobicos, radicales libres o moléculas no radicales (Vishwa et al.,

2022).

La sobreproduccién de ROS puede dafar los lipidos, proteinas, acidos
nucleicos y el ADN celular (Floyd and Carney, 1992), desencadenando la apoptosis
celular en casos graves (Devine et al., 2012), lo que acelera el proceso de apoptosis
de células germinales, conduciendo a la disminuciébn del recuento de
espermatozoides asociado con la infertilidad. Los espermatozoides son incapaces
de reparar el dafio inducido por ROS excesivos porque carecen de los sistemas
enzimaticos citoplasmaticos necesarios para realizar esta reparacion (Shokry et al.,
2020). Es por esto también, que la infertilidad de los animales relacionada con la
edad se ha atribuido al efecto adverso de las especies reactivas de oxigeno

(Agarwal et al., 2005).

Un metabolismo acelerado bajo condiciones de estrés tiende a formar niveles
elevados de radicales libres (en particular, las ROS) que conducen a estrés por
oxidacion. La generacion de especies reactivas de oxigeno es la principal causa de
deterioro de espermatozoides de carneros durante la criopreservacion, ya que dafia
las membranas de la mitocondria de los espermatozoides (Alvarez y Storey, 1993)

mediante un proceso llamado peroxidacion lipidica (PL), proceso fisiopatoldgico que
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tiene como resultado una cascada de cambios degenerativos profundos que afectan
la organizacion y la funcion de la membrana espermatica (Tortolero et al., 2005).
Ademas, las membranas plasmaticas del espermatozoide de rumiante son mas
susceptibles a la peroxidacion lipidica porque son ricos en &cidos grasos
poliinsaturados (Bucak et al., 2009). El estrés oxidativo es una consecuencia de la
generacion de ROS y/o o mecanismos de defensa antioxidantes deteriorados que
conducen a la peroxidacién lipidica de membranas y dafio celular de los
espermatozoides (Mahanta et al.,, 2012). Por lo tanto, un equilibrio entre la
produccion de ROS vy el sistema antioxidante debe establecerse para mantener la

viabilidad y fertilidad de los espermatozoides (Surai, 2002).

Un estudio reciente de Naskar (2018) y Mohammed et al.,, (2020)
determinaron que la adicion in vitro de compuestos de especies reactivas de
nitrogeno (RNS) en concentraciones O6ptimas tanto en semen fresco como
criopreservado promueve la integridad funcional del esperma y reduce el deterioro
en el semen congelado y descongelado. Las concentraciones fisiologicas de ROS

0 RNS tienen efectos positivos sobre la funcién espermatica (Vishwa et al., 2022).

Antioxidantes

Los antioxidantes juegan un papel importante en la prevencion del estrés
oxidativo. Manifiestan mecanismos importantes in vitro e in vivo al romper la
reaccion en cadena oxidativa o al apagar directamente los radicales libres, lo que
facilita el mantenimiento de la homeostasis celular. Estos se pueden evaluar en dos

grupos: preventivos o conservantes y secuestrantes. Mientras que los antioxidantes
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preventivos son compuestos tales como proteinas de unién a metales que evitan la
nueva formacion de ROS, los antioxidantes secuestrantes son compuestos que

eliminan las ROS preformadas (Agarwal et al., 2004).

Durante el transito por el epididimo, los espermatozoides sufren
transformaciones morfologicas y bioquimicas, como resultado, las enzimas
antioxidantes citosolicas permanecen en cantidades bajas en los espermatozoides
en maduracion, proporcionando una proteccién antioxidante minima. El plasma
seminal tiene sus propios antioxidantes enzimaticos, incluido el superéxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT) glutation peroxidasa (GPx), glutation reductasa y
moléculas antioxidantes no enzimaticas como vitamina C, vitamina E, glutation
reducido y carnitina (Agarwal et al., 2003). Estas enzimas y moléculas previenen la

peroxidacion lipidica (Mahanta et al., 2012).

MATERIALES Y METODOS

General

Todos los métodos y manejo de las unidades experimentales utilizadas en este
estudio fueron en estricto acuerdo con los lineamientos para el uso ético, cuidado y
bienestar de animales en investigacion a nivel internacional (FASS, 2010) y nivel
nacional (NAM, 2002) con numero de referencia de aprobacion institucional

UAAAN-UL con clave 38111- 425501002-2706.

