EFECTO DE LAS PROSTAGLANDINAS SOBRE LA
PROGRESION VERTICAL Y SUPERVIVENCIA
ESPERMATICAS DEL SEMEN DESCONGELADO DE
MORUECO

Por L. Anel Rodriguez (1)

J. C. Dominguez Fdez—Tejerina (1)
M. Abad Gavin (1)

P. Posadilla Gonzdalez (2)

INTRODUCCION

La adicion de determinadas sustancias al semen descongelado de morueco con vis-
tas a mejorar sus tasas de fertilidad en la I.A. de hembras ovinas, constituye un campo
de investigacion, que, en los tltimos afos, ha sufrido una gran expansion y que ha
dado lugar, cuando menos, a una serie de resultados, no concordantes en su mayoria,
pero que pueden suponer aportes vilidos a la hora de paliar los escasos resultados
practicos ohtenidos con la aplicacion de dicho método en esta especie.

La utilizaciéon de estimulantes espermaticos plantea, a nuestro juicio, una disyunti-
va de cara a su posible uso en la prictica, ya que, si bien se obtienen mejoras de la
M.i. (Motilidad individual) postdescongelacién, hay que tener en cuenta que también
determinan otro tipo de efectos sobre diferentes aspectos de la fisiologia espermatica:
estas modificaciones estan relacionadas con la modificacion de determinados procesos
metabdlicos, viéndose incrementados el consumo de oxigeno, la glicolisis, etc., extre-
mos estos que determinarian una disminucion en la supervivencia espermatica.

Efectivamente, nosotros en una experiencia previa ®, y utilizando sobre semen des-
congelado de morueco el mas universal de los estimulantes espermdticos, la cafeina,
comprobamos como el aumento de la M.i. postdescongelacion tiene como contrapar-
tida una disminucion de la supervivencia espermatica, asi como de la ascension verti-
cal.

La posible utilizacion de prostaglandinas exdgenas, como mejoradoras de algunos
de los parametros de los espermatozoides descongelados de morueco constituye, en la
actualidad, una de las lineas de investigacion de nuestra Unidad de Reproduccion y
Obstetricia del Departamento de Patologia Animal: Sanidad Animal de la Facultad de

Veterinaria de Ledn.

(1) Dpto. Patologia Animal: Sanidad Animal
(2) Hospital «Virgen Blanca», Servicio Ginecologia

An. Face. Vet. Leon. 1986, 32,293-303
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Asi hemos comprobado ! como la prostaglandina F,.adosisde 5 10y 15 ug/pe-
llet, determina un incremento de la M.i. postdescongelacion. que es altamente signifi-
cativo con respecto al control, no detectandose ningun efecto sobre dicho parametro
cuando se emplearon PGE . PGE , y las combinaciones posibles entre las tres prosta-
glandinas. B

Tomando como punto de partida estos resultados y considerando que las prosta-
glandinas, presentes fisioldgicamente en el semen eyaculado de morueco, pueden ser
mas vdlidas con vista a su utilizacion practica que otros tipos de sustancias. utilizadas
como estimulantes espermiticos, abordamos la presente experiencia en la que. bajo
las_rplsmas condiciones experimentales de nuestro estudio sobre la M.i. postdesconge-
lacién !, se investigan los posibles efectos que la adicion de prostaglandinas pudieran

tener sobre la progresion vertical y supervivencia espermaticas del semen descongela-
do de morueco.

MATERIAL

Para la realizacién de la presente experiencia, se ha empleado semen congelado en
forma de «pellets», procedente de 12 moruecos de raza Manchega, cuyas edades 0sCi-
laban entre 2-5 afios; dicho semen fue obtenido mediante el empleo de vagina artifi-
cial, termorregulada con agua caliente a 40°C.
dEl semen previamente contrastado, se diluye con tasas oscilantes entre el 1:3 y 1:4
( ependiendo (_16 la concentracién inicial y para ajustar 100 millones spz/pellet) en un
Bn?dl_l;l)TeS_T“S_GlUCOSa 7 cuya composicion queda patente en la Tabla I (1 pellet =

