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INFLUENCIA DE LA HARINA'Y ACEITE DE PESCADO EN LAS VARIABLES
REPRODUCTIVAS, CARACTERISTICAS EMBRIONARIAS Y PERFIL HORMONAL
DE OVEJAS

Rafael Nieto Aquino, Dr.

Colegio de Postgraduados, 2014
La adicion de grasa en la dieta esta relacionada con alteraciones en los procesos reproductivos de
rumiantes, particularmente en el desarrollo folicular, tasa ovulatoria y secrecién hormonal. Los
tratamientos en ambos experimentos fueron: el grupo HAP adicionado con harina y aceite de
pescado (4 y 5 % de MS) y, el grupo TES sin la adicion de estos ingredientes. Se realizaron dos
experimentos: en el experimento 1, se evalud el efecto de un periodo corto de alimentacion (15
d) utilizando una dieta que contenia aceite y harina de pescado como fuente de Q-3, en las
variables reproductivas: presentacion e inicio de estro, gestacion y prolificidad en ovejas
primalas inseminadas por laparoscopia (IAL). En el experimento 2, se evaluaron las mismas
dietas pero en un periodo prolongado (45 d), y se determind su efecto en la respuesta ovulatoria,
desarrollo embrionario y tasa de gestacion posterior a la transferencia, ademas del perfil de
progesterona (P4) e insulina (INS) en suero en ambos experimentos. En el experimento 1 se
presentaron diferencias en el inicio del estro (P < 0.05; TES: 35.1 + 2.1; HAP 41.0 £ 1.8 h) y no
se encontraron diferencias en las concentraciones promedio de P4 e INS en suero, por lo que la
alimentacion con HAP no influyd en el porcentaje de gestacion, pero si en el indice de
prolificidad (P<0.05; HAP: 1.63; TES: 1.25). En el experimento 2, no se encontr6 efecto por la
harina y aceite de pescado en las estructuras y el desarrollo embrionario, sin embargo, se
encontrd una mayor tasa de gestacion en el grupo HAP comparada al grupo TES (53.6 vs 31.5
%). En ovejas donadoras y receptoras no se encontraron diferencias entre tratamientos por efecto
de la adicién de la harina y aceite de pescado en las concentraciones promedio de P4 en suero; sin
embargo, las concentraciones de INS en suero presentaron diferencias (P < 0.05; HAP: 0.12 +
0.02; TES: 0.13 + 0.03 ng mL™). Se concluye que la adicién de harina y aceite de pescado
durante un periodo corto en un programa de IAL modifica el inicio del estro y mejora la
prolificidad, no obstante, aunque el uso de estos ingredientes en un periodo largo en un programa
de superovulacién y transferencia de embriones no mejora la calidad embrionaria, pero si influye
sobre la tasa de gestacion.

Palabras clave: ovejas, laparoscopia, embriones, progesterona, insulina.



INFLUENCE OF FISH MEAL AND OIL IN THE REPRODUCTIVE VARIABLES,
EMBRYONIC CHARACTERISTICS AND HORMONAL PROFILE OF EWES

Rafael Nieto Aquino, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2014.

The addition of fat in the diet is related to alterations in the reproductive processes of ruminants,
particularly in follicular development, ovulation rate and hormonal secretion. The experimental
treatments in both experiments were: the group fed a diet supplemented with fish meal and oil,
FMO (4 and 0.8 %, DM), and a control group with no supplementation, CON. Two experiment
were conducted: In experiment 1, the effect of a short period (15 d) of supplementation was
assessed using a diet containing fish meal and oil as a source of Q-3, in reproductive variables
(estrus onset, pregnancy percentage and prolificacy rate) of virgin ewes artificially inseminated
by laparoscopy (AIL). In Experiment 2, the same diets were evaluated over a long period (45 d),
and its effect were determined in the ovulatory response, embryonic development and pregnancy
rate after embryo transfer; in addition progesterone (P,) and insulin (INS) profile in serum were
determined in both experiments. In the experiment 1, the time of estrus onset was different
among groups (P < 0.05; CON: 35.1 £ 2.1; FMO: 41.0 + 1.8 h), and no differences were found in
average P, or INS concentrations in serum, therefore, adding fish meal and oil to the diet did not
affect pregnancy rate, but it did affect the prolificacy rate (P<0.05; FMO: 1.63; CON: 1.25). In
the experiment 2, there was no effect of meal and fish oil in the structures and embryonic
development, however, a higher pregnancy rate was found in the FMO group compared to the
CON group (53.6 vs 31.5%). In donor and recipient ewes no differences were found between
treatments, due to the addition of fish meal and oil in mean serum P, concentrations; however,
concentrations of serum INS were different (P < 0.05; FM0O:0.12 + 0.02; CON: 0.13 + 0.03 ng
mL™). It is concluded that the addition of fish meal and oil for a short period in a program of AlL
modifies the onset of estrus and improves prolificacy, however, although the use of these
ingredients for a long period in a superovulation and embryo transfer program does not improve

embryo quality, but influences the pregnancy rate.

Keywords: sheep, laparoscopy, embryo, progesterone, insulin.
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1 INTRODUCCION GENERAL
Los acidos grasos poliinsaturados (AGP) son 4&cidos carboxilicos con cadenas

hidrocarbonadas, poseen mas de un doble enlace en la cadena y se clasifican quimicamente en
omega-3 y 6 (Q-3 y 6), por la posicion en que se ubica el primer doble enlace relacionado al

metilo terminal.