Localizacion del area experimental y condiciones ambientales
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El estudio se realiz6 durante la época de verano (junio-julio) en el afio 2020 en el
norte de México (25° 32' 40" N, 103° 26' 33" W) bajo un sistema de produccion ovino
intensivo. El clima de la regién es semidesértico, con una precipitacion media anual
de 230 mm. La humedad relativa oscila entre 26 y 61 %; los rangos de fotoperiodo
de 13 h 41 min. Durante el solsticio de verano (junio) a 10 h 19 min. Durante el
solsticio de invierno (diciembre); una temperatura que oscila entre 6 °C en invierno

y 37 °C en verano (CONAGUA, 2015).

Manejo general de los animales

Se utilizaron 10 carneros de la raza Dorper de entre dos y cuatro afios. Antes del
inicio de los tratamientos, los carneros fueron identificados individualmente, se
registraron peso vivo (PV), condicidon corporal (CC), intensidad de olor (I0) y
circunferencia escrotal (CE) en intervalos de siete dias durante el periodo
experimental. El PV se midi6 utilizando una bascula digital con capacidad de 400 kg
y division de 0.1 kg (Torrey, Modelo Eqm-400). La CC se midié mediante palpacion
dorsal, variando desde la escala de 1 (muy delgado) hasta 5 (muy gordo) [Russel
1984]. La medicion de la 10 se registré oliendo por encima de la base de la cabeza
del carnero a una distancia de ocho a 10 cm, como lo describe Walkden-Brown et
al., (1994), asignando una puntuacion de 0 (olor a la hembra) a 3 (olor potente como
lanolina). Mientras que la medicion de la CE se consideré la medida de la parte mas
ancha de los testiculos utilizando una cinta métrica flexible (Cruz-Castrejon et al.,
2007). Se utilizaron 34 ovejas nuliparas anovulatorias de la raza Dorper de entre
ocho y 10 meses. En las cuales se registré el PV y la CC. Durante el periodo

experimental, que durd de junio a julio, todos los animales fueron alimentados con
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sobrantes de alimentos de una unidad de vacas lecheras Holstein que contenia 11.0
% de PC y 69.0 % de MS. Los animales fueron alimentados dos veces al dia (8:00
y 14:00 h) y tuvieron libre acceso al alimento, agua limpia, sales minerales y corrales
provistos de sombras. Antes del inicio del experimento, todos los animales se

mantuvieron aislados de la vista y el olfato del sexo opuesto.

Tratamiento de los machos

Los carneros se separaron en dos grupos (n =5 cada uno) homogéneos en cuanto
a PV, CC, 10y CE (78 + 2.45 kg, 3 + 0.52 unidades, 0.5 = 0.13 unidades, 36.1 +
0.92 cm respectivamente). Se asignaron aleatoriamente a los siguientes dos
tratamientos con un periodo experimental de 28 dias:

)] Grupo selenio mas vitamina E [GT, inyeccion IM de 1 mg +70 Ul+ 0.2 mg x
kg PV, (Seleben-E, Laboratorios Maymo, S.A. Barcelona Espafia)] aplicado
cada 7d x 28d,

i) Grupo control (GC, inyeccion IM de 1 mL de solucién salina fisioldégica cada

7d x 28d).

Manejo de las hembras

Las ovejas se separaron en dos grupos (n = 17 cada uno) homogéneos en cuanto
aPVyCC (37 £0.92 kg, 3 + 0.43 unidades, respectivamente). Se sometieron a dos
ecografias en tiempo real con siete dias de diferencia para evaluar el estado ovérico
y confirmar la anovulacion utilizando un ultrasonido (Aloka SSD-500) con un
transductor de 7,5 MHz (Aloka; Corometrics Medical Systems, Inc., Wallingford, CT).

Posteriormente, y con el fin de prevenir ciclos cortos, un total de 60 mg de
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progesterona (Progesterona 50 mg, Lab Brovel, México) se aplicé via IM distribuida
en tres dosis de 20 mg en los dias -6, -4 y -2 antes del contacto con los carneros

tratados (Calderon-Leyva et al., 2018).