3 .
_lggggrmmeme, se congela el material seminal en dos fases térmica.is (=79°C y
) permaneciendo almacenado en nitrogeno liquido, hasta el comienzo de las
pruebas, durante un periodo de 18-24 meses.
degfogezfm‘fg'elaciép de los pelle_tsEe lleva a cabo a 40°C sobre 1 cc de diluyente de
trol HegvaBCl(;Jn, de lgual composicion al de congelacién para el caso del Grupo Con-
Can;idadesa emas diluidas, en lc?s diferentes grupos y subgrupos experimentales, las

El'm aler}i" tllpos de prostaglandinas correspondientes en cada caso. ,

i al seminal descongelado, y en lo que se considera como un .penodo de
rado, permanece en estufa a 37°C durante 30 minutos, hasta el comienzo de las

Pn;:ebas laboratoriales programadas. ’

Trisl; zld%fissﬁgtestrabajo se han empleado tres prostaglandinas: la F 5, (en forma de sal

12 E g qonis oo 22 10,15 y 20 ug/pellet; 1a E | a dosis de 25, 50, 75"y 100 ug/pellet: y

Ll a dosis de 10, 20, 30 y 40 ug/pellet.

(—2(;5(31;r2;t2i11anq],naso hasta el momento de su uso, eran almacenadas en congelador

dosifica Ia Can?gm; de acetona pura, de concentracién conocida. Para su empleo, se

cada caso Droc:: da}' ‘ée SOIUCIOH_QU“: g:9nt1ene los ug de prostaglandina especificos de

dimento r, 1 lendose a continuacion a evaporar la acetona, ¢ incorporando el se-
esultante (PGs) al diluyente de descongelacion.

METODOS

Test de Progresion Vertical (TPV)
Para la cuantificacion de la asc
vertical '°. La técnica para la deter
Se toman 0,3 cc. de semen desc

ension espermatica se realiza el test de progresion
minacién del TPV se realiza del modo siguiente:
ongelado y rediluido y se colocan en un tubo de en-
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sayo (vidrio) de 5 ml. Previamente se rellena un tubo capilar de vidrio neutro (75 mm
de longitud: 1.1-1,2 mm de didmetro interno; 1,5-1,6 mm de didmetro externo) con
suero glucosado isotonico., taponandose posteriormente uno de los extremos con masa
plastificada. A continuacion, el capilar se coloca en posicion vertical en el interior del
tubo de ensayo que contiene la muestra seminal, con el extremo no taponado en con-
tacto con la superficie del semen. El conjunto permanece en estufa a 37°C durante
media hora, transcurrida la cual se procede a efectuar la lectura del test, que consiste
en efectuar un barrido del capilar al microscopio Optico, comenzando por el extremo
que contactaba con la superficie seminal, para determinar la distancia maxima reco-
rrida por los espermatozoides dentro del capilar. Asi, se obtiene una cifra numérica
expresada en mm/30 minutos/37°C que constituye el valor representativo del TPV.

Test de Supervivencia

Para la realizacion de este test se utiliza una muestra de 0,5 cc. de semen desconge-
lado y rediluido, que se deposita en un tubo de ensayo (vidrio) de 5 ml y se mantiene
durante el transcurso de la prueba en una incubacion aerobia a 37°C.

El primer muestreo se realiza a los 30 minutos de la descongelacion, anotdndose la
M.i. del material seminal; a partir de este momento se realizan controles seriados, a
intervalos de dos horas, comprobando en cada uno de ellos el porcentaje de esperma-
tozoides méviles de la muestra (M.i.), hasta la pérdida total de la cinesis espermatica.
La determinacion de la M.i. se realiza por el método de la gota plana.

Para la valoracién del test de supervivencia se calculan dos pardmetros:

—Valor T: expresa en horas el tiempo transcurrido desde el comienzo de la prueba
hasta la pérdida total de motilidad espermética (para cada muestra).

—Valor S: media aritmética de las motilidades anotadas en todos y cada uno de los
controles (para cada muestra).

El modelo experimental del presente trabajo de investigacion consta de un grupo
control y siete grupos experimentales (I al VII) que se corresponden con las prosta-
glandinas o mezclas de prostaglandinas utilizadas en cada caso (Tabla II). Cada grupo
experimental se divide en cuatro subgrupos (a, b, ¢ y d) que equivalen a los cuatro ni-
veles de dosificacion empleados para cada prostaglandina. La codificacion de grupos y
subgrupos en base al tipo de prostaglandina y nivel de dosificacion empleados queda
patente en la Tabla II.