Estos AGP se consideran esenciales para el organismo debido a que no los puede sintetizar,
por lo tanto, son tomados de los alimentos: el AGP Q-6 méas abundante es el acido linoleico (AL)
y Se encuentra en aceites de maiz, cartamo y girasol; por otra parte, el principal AGP Q-3 es el

acido alfa-linolénico (AAL) presente en los vegetales y pastos verdes (Lehninger et al., 1993).

El uso de AGP en la alimentacion de rumiantes presenta mejoras en los procesos
reproductivos, por que dichos procesos estan asociados con la disponibilidad de energia
(Funston, 2004); sin embargo, el nivel de inclusion de grasas en la dieta ha sido limitado por el
efecto negativo de la fermentacion en el rumen (Hess et al., 2008), aunque se menciona que los

acidos grasos de cadena larga pueden escapar a la biohidrogenacién ruminal (Ashes et al., 1992).

Investigaciones recientes muestran que los AGP Q-3 pueden influir de forma positiva en el
crecimiento del foliculo ovulatorio, formacién del cuerpo lateo, desarrollo embrionario,
actividad uterina, componentes de membrana celular, sintesis de esteroides y prostaglandinas
(PGF,,), ademas de la maduracion cerebral del feto (Wathes et al., 2007; Childs et al., 2008;

Zachut et al., 2008).

Por ejemplo, la suplementacion con harina de pescado (enriquecida en n-3) a vacas lecheras

disminuye la concentracion de 13-14 dihidro-15 keto-prostaglandina posterior a la inyeccion de



oxitocina (Mattos et al., 2002), de igual forma, se ha observado que estos AGP Q-3 alteran la

biosintesis de PGF,, en células endometriales de bovino cultivadas in vitro (Mattos et al., 2003).

Mattos et al. (2000) indican que las grasas pueden influir positivamente en la reproduccion
por alteraciones en la sintesis de hormonas esteroideas y prostaglandinas. Mencionan que los
acidos grasos poliinsaturados (linoleico, linolenico, eicosapentanoico y decosaexanoico) son
capaces de inhibir la sintesis de prostaglandinas mediante la disminucién de su precursor (el
acido araquidonico) a través de acciones enzimaticas, por lo que sugieren debe existir una
alimentacion estratégica vigilando el perfil de acidos grasos en la dieta, de tal forma que se
pueda disminuir la sintesis de prostaglandinas durante los primeros dias de gestacion y de esta

manera reducir la mortalidad embrionaria.

Por lo tanto, el objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto de harina y
aceite de pescado como fuente de AGP Q-3 en el inicio y duracion del estro, tasa de gestacion y
prolificidad en ovejas primalas inseminadas por laparoscopia, y sobre la respuesta ovulatoria y
caracteristicas embrionarias en ovejas superovuladas, ademas del perfil hormonal de

progesterona (P,4) e insulina (INS).



2 Planteamiento del problema
El crecimiento progresivo de la poblacién humana, ha sido contrario a la produccion de

alimentos, obligando al hombre a buscar nuevas y mejores técnicas de produccion agropecuaria,

para satisfacer sus necesidades nutricionales (Cuellar et al., 2005).

La ovinocultura en México es una de las actividades que actualmente ha despertado el
interés en los ganaderos dentro del sector pecuario, en primera instancia por la gran demanda de
carne en el mercado (85, 965. 2 t) y segundo por la baja produccién de este producto a nivel
nacional (46, 299. 2 t). No obstante, los modelos productivos que prevalecen en nuestro pais, en
la mayoria de los casos son rebafios con indices de produccion deficientes y con poco interés de
los productores en constituir una empresa econémicamente redituable debido a que las personas
realizan esta actividad por tradicion para el autoconsumo, como un medio de ahorro que les
permite enfrentar compromisos sociales y de desarrollo familiar. Ademéas que no se toman en
cuenta aspectos generales como la nutricién, estado fisiologico (gestacion, lactancia, postparto),
estacionalidad y sanidad de los animales antes de someterlos a un programa reproductivo
(Arteaga, 2003), esto origina un menor numero de corderos destetados por oveja al afio y
favorece a la importacion de ganado ovino, principalmente de paises como Nueva Zelanda,
Australia, E. U., Canada y Chile, con la finalidad de cubrir el déficit (39, 736 t) de la demanda
existente (SAGARPA, 2012).

Sin embargo, la demanda de ovinos de mejor calidad cada vez es mayor, por lo que los
productores se ven en la necesidad de buscar mejores pie de cria y recurren a tecnologias o
técnicas de mejoramiento genético en la reproduccion asistida para incrementar su productividad

y rendimiento en sus animales.



3 Objetivos

3.1.1 General

Evaluar el efecto de harina y aceite de pescado como fuente de AGP n-3 en el inicio y duracién
del estro, tasa de gestacion y prolificidad en ovejas primalas inseminadas por laparoscopia, y en
la respuesta ovulatoria y caracteristicas embrionarias en ovejas superovuladas, ademas del perfil

hormonal de progesterona (P4) e insulina (INS).

3.1.2 Especificos

» Determinar inicio y duracion del estro, en respuesta a los tratamientos hormonales.