Variables evaluadas: Efecto macho

Al finalizar los tratamientos de los carneros se seleccionaron aleatoriamente seis
machos, tres de cada grupo experimental, machos previamente tratados con selenio
mas vitaminas E (GT) y del grupo control de solucion salina (GC) y fueron
introducidos inmediatamente en dos corrales con ovejas anovulatorias nuliparas (17
c/u) asignadas aleatoriamente (es decir, tres machos: 17 hembras) para evaluar el
efecto macho. Los machos de cada grupo fueron rotados dentro del mismo grupo

de hembras, por la mafiana y tarde, de tal manera que, se evitara algun sesgo.

Respuesta de comportamiento sexual en carneros.

Se registraron los comportamientos sexuales de los carneros durante una hora
consecutiva (8:00 y 18:00 h) durante los primeros dos dias del periodo experimental.
Los registros de frecuencias del CSA, CSC e IDS se describen previamente por
Calderon-Leyva et al., (2017). Por lo tanto, se evalud el comportamiento sexual de
los carneros tratados con Selenio mas vitamina E y la interaccion respecto al grupo

control sobre la exposicion a ovejas Dorper nuliparas anovulatorias.

Respuesta sexual y reproductiva de ovejas

La actividad estral de las hembras se determind por observacion directa de los

grupos, dos veces al dia (en la mafana de 7:00 a 8:00 h y en la tarde de 18:00 a
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19:00 h) durante siete dias consecutivos después de la introduccién del carnero. Se
determind la duracion del estro, que consistié en registrar las horas en que la oveja
permanecio quieta y se dejé montar por el macho (CSC), hasta el momento en que
ya no aceptd la monta y se determin6 en horas. Todas las observaciones fueron
realizadas por el mismo técnico capacitado (Perkins y Roselli, 2007). El intervalo de
inicio del estro se refiere al periodo de tiempo entre el contacto inicial macho-hembra
hasta que se permite la primera copula o monta. A partir de entonces, se cuantifico
la actividad ovulatoria registrando el nUmero de ovejas con la presencia de al menos
un cuerpo lateo en cada ovario y se determiné el dia 10 después de la introduccién
del carnero mediante una exploracion ecogréfica transrectal en tiempo real (Aloka
SSD-500; Corometrics Medical Systems, Inc., Wallingford, CT) utilizando el
transductor de 7,5 MHz., mientras que el diagnostico de prefiez para detectar la
presencia de embriones en la cavidad uterina se realizé a los 45 dias. El disefio

experimental se muestra en la Figura 5.
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Figura 5. Carneros Dorper (n=10) fueron tratados con selenio mas vitamina E (GT) y
solucion salina fisiologica (GC) durante 28 dias; el peso vivo (PV), la condicién corporal
(CC), intensidad de olor (I0) y la circunferencia escrotal (CE) fueron medidas a lo largo del
tiempo antes del inicio de los tratamientos y se registraron en intervalos de una semana
hasta el final de estos. Las hembras nuliparas anovulatorias Dorper (n=34) se sometieron
a dos ecografias (-14 y -7 dias) para confirmar anovulacion, y con el fin de prevenir ciclos
estrales cortos se les aplico un total de 60 mg de progesterona distribuida en tres dosis de
20 mg en los dias -6, -4 y -2. Para evaluar el efecto macho (EM, dia 0), y una vez finalizado
los tratamientos de los carneros, las ovejas nuliparas anovulatorias fueron asignadas
aleatoriamente a uno de los dos grupos experimentales (n = 17 cada uno) y se colocaron
en diferentes corrales. Cada grupo de ovejas se expuso a tres carneros tratados (n = 3) de
cada grupo experimental [Escenario multi anovulatorio (EMA); 3 machos: 17 hembras]; se
registraron los comportamientos sexuales de los carneros durante una hora consecutiva
durante dos dias (es decir, 1 h x 48 h). Ademas, desde el primer dia al exponerse a los
machos, se determiné la actividad estral de las hembras (AE) durante siete dias. Luego, se
determiné la actividad ovulatoria de la oveja el dia diez después de la introduccion del
carnero mediante una exploracion ecogréafica transrectal en tiempo real (US-O) mientras
gue otra exploracién ecografica fue realizada el dia 45 para diagnosticar la presencia de

embriones en la cavidad uterina (US-P).