El grupo control lo componen 12 «pellets» (uno de cada morueco) y cada grupo ex-
perimental 48 «pellets», 12 correspondientes a cada subgrupo y dentro de estos uno de
cada morueco. )

Para efectuar el estudio estadistico de los resultados, se realiza una comparacion de
medias con el uso de la razén de varianza correspondiente a una distribucion F, todo
ello teniendo en cuenta los grados de libertad y siguiendo la metodologia descrita por
Snedecor ''. Para los casos en que el nivel de significacién superaba el 5%, se calculo
la minima diferencia significativa (M. D. S.) al objeto de establecer entre qué medias
concretas, comparadas dos a dos, existian diferencias con cardcter estadisticamente
significativo.

'RESULTADOS
Test de Progresion Vertical (TPV)

Los resultados obtenidos con la realizacion de este test quedan plasmados en la Ta-
bla 11I. En una vision global de los mismos, se puede apreciar como la adicion de
prostaglandinas al semen descongelado de morueco, determina un valor de la progre-
sion espermatica vertical que es superior a la mostrada por el grupo control en 25 de
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los 28 subgrupos. La excepcion queda constituida por los grupos suplementados con
prostaglandina E | a dosis de 10 y 20 ug/pellet (Illa y I1Ib) v el de 5 + 10 ug/ pellet de
la combinacién de PG F, +E, (Va): en estos casos se produce una cierta disminu-
cion, con respecto al grupo testigo, de la distancia recorrida por los espermatozoides
enel TPV,

Cuando se suplementa el semen descongelado con prostaglandina E , (Grupo I1) a
sus cuatro niveles de dosificacion (25, 50, 75 y 100 ug/pellet), los valores correspon-
dientes al TPV son superiores y altamente significativos con respecto al control (p <
0,01) (Fig. 1); este hecho lo hemos constatado de igual forma en todos aquellos sub-
grupos en los que la prostaglandina E | a dosis de 50 ug/pellet se combinaba con las
otras dos prostaglandinas (subgrupos IVb, VIb y VIIb) (Fig. 1). Asimismo, existen di-
ferencias significativas con respecto al control (p < 0.01) en el caso del subgrupo Vd
(20 ug PGF | +40 ug PGE _/pellet).

Las variaciones de la progresion espermdtica vertical, en relacién con la adicion de
prostaglandinas al semen, ha sido escasamente estudiada. Concretamente. y por lo que
se refiere al semen de morueco, en nuestra revision no hemos encontrado ninguna cita
bibliografica. .

Hay que sefialar, en referencia a la especie humana, que nuestros resultados con {a
PGE | estén en la linea de los obtenidos por Caballero y Palomo 3, quienes ademas
comprucban un aumento del valor del TPV cuando adicionan al semen humano fres-
Co prostaglandinas F 5, ¥ Ese ‘
p Nuestros resultados, estin de igual forma, parcialmente de acuerdo con los obteni-
I;Sdssocr Dorlm'r_lg'uez ® en su trabajo de tesis doctoral, quien suplementando, dESpleS de
e e?lI:igSe acion, el semen dg_toro con prostaglandm'as | - E , YE,. constata”m:]:
G50 6T S¢ comportan positivamente hasta determinados niveles, ya que Dﬂég’ ks
pEr- s .Pr.(f)_Stagiandmas F,, v E,, este pardmetro disminuye con caracter esta _;F; 14
e mlmgm 1cativo con respecto al contrql, cuando se adicionan a dosis de é-
rien(;ia vy }e] semen y 7,14 ug/0,5 ml respectivamente. Nosotros, en la presente cxr:a_
glandir;as nejm(l)s comprobado una cc?l:relacmn negativa dosis—efecto para las %rostal
7 eotiis seyhalve-es ensayados en relacion al TPV.-I’HSISI’.]I‘ en t.a] caso que 13_ PG. ; ydel
valor del Tpvsenalado, a dos niveles de dosificacion, determina una disminucion

que no es estadisticamente significativa con respecto al control.
Test de Supervivencia
Con res

realizacig Pecto al valor T (horas de supervivencia), primer parametro deducido de la