> Evaluar la tasa de gestacion posterior a la IAL.

» Evaluar el indice de prolificidad.

» Evaluar la respuesta ovulatoria.

> Determinar la calidad embrionaria.

» Evaluar la tasa de gestacion posterior a la transferencia de embriones.

» Determinar la concentracién hormonal en suero de P4 e INS.



4 Hipdtesis

La adicion de harina y aceite de pescado como fuente de € -3 durante un periodo corto mejorara

la presentacion del estro, tasa de gestacion y prolificidad en ovejas inseminadas por laparoscopia.

La adicion de harina y aceite de pescado como fuente de Q -3 durante un periodo largo de
alimentacion (45 d) en ovejas superovuladas mejoraré la respuesta ovulatoria y las caracteristicas
embrionarias de los embriones recuperados. La adicion de harina y aceite de pescado como
fuente de Q -3 durante un periodo largo en ovejas receptoras de embriones incrementara la tasa

de gestacion y el indice de prolificidad.

La adicion de harina y aceite de pescado en la dieta modificara las concentraciones de P4 e INS.



5 REVISION DE LITERATURA
5.1  Principales aspectos en la fisiologia reproductiva de la oveja

5.1.1 Pubertad
Es la etapa fisiologica en la cual la hembra presenta su primer estro, libera gametos

viables y es capaz de reproducirse; no obstante, es recomendable que la oveja alcance su
madurez sexual para evitar el desgaste metabdlico ocasionado por mantener la gestacion y la

lactancia (Galina y Valencia, 2008).

La edad y el peso corporal son las principales caracteristicas que limitan el inicio a la
pubertad, esto ha sido observado en diversas investigaciones donde se muestra que las ovejas
deben alcanzar aproximadamente el 60% de su peso adulto durante los primeros siete a nueve
meses de vida para poder reproducirse, sin embargo, existe cierta variabilidad en el tiempo en
que se presenta la pubertad, dicho efecto es influenciado por las diferentes razas de ovejas, el
tipo de alimentacion y la época de nacimiento (Foster et al., 1985; Quirke et al., 1985a; Suttie et

al., 1991; Zavala et al., 2005; Camacho et al., 2008).

5.1.2 Ciclo estral
El ciclo estral se define como el intervalo entre dos estros y se caracteriza por cambios

fisiologicos que van desde la foliculogénesis, la ovulacion, la formacién de cuerpos luteos y la
posible fecundacion de gametos, hasta cambios en el comportamiento de la hembra, los cuales

son regulados por procesos endocrinos (Bearden y Fuquay, 1982; Hafez y Hafez, 2002a).

En la oveja el ciclo estral tiene una duracion promedio de 16 a 17 dias, presentando
diferencias entre razas, etapa de la época reproductiva (anestro) y efectos ambientales

(McKenzie y Phillips, 1931; Wiggins et al., 1970; Navarro y Torres, 1984).



El ciclo estral presenta dos fases, una fase folicular y una fase lGtea. Durante la fase
folicular se lleva a cabo el reclutamiento de foliculos y dura de 2 a 3 dias, esta fase se caracteriza
por la presentacion del estro el cual tiene una duracion aproximada de 36 horas y la ovulacion
que en el caso de la oveja, es de tipo espontanea y ocurre en el Gltimo tercio del estro. La
presentacion de la ovulacion determina el inicio de la fase lGtea, durante esta fase el cuerpo lGteo
es la principal estructura ovarica que se desarrolla y su funcién es la de secretar progesterona (Py)
para mantener una posible gestacion, la fase lGtea normalmente dura entre 12 y 14 dias, sin
embargo, este tiempo se puede ver afectado por la secrecion temprana de prostaglandinas
(PGF,,), las cuales causan la lisis o regresion del cuerpo lUteo y, en consecuencia, la presencia

del estro y el inicio de un nuevo ciclo estral (Frandson, 1988).

5.1.3 Hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH)
La GnRH es una hormona constituida por 10 aminoacidos y presenta un peso molecular

de 1183 Da (Hafez y Hafez, 2002b), es secretada en el hipotdlamo por células del area predptica
(APO) y area ventromedial (AVM), de donde es trasportada a la eminencia media (EM) para ser
liberada al sistema portal hipofisario y causar la liberacién de hormona luteinizante (LH) y

hormona foliculo estimulante (FSH) en la adenohipdfisis (Prieto y Velazquez, 2002).

La secrecion de la GnRH es de forma pulsatil, la frecuencia y la amplitud de sus pulsos
varia dependiendo de la edad, la fase del ciclo estral e incluso por el estado nutricional en que se
encuentre el animal (Schillo, 1992), cada pulso de GnRH es seguido por otro de LH,
estableciendo una correlacion entre estas hormonas, la cual incrementa durante el pico
preovulatorio, sin embargo, posterior a este evento la GnRH se continGia secretando con una
menor frecuencia en sus pulsos, dicho comportamiento ha sido relacionado con la conducta del

estro mostrada por la hembra seguida de la ovulacién (Evans et al., 1994).