Analisis estadistico

Se analizaron los datos mediante un analisis de varianza (ANOVA), utilizando el
procedimiento Modelo Lineal General (GLM). Las medias obtenidas de duracién del
estro (h), intervalo del inicio del estro, nUmero y diametro de cuerpos luteos fueron
comparadas usando una ANOVA y si se encontraran diferencias serdn comparadas
por medio de una prueba de t-student. El porcentaje de hembras en estro y
ovulacion y porcentaje de prefiez fueron comparados a través de una Chi-cuadrada.
Todos los datos fueron analizados utilizando el paquete estadistico SAS (SAS
Institute Inc. Cary. NC. USA, V9.1). Las diferencias seran consideradas

significativas a un valor de P < 0.05.
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RESULTADOS
La Figura 6 muestra las medias de PV (79 £ 1 kg), 10 (0.6 + 0.1 unidades), CC (2.8
+ 0.1 unidades) y CE (36.3 £ 0.4 cm), no ocurrieron diferencias significativas entre
ambos grupos (P>0.05). En contraste CE difirid entre los tratamientos (P < 0.01);

GT genero valores mas altos (37 £ 1 kg) en comparacion con GC (35 + 1 kg),
respectivamente.
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Figura 6. Medias de A) Peso vivo (kilogramos), B) Intensidad de olor (unidades escala 0-

3), C) Condicion corporal (unidades escala 1-5) y D) Circunferencia escrotal (cm) (media +

S.E.M.) medido a lo largo del tiempo de estudio en carneros Dorper (n=10; 5 por grupo

experimental) tratados con selenio mas vitaminas E (GT) y solucién salina (GC) bajo
fotoperiodo natural a 26° de latitud norte.

En la Tabla 2 se muestran los valores de las variables de respuesta de ambos
grupos sobre el comportamiento sexual de los carneros expuestos a las ovejas

Dorper anovulatorias nuliparas. En las variables analizadas no se observaron
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diferencias significativas en CSA (40 vs 60; P > 0.05), asi como en CSC (43 vs 57,
P > 0.05) e IRS (54 vs 46; P > 0.05). Sin embargo, cuando los carneros fueron
expuestos a las hembras, GC mostraron mayores frecuencias (P>0.05) en las
variables de respuesta de olfateo anogenital (417 vs 687), pataleo (45 vs 78),

vocalizacion (64 vs 195) y Flehmen (97 vs 155) en relacion con el GT.

Tabla 2. Frecuencia de comportamiento sexual apetitivo (CSA), consumatorio (CSC) y de
reposo (IRS) de carneros raza Dorper (n=10) tratados con selenio mas vitamina E (GT) y
solucidn salina fisiolégica (GC) y expuestos a hembras nuliparas anovulatorias de la raza
Dorper (n=34) durante la temporada de descanso reproductivo bajo fotoperiodo natural a
26° latitud norte*.

GT GC Valor de P

Carnero (n) (5) (5)

CSA (%) 40 60 0.155
Olfateo anogenital (n) 417 687 0.000
Aproximacion (n) 213 189 0.385
Pataleo (n) 45 78 0.034
Vocalizacién (n) 64 195 0.000
Flehmen (n) 97 155 0.009
Desenvaine (n) 38 23 0.173

Total (n) 874 1327 0.000 I
CSC (%) 43 57 0.321
Intentos de monta (n) 9 8 0.866
Montas con penetracién (n) 0 0 1.000
Montas con desenvaine (n) 0 4 0.102
Montas con eyaculacion (n) 0 0 1.000

Total (n) 9 12 0.647 I
IRS (%) 54 46 0.571
Aislamiento de pie (n) 24 32 0.449

Aislamiento echado (n) 2 6 0.302
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Intentos de huida (n) 1 0 1.000
Distracciones externas (n) 24 9 0.060
Agresiones (n) 3 0 0.171
Total (n) 54 47 0.623 I

Las respuestas sexuales y reproductivas de las ovejas expuestas al efecto macho

se muestran en la Tabla 3. No hubo diferencias significativas (P > 0.05) entre grupos.