‘aglandin;s %e[ test de supervivencia, hemos comprobado como la adicion de las pros-
riacién estfxdas ya lo's niveles de dosificacion descritos, no determina ninguna va-
con caracter estadisticamente significativa en relacién al valor mostrado por el
Erupo control (Tabla 1v).
(Talfléo\s,)re:uhados obtenidos en este trabajo para el valor S (media de motilidades)
mento del, nﬁgundo de los pardmetros del test de supervivencia, se deduce un incre-
ik Smo en 22 de los 28 subgrupos experimentales en relacién al del grupo
deP:oﬁ?rth Ltl)snsels _su_bgrup'os que muestran una disminucién de este valor respecto
persion de,los ;ﬁmsur caracter Slgnlﬁcatlyo entre las diferencias observadgs, y la_\ dis-
efectos negativos g;upos con un valor S inferior, hacen concluir la no existencia de
congelado de mq e parametro en la ac_iicic')n de prostaglandinas al semen des-
de PGE /pellet (Irlt':)e(-:% Estos seis subgrupos citados son los suplementados con 50 ug
5+ 10 ug PGs F )‘EO ug PGE ,/pellet (11Ib); 20 + 100 ug PGs F,, + E /pellet (IVd);
PGSE +E /ool op/Pellet (Va), 10 +20 ug PGs F, + E ,/pellet (Vb) y 25 + 10 ug
1 + £ y/pellet (Vla) segiin se aprecia en la Tabla V.
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La prostaglandina F », (Grupo 1) a dosis de 5, 10 y 15 ug/pellet descongelado, pro-
duce un aumento de valor S con respecto al control, que es altamente significativo (p
< 0.01) (Fig.2). Estos resultados estan en perfecta concordancia con los obtenidos por
nosotros ' para la M.i. en muestras seminales suplementadas con prostaglandina P
va que ¢l pardmetro S del test de supervivencia es la media de las diferentes motilida-
des anotadas durante el transcurso de la prueba.

Asimismo. en la presente investigacion se comprueba un incremento estadistica-
mente significativo (p < 0.01) entre el grupo control y los subgrupos IVb v Vd suple-
mentados con 10 + 50 ug PGs F, + E /pellet y con 20 + 40 ug PGs F,_+ E ,/pellet
respectivamente (Fig. 2).

Los resultados que hemos obtenido para el valor T, se encuentran en la misma linea
de los publicados por la maybria de los autores. En este sentido, Gustafsson et al. ® de-
lectan que la adicion de prostaglandinas. previa a la congelacion del semen de morue-
Co. en concentraciones superiores a las fisiologicas, tres veces para la E | y veinte veces
para la I, . no ¢jerce efecto negativo sobre la supervivencia espermdtica. A conclusio-
nes similares han llegado Marley et al. ? en semen fresco de morueco, tras la incuba-
cion del mismo tanto a 39°C durante 4 horas como a 5°C durante 48 horas, utilizando
cantidades de prostaglandinas cinco veces superiores a las concentraciones fisioldgi-
cas. Varnavskii'* en una amplia experiencia que combina pruebas «in vitro» y de
campo (1.A.) constata que la adicion de prostaglandinas F, y E | al semen congelado
dec morueco no determina cambios en la tasa de supervivencia espermatica.

Sin embargo nuestros resultados son contrapuestos a los que comunican Daader et
al.*, toda vez que estos autores describen una mejoria en la supervivencia del semen
diluido en yema de huevo—citrato-buffer al que se adicionaba prostaglandina F
(12.5 ug), tanto en la incubacion a 37°C durante 225 minutos, como tras su conserva-
cion a 5°C durante 5 dias.

RESUMEN

En la presente experiencia se estudia el efecto que la adicion de prostaglandinas
F,.-E, v E, tiene sobre la progresién vertical y la supervivencia espermdticas del se-
men descongelado de morueco.