El mecanismo regulador en la secrecion de GnRH es mediado por cambios propios en la
secrecion de hormonas ovéricas, como es el caso del estradiol y la progesterona, las cuales
actlan retroalimentando de una forma positiva (estimula) o negativa (inhibe) la secrecion de
gonadotropinas, no obstante, se estima que estos procesos no son regulados directamente por
estas hormonas, ya que no poseen receptores en las areas de las células secretoras de GnRH, lo
que sugiere la participacion de neurotransmisores como la dopamina, &cido gama amino butirico
(GABA) y los péptidos opioides endégenos (POES) como intermediarios en la regulacion de este

mecanismo neurosecretor (Arroyo et al., 2006).

5.1.4 Hormona luteinizante (LH)
La LH es una hormona clasificada dentro del grupo de las glucoproteicas y es secretada

por la adenohipofisis, se encuentra constituida por 216 aminoacidos y su peso molecular oscila
entre los 26000 y 30000 Da, con una vida media de 30 minutos y conformada con dos

subunidades una a y otra 3 (Landefeld et al., 1983; McDonald, 1991a).

El patrén secretor de LH es regulado por la concentracion en sangre de progesterona y
estradiol a través de mecanismos de retroalimentacion (positiva o negativa) sobre las neuronas
liberadoras de gonadotropinas en el hipotdlamo. Esto se ha demostrado con animales
ovariectomizados, puesto que estos animales al estar carentes de estas hormonas esteroideas, no
pueden regular la secrecion de LH, sin embargo, al administrar algin dispositivo de progesterona
o estradiol la frecuencia de los pulsos de LH regresa a su normalidad (Roche et al., 1974; Karsch

et al., 1980; Goodman et al., 1982).

La LH actua directamente sobre el foliculo ovarico estimulando su desarrollo hacia la
maduracion, es por esta razon que la frecuencia de sus pulsos incrementan durante la fase

folicular formando un pico antes de la ovulacion precedido de un incremento de estradiol; dichos



pulsos alcanzan una frecuencia de un pulso cada 30 minutos al momento del pico preovulatorio,
el cual tiene una duracion aproximada de 12 a 24 horas y una concentracion que va de 30 hasta
180 ng mL™. Contrariamente a este comportamiento, se ha observado que la frecuencia de los
pulsos de LH durante la fase latea disminuye, lo que se le atribuye al efecto de la progesterona,
por ser capaz de inhibir la secrecion de gonadotropinas (Karsch, 1984; Karsch et al., 1997;

Caraty y Skinner, 1999).

5.1.5 Hormona foliculo estimulante (FSH)
La FSH al igual que la LH es una hormona glucoproteica, secretada por la hipofisis

anterior; presenta un peso molecular de 32000 Da, con una vida media de 2 a 4 horas. Su
estructura consta de dos subunidades (a y B), actiia directamente sobre las células de la granulosa
del foliculo ovarico estimulando la mitosis de éstas y la produccion de estrogenos (E;) necesarios
en el crecimiento y desarrollo del foliculo ovulatorio (McDonald, 1991b; Recabarren et al.,

2006).

La secrecion de FSH se incrementa durante el crecimiento de los foliculos en cada oleada
folicular mediante la accion de las activinas, proteinas presentes en el liquido folicular (Shafiee-
Kermani et al., 2007), no obstante, existen otras proteinas como las inhibinas y folistatinas
encargadas de regular la secrecion de FSH, las cuales actlan como sefiales quimicas
retroalimentando de forma negativa sobre la hipdfisis anterior, manteniendo el numero de
ovulaciones especifico para cada especie. Sin embargo, esta inhibicion en FSH no altera la
secrecion de LH por lo que el foliculo puede continuar su crecimiento hasta la ovulacion

(Findlay, 1993; Espinoza-Villavicencio et al., 2007).



5.1.6 Progesterona (Ps)
La P4 es una hormona de tipo esteroidal, constituida por una cadena de 21 carbonos y

secretada por el cuerpo luteo, la placenta y la glandula suprarrenal, se sintetiza a partir del
colesterol mediante acciones enzimaticas, partiendo de la conversion del colesterol a
pregnenolona a través de la separacion de la cadena lateral del colesterol mediante el complejo
enzimatico citocromo P-450 (P450s.) en el interior de la mitocondria y, posteriormente, esta
pregnenolona termina su biosintesis en P4 por la enzima 3B-hidrixiesteroide deshidrogenasa/ A5 -

A4 isomerasa (3B-HSD) en el reticulo endoplasmico liso (Smith et al., 1994; Niswender, 2002).

La funcion principal de la P4 es preparar al endometrio para la implantacion de embrion y
mantener la posible gestacion, para ello la P4 inhibe movimientos en el miometrio e inactiva la
actividad estral disminuyendo la secrecidn pulsatil de GnRH y LH, debido a estos procesos se
considera a la P, como un regulador de la actividad reproductiva de la hembra y, es por esta
razén que se utilizan sus analogos (progestagenos) en la sincronizacion del estros (Moss et al.,
1981; Caraty y Skinner, 1999; Uribe-Velasquez et al., 2008). No obstante, se estima que una
corta o larga duracion de la fase lGtea sincronizada puede ocasionar una elevacion temprana de
LH, originando un inadecuado desarrollo folicular y, en consecuencia, un mal desarrollo del

cuerpo luteo (Skinner et al., 2000).