Tabla 3. Respuesta sexual y reproductiva de ovejas nuliparas de raza Dorper expuestas a
carneros previamente tratados con selenio mas vitamina E (GT) y solucién salina (GC) a
26° latitud norte bajo fotoperiodo natural. a, b, ¢ = Los valores con diferentes literales en la

misma fila difieren (P < 0.05).

Variables evaluadas Grupos

GT; n=17 GC; n=17
Ovejas en estro (%) (82)14/172 82 14/177
Duracion del estro (h) 32.6+3.112 28.3£3.35%
Ovejas con estro y ovulacién (%) (82)14/17 & 76 13/17*
Total de cuerpos luteos (n) 1.1+0.12 1.2+0.11°
Diametro de cuerpo lateo (mm) 10.5+£0.502 11.1+0.28?
Prefiez (%) (53) 9/172 65 11/172

El porcentaje acumulado de ovejas nuliparas anovulatorias que muestran
comportamiento de estro una vez expuestas a carneros de los dos grupos
experimentales, se muestra en la Figura 7. No se detecto un efecto del tratamiento

dentro de los siguientes 10 dias después de la introduccién del macho.
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Figura 7. Porcentaje de ovejas que presentaron comportamiento estral a lo largo del
periodo experimental de 34 ovejas nuliparas de la raza Dorper (n = 34; 17 por tratamiento)
expuestas a carneros Dorper (n = 6, 3 por tratamiento) tratados con selenio mas vitamina
E (GT) y solucién salina (GC) durante la temporada de descanso reproductivo bajo
fotoperiodo natural a 25° latitud norte.
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DISCUSION

Nuestra hipotesis de trabajo incluyo probar que la administracion intramuscular de
Se en combinacién con Vit. E en carneros de la raza Dorper durante la época
reproductiva aumentaria su comportamiento sexual, lo que haria que estos machos
tuvieran un mayor desemperio reproductivo y, por lo tanto, que daria como resultado
una mayor estimulacion recibida por las hembras nuliparas anovulatorias,
induciendo a su vez una mayor respuesta estral y ovulatoria.

Los resultados del presente estudio indican que la respuesta estral y ovulatoria de
las ovejas nuliparas de la raza Dorper a través del “efecto macho” utilizando
carneros tratados con Se en combinacion con la Vit. E fue similar a las del GC. Por
lo tanto, no se acepta nuestra hipotesis planteada al inicio del estudio. Nuestros
resultados son contrarios a los encontrados en otros estudios que muestran que la
aplicacion de Se y Vit. E estimulan un mayor libido y mayor desempefio reproductivo
en el macho (Bearden y Fuquay, 1997; Oluboyo et al., 2012; Gamal et al., 2013).
Es probable que la respuesta estral de las hembras expuestas a los machos del GT
se deba al tiempo de tratamiento de los machos, ya que no fue suficiente para
estimular un mayor comportamiento sexual.

En cuanto al comportamiento sexual de los carneros de ambos grupos expuestos a
las ovejas Dorper anovulatorias nuliparas, no se observaron diferencias
significativas. En efecto, se ha demostrado que para que un macho induzca una
buena repuesta estral este debe mostrar > 80 % del comportamiento sexual (Véliz
et al., 2006). Lo anterior, debido que las concentraciones de testosterona plasmatica

y los niveles de LH aumentan significativamente en machos tratados con selenio
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mas vitamina E (Ali et al., 2009; Ghorbani et al., 2017). Sin embargo, los carneros
del GC mostraron mayores frecuencias en las variables de respuesta de olfateo
anogenital, pataleo, vocalizacion y Flehmen en relacion con el GT. Contrario con lo
mencionado por Bearden y Fuquay (1997), quienes demostraron que el tratamiento
con Vit E y Se conduce a un aumento del nivel de testosterona que tiene un efecto
directo sobre el caracter sexual secundario. Cuando la produccion de testosterona
aumenta, los carneros generalmente se vuelven mas activos sexualmente que los
carneros con bajo nivel de testosterona o sexualmente inactivos (Stellflug et al.,
2004).