En relacion a la progresion vertical, cuantificada mediante la realizacion de un test
de progresion vertical (TPV) en suero glucosado isosmdtico, se comprueba como la
adicién de prostaglandina E , @ los cuatro niveles de dosificacion empleados (25, 50,
75 y 100 ug/pellet) asi como en combinacion con las otras prostaglandinas testadas
(F,, vy E,) a dosis de 50 ug/pellet (E ) determina un incremento del valor del TE_’V
que es estadisticamente significativo (p < 0,01) con respecto al grupo control. Este in-
cremento del TPV se constata igualmente en las muestras adicionales con una mezcla
de F, (20 ug/pellet) y E , (40 ug/pellet). oy

Por lo que se refiere a [a supervivencia espermatica, no hemos detectado variaciones
con respecto al grupo control en el tiempo total de supervivencia (Valor T) de las
muestras suplementadas con prostaglandinas. Lo que si se comprueba es un aumento
significativo de la M.i. media del test de supervivencia (Valor S) en las muestras a las
que se anadia prostaglandina F ,, adosisde 5, 10y 15 ug/pellet, asi como en las com-
binaciones de Fopt B (1 50 ug/pellet) y Fy+E, 20+40 ug/pellet).
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TABLAI
Composicion del medio test (minesota) empleado en la dilucion del semen

Tris (hydroxi-methyl)-Amino metano

Acido N-Tris (hidroxi-metil)-metil-2-Amino etano-sulfd
(TES) (Sigma T-1375) (P.m.= 229,2)

Glucosa monohidratada (Merck 8342) (P.m.= 198,17)

Yema de huevo

Glicerol (D = 1,26) (Merck 4093)

201 1 I
]
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Fig. 2.— Representacion grifica de los subgrupos en los que se produce un incremento significativo (p < 0.01) del valor «S» del test
de supervivencia con respecto al control.

l ek s | { ) i L ) |
ICI In;nblnc]nll 41v4 IuT 1\!1!-‘ ‘vnb'

Fig. 1 ~ Representacion grafica de los subgrupos en los que se produce un incremento significativo (p < 0.01) del TPV con respecto
al control
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TABLAII
Codificacion de grupos y subgrupos (pg de PGs/pellet)

TABLAII
Test de progresion vertical (mm). Resumen de resultados (medias)

GRUPO CONTROL Grupc Control 11,00 < 0,59
Subgrupo Ia 5 pg/pellet Subgrupe a Subgrupo b Subgrupo ¢ Subgrupo d
GRUPO I Subgrupo Ib 10 ng/pellet " % " »
(F. ) Sub I 15 Sl Grupo I 11,50 - 1,48 12,50 - 0,87 11,42 - 0,66 12,33 - 0,68
2a ubgrupo Ic Heg/pelle
Subgrupo Id 20 pg/pellet Grupo II 13,83 X 0,86* 13,42 £ 0,78* 13,25 = 0,60* 15,33 * 1,08
Subgrupo IIa 25 pg/pellet Grupo III 9,08 % 0,62 9,67 0,64 11,50 % 0,75 11,92 0,74
GRUPO II Subgrupo IIb 50 pg/pellet " g
(E.) Frel] Grupo IV 13,17 - 0,94 15,33 - 0,87* 12,58 - 0,92 11,88 = 1,01
1 Subgrupo IIc 75 pg/pellet
Subgrupo IId 100 pg/pellet Grupo V. 10,58 £ 0,62 12,58 0,89 12,00%0,94 13,33 % 0,92*
Subgrupo IIlla 10 pg/pellet Grupo VI 11,17 X 0,83 14,42 £ 0,87* 12,75 20,64 12,83 X 0,46
GRUPO III Subgrupo IIIb 20 pg/pellet
grup i Grupo VII 12,92 ¥ 0,66 14,08 ¥ 1,00+ 12,83 10,68 12,33 % 0,67
(Ea) Subgrupo IIIc 30 pg/pellet
Subgrupo IIId 40 pg/pellet
Subgrupo IVa 5 pg + 25 pg/pellet M.D.S. 2,25
GRUPO 1V Subgrupo IVb 10 + 50 pg/pellet
i grup pe B * Significativo con respecto al control (p<0,01)
Foa * By Subgrupo IVe 15 pg + 75 pg/pellet
Subgrupo IVd 20 pe + 100 };g/pellet
Subgrupo Va S pg + 10 ).lg/pellet S
TABLA 4
GR
fik Subgrupo Vb 10 He + 20 }.g/pellet Test de supervivencia. Valor T (h). Resumen de resultados (medias)
(Fga + E2) Subgrupo Vc 15 pg + 30 }ug/pellet .
Subgrupo Vd 20 pg + 40 }Jg/pellet Grupo Control 13,00 - 1,03
Subgrupo VIa 25 ng + 10 }xg/pellet Subgrupo a Subgrupo b Subgrupo ¢ Subgrupo d
GRUPO VI Sub VIb 50 20 /pellet
(E. + E SR pe JEE Grupo I 12,50 ¥ 0,89 13,00 ¥ 0,87 13,17 ¥ 0,94 11,83 % 0,97
) 2) Subgrupo Vic 75 pg + 30 }Jg/pellet
+
Subgrupo VId 100 pg + 40 }Jg/pellet Grupo I1 13,00 X 0,90 13,67 ¥ 0,95 11,83 tpjen  11,83.1.0.83
: Subgrupo VIIa 5 pg + 25 pg + 10 pg/pellet Grupo ITI 12,17 * 0,83 13,00 £ 1,14 11,67 + 0,81 13,67 * 0,95
RUPO: V1T Sub llet
grupo VIIb 10 pg + 50 ug + 20 pg/pelle
(Fy. + B d ? " Grupo IV 13,67 £ 0,85 14,00 % 1,05 12,67 f0,86 12,17 10,9
2a 1 E2) Subgrupo VIIc 15 pg + 75 pg + 30 Pg/pellet
Subgrupo VIId 20 pg + 100 pg + 40 pg/pellet Grupo V 12,17 £ 0,84 12,832 1,00 18,17 L 1,06 18,88 210,88
Grupo VI 12,50 X 1,13 12,83 % 1,17 13,33 % 1,112 12,67 0,9
Grupo VII 12,50 % 0,99 12,50 ¥ 0,82 12,83 %1,12 12,67 10,83
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TABLA Y
Test de supervivencia. Valor S (%). Resumen de resultados (medias)