Las concentraciones de P4 en sangre en la hembra ovina varian dependiendo de la fase del
ciclo estral, durante la fase folicular sus concentraciones son casi indetectables y oscilan por
debajo de 1 ng mL™, pero en la fase litea alcanza valores que superan los 4 ng mL™ los cuales
declinan cerca de los dias 10 y 12 por accion de las prostaglandinas, que ocasionan la lisis del
cuerpo luteo, en caso de no existir una gestacion (Nett et al., 1976; Murdoch et al., 1986; Molina

et al., 2005).



El mecanismo mediante el cual la P, inhibe la secrecién de GnRH y LH adn no esta
determinado en su totalidad, debido a que esta hormona no posee receptores sobre las neuronas
secretoras de GnRH (Arroyo et al., 2006). Investigaciones en esta ultima década, muestran la
participacion del neurotransmisor acido gama amino butirico (GABA) como el principal
intermediario en la inhibicién de la P4 a los pulsos de GnRH, ya que durante la inhibicion de LH
se correlacion6 un incremento en GABA sobre el &rea predptica, no obstante, son necesarias mas
investigaciones para esclarecer esta compleja red neural que regula el ciclo estral de la hembra

(Robinson y Kendrick, 1992; Han et al., 2002; Han et al., 2004; Sullivan y Moenter, 2005).

5.1.7 Estradiol (Ey)
El E;, es el principal estrogeno producido en las células de la granulosa del foliculo

ovarico a partir de andrégenos generados por células de la teca interna; se considera esencial en
el comportamiento sexual mostrado por la hembra durante el estro, no obstante, se menciona que
es necesaria la presencia de P4 para una total expresion de E,; es por esta razén que el E; alcanza
una mayor concentracion (21.1 pg mL™) al momento del pico preovulatorio, aunque se reportan
pequefios incrementos a mitad de la fase lGtea, los cuales comuUnmente se relacionan con oleadas

foliculares (Pant et al., 1977; Caraty y Skinner, 1999).

El mecanismo endocrino que regula la accién del E; sobre la actividad reproductiva puede
ser tanto positivo como negativo. El primero se da durante la estacion reproductiva en donde la
reduccion en la concentracion de P, aumenta la frecuencia en pulsos de LH, estimulando la
sintesis de E, en los foliculos que se encuentran en crecimiento, este incremento de E;
retroalimenta de forma positiva sobre el hipotdlamo medio basal (HMB), especificamente sobre

nucleo ventromedial (NVM) generando una mayor descarga en la dupla GnRH/LH originando el



pico preovulatorio y la ovulacion (Goodman, 1996; Caraty et al., 1998; Wintermantel et al.,

2006).

El efecto negativo de E; sobre la secrecion de gonadotropinas, ocurre en el periodo de
anestro estacional y se menciona que el sistema dopaminérgico del nucleo A15 en el area
retroquiasmatica del hipotalamo es el encargado de regular dicho efecto, aunque no se han
encontrado receptores para estradiol en esta area, se sugiere que podrian existir conexiones
interneurales que regulen este proceso, asi mismo, se estima que el E, puede actuar a nivel
pituitaria en la inhibicion de los pulsos de LH (Nett et al., 1990; Skinner y Herbison, 1997;

Goodman et al., 2000; Petersen et al., 2003; Hardy et al., 2003).

5.1.8 Crecimiento y desarrollo folicular
La oveja al igual que las demas hembras domésticas nacen con una reserva determinada

de ovocitos, los cuales representan una fuente de vida para perpetuar su especie; estos ovocitos
interrumpen su crecimiento manteniéndose latentes en la fase de diploteno de la porfase | en la
meiosis hasta la pubertad para un posterior desarrollo completo, se caracterizan por presentar una
capa plana de células formando una estructura en el ovario cominmente denominada foliculo
primordial, en el caso de la oveja se han llegado a observar de 120 000 a 230 000, pero se estima
que solo 250 y 1500 de estos foliculos llegaran a iniciar su desarrollo y el resto de ellos sufriran

atresia por lo que no seran ovulados (Smeaton y Robertson, 1971; Baird, 1983).

El primer indicio del crecimiento folicular es el aumento de tamafio del ovocito seguido
de la proliferacion de celulas de granulosa a forma cuboidal Ilamado foliculo primario, el
incremento en namero de capas de células de granulosa comienza a diferenciar las células de la
teca trasformando el foliculo primario en foliculo secundario; posteriormente, el foliculo

terciario continua con el crecimiento de las células de la granulosa formando un espacio



denominado antro folicular y por altimo tenemos al foliculo preovulatorio o también Ilamado
foliculo de Graff en donde las células foliculares aumentan su tamafio y el antro se llena de
liquido folicular colocando al ovocito hacia un costado y aumentando la presion en el foliculo

antes de la ovulacién (Fortune, 1994; Espinoza-Villavicencio et al., 2007).

El desarrollo de un foliculo primordial hasta un foliculo ovulatorio esta regulado por una
serie de procesos paracrinos y endocrinos dentro del ovario que incluyen la participacion de
gonadotropinas (FSH y LH), inhibinas, activinas, folistatinas, esteroides y factores de

crecimiento (Martin et al., 1991).