El aumento significativo en las medidas de la circunferencia escrotal en el GT
pudiera reflejar la correlacion positiva entre el tamafio testicular y la produccion de
espermatozoides si se hubiera analizado la calidad seminal de los carneros. En
concordancia con el trabajo de Behne y Weiler (1996), donde un aumento de la
circunferencia escrotal muestra un efecto beneficioso del Se como antioxidante que
participa en la estabilidad de las membranas celulares, el proceso de crecimiento
celular y la morfologia testicular. También ha sido documentado que los cambios en
el tamafio testicular estan estrechamente relacionados con la produccion de

testosterona (El-Zelaky et al., 2011).

Por otra parte, se conoce que la aplicacion de Se, mejora el desarrollo de los tubulos
seminiferos y la espermatogénesis (Ali et al., 2009; Chabory et al., 2010), mejorando
también las caracteristicas seminales y reduciendo el porcentaje de
espermatozoides muertos y con anormalidades o dafios en el acrosoma (Ahsan et

al., 2014). Ademas, aumenta las concentraciones de testosterona y hormona
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luteinizante en cabritos Saanen (Mojapelo y Lehloenya, 2019). Ayuda a la
biosintesis de testosterona, la cual esta relacionada con la libido y las
concentraciones séricas de testosterona (Ghorbani et al., 2017), la cual es
responsable de estimular el comportamiento sexual en el macho.

Otra probable causa que pudo afectar el desempeifio reproductivo de los carneros
pudo deberse al intervalo de tratamiento y dosis utilizadas en nuestro tratamiento.
En efecto, en carneros Awassi tratados con 175 mg de vitamina E o 70 mg de
vitamina E mas 2800 mg de Se en intervalos de 12 horas durante 90 dias mostraron
un claro efecto positivo sobre las caracteristicas seminales, asi como un mayor
desemperio reproductivo en comparacion con los carneros no tratados (Ali et al.,
2009). En carneros Ossimi, la combinacion de Se y Vit. E a una dosis de 5 mg de
selenito de sodio y 450 mg de Vit. E en intervalos de dos veces por semana durante
30 dias, mejoro el rendimiento reproductivo y las caracteristicas del semen (Gamal
et al., 2013). Otros resultados han demostrado que la inyeccion de selenito de sodio
en combinacion con vitamina E dos veces por semana durante un mes dio como
resultado concentraciones de glutation peroxidasa (GSHpx) y la testosterona sérica
fueran méas altas en los carneros tratados. Sin embargo, los mecanismos
subyacentes exactos que regulan la produccion de testosterona adn no estan claros
y requieren mayor comprension. Dado que la testosterona es producida por las
células de Leydig, podrian servir como modelo objetivo potencial para investigar
mas a fondo tales mecanismos de modulacion de la sintesis de testosterona
relacionada con el Se (Shi et al., 2017). Por otro lado, se ha demostrado que el Se
tiene un papel regulador potencial en algunas funciones celulares esenciales (Liu et

al., 2014).
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En cuanto a los resultados encontrados en este estudio respecto a la actividad
reproductiva que no mostré diferencias estadisticas, probablemente estén
involucrados otros factores de tipo ambiental como, por ejemplo, el fotoperiodo,
época del afio ya que se conoce gue estos factores tienen un efecto marcado sobre
la actividad reproductiva en ovejas en diferentes latitudes (Arroyo, 2011). La libido
y la calidad seminal en el macho ovino puede variar por la época del afio, por
ejemplo, en los machos de raza Awassi, la calidad seminal disminuye a partir de
mayo hasta agosto, cuando las condiciones climaticas son calidas y secas (Ali et
al., 2009). En efecto, el fotoperiodo es la sefial ambiental clave que modula la
funcion reproductiva en machos y hembras de las zonas templadas, siendo el
fotoperiodo el principal factor ambiental de generar la actividad reproductiva o
inactividad de la funcion reproductiva (Bustos y Torres-Diaz, 2012; Migaud et al.,

2015).

CONCLUSION

Los resultados bajo las condiciones de este estudio nos permiten concluir que los
machos tratados con Se mas la combinacién de Vit. E no mejoraron la respuesta
reproductiva de las ovejas nuliparas a través del “efecto macho”, y no hubo
diferencias significativas en los componentes del comportamiento sexual de los
machos tratados al ser expuestos a las hembras. Estos resultados sugieren que la

duracion de los tratamientos debe ser por un periodo mas prolongado.
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