Grupo Control 14,84 £ 0,88

Subgrupo a Subgrupo b Subgrupo c Subgrupo d
Grupo I 18,75 ¥ 1,36* 17,59 % 1,11* 21,08 % 1,09 17,08 I 0,97
Grupo II 15,06 * 0,81 13,47 £ 1,00 17,18 ¥ 1,09 16,03 % 1,51
Grupo III 14,88 ¥ 0,77 14,68 £ 0,96 15,52 ¥ 1,11 16,18 £ 0,94
Grupo IV 16,72 ¥ 0,78 19,16 ¥ 0,73* 15,43 ¥ 0,64 14,10 = 0,86
Grupo V. 14,47 £ 0,79 14,33 ¥ 0,54 15,15 ¥ 0,97 18,40 % 0,83
Grupo VI 14,10 * 0,65 17,21 ¥ 1,14 16,07 £ 0,64 15,81 = 1,05
Grupo VII 16,23 % 0,64 16,88 ¥ 0,75 17,01 ¥ 0,54 16,75 = 1,00

M.D.S. 2,75

* Qs .o B
Significativo con respecto al control (p=0,01)

EFFECT OF PROSTAGLANDINS ON VERTICAL
PROGRESSION AND SPERM SURVIVAL OF THE
FROZEN-THAWED RAM SEMEN

SUMMARY

OftTr};: effect of addition of prostaglandins F,. E, and E, on the vertical progression
Ven‘}'n—thawed ram semen and sperm survival is studied.
- tu;)calrIiirogrc_ssmn quantified by measuring thc chstanc; of sperm -Cf.:” test (TPV)
glandin eEl“ed with SIUCOSe_d serum isosmotic, it is proved like the addition of prosta-
S ek at the four dosification levels used (25, 50, 75 and 100 ug/pellet) in the
delerm;nmlxed with the qther prostag}anfl}lns (F.Zn. and E.z) at 50 ug/pellet dosles (E )
T uf:s a TPV value increase, wh!ch 1S stapspcally sngmﬁcax_n (p < 0,01) in rela-
with a F ¢ 3%“”01 group. This TPV increase it is also showed in the samples added
I acc&d( ug/pellet) and E , (40 ug/pellet) mixture. o . _
to the Comar;ce with the sperm survivance we have not detected variations in relation
PFOStaglandr-o Eroup in the survivance total time (T value) of the samples added with
BvERE: o 1lhns. What it is proved is a significant increase of the individual motility
din F_ a5 € survivance test (S value) in the samples in whlqh was added prostaglan-
5 Izl" - 10 and 15 ug/pellet doses, in the same way as in the F, + E, (10 +50
pelletiand F 2o + E, (20 + 40 ug/pellet) mixtures.
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