Referente a la foliculogénesis, en el desarrollo folicular se distinguen tres fases
caracteristicas de los foliculos: reclutamiento, seleccion y dominancia, durante estas fases los
foliculos se vuelven més sensibles a las gonadotropinas principalmente en la fase de
reclutamiento, en el caso de oveja los foliculos empiezan esta fase cuando tienen un tamafio
>2mm de didmetro, ocurre la transicion de foliculo primordial a primario, coincidiendo con la
lutedlisis en un tiempo aproximado de 72 h antes de la ovulacion (Lépez et al., 1993; Armstrong
y Webb, 1997). En estos foliculos primarios se estima la participacion del factor de crecimiento
y diferenciaciéon 9 (GDF9) y la proteina morfogénica del hueso (BMP15), que conforman a los
35 miembros de la superfamilia del factor de crecimiento transformante —f, los cuales son
requeridos para el crecimiento folicular; el GDF9 se considera esencial en el desarrollo folicular,
ya que ratones carentes del gen que codifica esta proteina presentan alteraciones tempranas en el
crecimiento folicular, y, por consecuencia, infertilidad (Juengel et al., 2004) de igual forma,
mutaciones en el gen que codifica la BMP15 ocasiona el mismo patron de comportamiento en

alteraciones foliculares en ovejas (Hanrahan et al., 2004).



En la oveja se estima que la seleccion de foliculos ocurre durante la fase folicular, en este
caso se presentan foliculos secundarios y terciarios (2 - 4 mm), caracteristicos por tener las capas
de granulosa y de la teca bien definidas con un antro folicular, ademas, estos foliculos ya pueden
secretar estradiol, inhibina y folistatina las cuales son necesarias para inhibir la secrecién de FSH
y de esta manera controlar el niamero de foliculos que se desarrollaran hacia la ovulacion (Souza

et al., 1997; Webb et al., 2004).

La dominancia es la fase en donde el o los foliculos de mayor tamafio (5 — 6 mm),
dependiendo de la especie, crecen constantemente y el resto de foliculos subordinados sufren
atresia (Rosales y Guzman, 2008). Durante este proceso, el foliculo dominante presenta una
relacion importante con los factores de crecimiento mas comunes, entre los que se encuentran el
factor de crecimiento parecido a la insulina o IGFs (Eckery et al., 1997; Khamsi y Roberge,
2001), que estan constituidos por dos ligandos los IGF-1 y |1, dos tipos de receptores especificos
el 1 y 2, ademéds de 6 proteinas acarreadoras (IGFBP’s) encargadas de proporcionarles la
bioactividad, siendo la IGFBP -3 la méas abundante en sangre y en fluido folicular (Blat et al.,

1994).

Los IGFs estimulan la proliferacion y diferenciaciéon de células de la granulosa y de la
teca, modulando la accion de las gonadotropinas a nivel celular, interactuando con la FSH para
promover la produccion de estradiol, esta actividad es mediada por las proteasas (PAPP-A
pregnancy associated plasma protein -A) en el fluido celular, la cual se ha encontrado tanto en
bovinos, ovinos, cerdos, asi como en humanos (Lawrance et al., 1999), el incremento en FSH
induce la adquisicion de estas proteasas que se encargan de degradar a la IGFBP intrafolicular
para lograr la liberacion de los IGF y posteriormente sinergizar con la FSH logrando un

incremento en E,, el cual a su vez, retroalimenta de forma negativa a la secrecion de FSH



evitando con esto la presencia de otros foliculos con PAPP-A, por lo que es una caracteristica en
foliculos seleccionados para ejercer dominancia durante la proxima ovulacion (Conover et al.,

2001).

5.1.9 Dinamica folicular
Al crecimiento continuo y regresion de los foliculos antrales que conllevan hacia el

desarrollo de un foliculo preovulatorio se le conoce como oleadas foliculares; los estudios
referentes a los cambios que presenta el ovario durante el ciclo estral, se realizaban a través de
procesos quirdrgicos o de material de frigorificos, sin embargo, la informacion contenia muchas
contradicciones, lo que llevo a desarrollar tecnologia propicia para estos trabajos, siendo la
ultrasonografia la herramienta mas Util; sus primeras aplicaciones fueron en bovinos gracias a la
facil manipulacién del aparato reproductor de la hembra, no obstante, esta era una limitante en el

caso de ovinos (Ginther et al., 1989).

Recientemente la ultrasonografia realiz6 mejoras en sus equipos, desarrollando
transductores transrectales mas delgados que facilité el estudio de la fisiologia ovérica en los
pequefios rumiantes, observandose de dos a tres oleadas foliculares e incluso hasta cuatro en las
ovejas, las cuales emergen durante los dias 0, 6 y 11 de su ciclo estral (Ravindra et al., 1994;

Vifioles et al., 2002).

Las principales caracteristicas observadas durante oleadas foliculares son:

R/

% El foliculo mayor de la oleada uno se presenta mas grande que el foliculo mayor de la

oleada dos.

% La tasa de crecimiento desde el dia de la emergencia (2 - 3 mm) hasta el dia de maximo

didametro es de aproximadamente 1 mm/dia.



% En promedio de 1.2 a 1.5 foliculos alcanzan 5 mm de didmetro en cada oleada, aunque

esto varia en relacién a la raza estudiada.

% El intervalo entre la primera y segunda oleada es mas largo que el de la segunda y tercera

oleada (Noel et al., 1993; Rubianes, 2000).

Por otra parte, existe evidencia de que las concentraciones séricas de FSH estan asociadas
con cada oleada folicular, seguido de un descenso por efecto negativo del estradiol secretado por
el foliculo dominante de la oleada, resultados similares se muestran también en el anestro,
aunque las concentraciones de estradiol e inhibina presentan resultados contradictorios, lo que
sugiere gue estos foliculos no ejercen una dominancia funcional durante este periodo (Bartlewski

et al., 1998; Evans et al., 2001).

Actualmente el estudio de la dinamica folicular ha permitido un mejor manejo sobre la
actividad reproductiva de la oveja, estableciendo nuevos programas de sincronizacién de estros
aplicando el modelo de una oleada folicular, a través de alimentaciones estratégicas con dietas
altas en proteina y energia, en donde se ha observado que el estado metabdlico influye de manera
directa sobre el crecimiento folicular y que ovejas con condicion corporal de 4 (escala 1 — 5)
presentan tres oleadas foliculares comparado con ovejas en baja condicién (Vifioles et al., 2002;

Vifoles et al., 2005; Somchit et al., 2007).

5.1.10 Estacionalidad
La oveja se caracteriza por ser un animal poliestrico estacional, es decir, presenta estros

durante una estacion del afio regida bajo un fotoperiodo decreciente (menos horas luz),
principalmente en aquellas razas que viven cerca de los polos en donde la variacién de horas luz

es mayor (Chemineau et al., 1992). Aunque existen razas como la Blackbelly y Pelibuey de



climas tropicales que por su ubicacion geografica cerca del Ecuador presentan ciclicidad

practicamente durante todo el afio (Cerna et al., 2004; Hernandez et al., 2004).

La estacionalidad proporciona a la hembra una valoracion del tiempo en el cual existan
las condiciones propicias en temperatura ambiental y alimento para poder reproducirse, por lo
tanto, también se considera determinante en el inicio de la pubertad, ya que ovejas nacidas fuera
de la estacion reproductiva dificilmente se reproduciran en ese afio, sino que sera hasta el afio

siguiente (Ebling y Foster, 1988; Foster et al., 1988; Wood et al., 1991; Herbosa et al., 1994).

El mecanismo que le permite a la oveja detectar la estacion reproductiva es a través de la
secrecion de melatonina, hormona secretada durante la oscuridad por la glandula pineal, de tal
forma, que la oveja puede identificar el paso de las estaciones como un reloj enddgeno e
indicarle el momento apto para iniciar su reproduccion (Malpaux et al., 1989; Skinner y

Malpaux, 1999).

La funcion endocrina de la melatonina consiste en un control de la liberacion de GnRH,
cambiando la sensibilidad hipotalamica a los estrégenos; sin embargo, se estima que la
melatonina no actda por si sola en este proceso, ya que no posee receptores sobre las células
liberadoras de gonadotropinas, sino que este proceso es mediado por la accion de la dopamina,
un neurotransmisor encargado de aumentar el efecto inhibitorio del estradiol durante el anestro
estacional (Malpaux et al.,1999; Arroyo et al., 2006). En la oveja la melatonina reduce la
produccién de dopamina, mediante la accion enzimatica, inhibiendo la tirosina hidroxilasa, de tal
forma que se inicia la actividad reproductiva; esto ha sido demostrado en investigaciones en

donde la aplicacion de neurotoxinas (6 — hidroxidopamina) y antagonistas (pimozide)



dopaminergicos ocasionan un aumento en la secrecion pulsatil de LH durante el anestro (Thiéry

et al., 1989; Havern et al., 1991).

5.2  Aspectos nutricionales y metabolicos y su influencia en los procesos reproductivos

5.2.1 Condicién corporal
La condicion corporal se refiere a la cantidad de grasa acumulada en el cuerpo

relacionada con su masa muscular, esto representa para el animal un estado de bienestar y
confort que le indican la etapa apta para iniciar su reproduccion, no obstante, en la mayoria de
los casos este aspecto no es tomado en cuenta durante los programas reproductivos y, por lo

tanto, repercute en la fertilidad de la hembra (Manzano et al., 1999).

La escala utilizada para clasificacion de la condicion corporal en ovinosesde 1 a5 (1 =
emaciada, 5 = obesa), la técnica para aplicar esta escala consiste en hacer presion con las manos
sobre las apofisis espinosas de las vértebras lumbares y determinar la profundidad del musculo
longissimus (Russel et al., 1969), sin embargo, esta medicion parece ser un poco confiable
debido a que es subjetiva; actualmente el uso de equipos mas sofisticados como el ultrasonido
nos permite ser mas precisos en la medicidn, aunque se requiere de una persona especializada en
el manejo del equipo, asi como del conocimiento acerca de las areas y promedios de las

mediciones (McLaren et al., 1991).

Diversos estudios se han realizado en ovinos para determinar el lugar especifico que
represente una mayor relacion con la grasa dorsal, la mayoria concluyen que la mejor area para
esta medicion es entre la doceava y treceava costilla (Edwards et al., 1989; Hamlin et al., 1995).
Por su parte Greiner et al. (2003), mencionan que mediciones en esta area tienen una correlacion
de 0.66 a 0.69 con las mediciones realizadas en la canal, en tanto que Silva et al. (2005),

encontraron que las mediciones de grasa dorsal van de 2.98 a 3.55 mm, con una correlacién de



0.9 (P < 0.01), dichos resultados presentan semejanza con los encontrados por McLaren et al.

(1991) en corderos en crecimiento.

La reserva corporal constituye un buen estado nutricional y por ende metabolico del
animal, ya que ovejas con una buena condicion (3 — 4) muestran incrementos en dinamica
folicular (3 a 4 oleadas), tasa ovulatoria y fertilidad (Scaramuzzi y Radford, 1983; Quirke et al.,
1985b; Vifoles et al., 2002). En contraste, cuando las hembras presentan pérdida de peso, lo cual
comunmente ocurre durante el periodo postparto, disminuye su actividad folicular
incrementando el intervalo entre partos, ademas de causar variaciones en la secrecién hormonal
de gonadotropinas (Rutter y Randel, 1984; Lalman et al., 1997; Meikle et al., 2004), aunque se
menciona que también en el preparto un desbalance corporal ocasiona cambios en el desarrollo

fetal (DeRouen et al., 1994; Thomas et al., 2001; Osgerby et al., 2003).

5.2.2 Estado nutricional de la hembra
La nutricion constituye un elemento esencial en la eficiencia reproductiva de la hembra,

debido a que la reproduccion es una de las actividades fisioldgicas que el animal realiza después
de asegurar su mantenimiento y produccion (leche, carne, lana). El aporte de nutrientes como
proteina y energia son necesarios para realizar procesos que van desde la foliculogénesis hasta la
gestacion y lactancia, asi como la secrecion de hormonas que regulan estos procesos (Robinson

et al., 2006).

Por el contrario, un estado de desnutricion afecta de forma negativa sobre el eje
hipotdlamo — hipdfisis — gonadal en la secrecion de hormonas como estradiol, progesterona y
luteinizante (Dunn y Moss, 1992; Boland et al., 2000; Archer et al., 2002; Wade y Jones, 2004;
Scaramuzzi et al., 2006; Renquist et al., 2008). Estudios tanto in vivo como in vitro muestran que

la falta de nutrientes afecta de manera directa sobre la calidad del oocito, desarrollo del embrién



y gestacion (Peura et al., 2003; Lozano et al., 2003; Abecia et al., 2006; Borowczyk et al., 2006),
sin embargo, los mecanismos mediante los cuales la nutricion afecta a la reproduccion aun no
estan bien determinados, aunque se estima que el tipo de dieta (energética o proteica) y la
conformacién de sus ingredientes utilizada en la alimentacion de los animales ocasionan estos
cambios en la concentracién hormonal, repercutiendo de manera directa sobre la fertilidad de la

hembra (Boland et al., 2000; Scaramuzzi et al., 2006).

5.2.3 Energiay proteina en respuesta del perfil endocrino y eficiencia reproductiva
La implementacion de dietas energéticas y proteicas han sido utilizadas para buscar

mejoras en los aspectos productivos y reproductivos de la hembra (Armstrong et al., 2001). La
proteina se requiere en los animales porque aporta aminoacidos esenciales, por lo tanto, su
calidad depende del perfil de estos aminoacidos ademas de su digestibilidad; sus requerimientos
en la hembra dependen del estado fisioldgico (gestacion y lactancia) y nivel de produccion en

que esta se encuentre (Cannas et al., 1998).

El consumo de dietas altas en proteina se relaciona con una disminucién en la fertilidad
de la hembra (Adams et al., 1994; McNeill et al., 1997; Bell et al., 2000)- Canfield et al. (1990)
utilizaron diferentes niveles de proteina (16 y 19%) en la alimentacion de vacas, durante 20 d
después del primer servicio, encontrando que las hembras alimentadas con un alto nivel de
proteina presentan un menor porcentaje de gestacion en comparacion con hembras con un nivel
bajo de proteina (31 vs 48%), se sugiere que este comportamiento se debe a alteraciones en el
tero por acciones del nitrégeno de urea en plasma (PUN); esto fue comprobado por Rhoads et
al. (2004), monitoreando los cambios que presenta el Gtero durante la infusion de urea (0.01 g
urea/h por kg de peso vivo) encontrando que el PUN puede ejercer un efecto directo en el

ambiente uterino por una disminucién en el pH de 7.08 £ 0.07 a 6.88 + 0.08, lo que a su vez



repercute sobre la motilidad y supervivencia del espermatozoide en su recorrido por el Utero
hacia la fecundacion, resultados similares muestran Ocon y Hansen (2003) durante la
maduracion y el desarrollo de oocitos en diferentes medios de urea. Asi mismo, se menciona que
el incremento en proteina esta relacionado con aumentos de amoniaco en plasma, lo cual se
considera tdxico no solo para la hembra sino también para el embrion en caso de gestacion (Kaur

y Arora, 1995).

En lo que respecta a la energia esta puede ser tomada de diversas fuentes (animal y
vegetal) para la elaboracién de dietas, sin embargo, esto origina una mayor diversidad en los
resultados relacionados con los aspectos reproductivos. La deficiencia de energia retrasa el inicio
de la pubertad y altera el ciclo estral de la hembra, reduce el porcentaje de ovulacion, modifica la
secrecion de GnRH, P4, E; vy la frecuencia en los pulsos de LH (Spitzer et al., 1978; Schillo,

1992; Schneider, 2004).

Kurz et al. (1990), observaron en vaquillas ovariectomizadas con implantes de estradiol
que al reducir el nivel de energia en la dieta se inhibe la secrecion de LH, pero cuando la energia
se incrementa el mecanismo hipotalamo — hipdéfisis se restablece rapidamente, postulando que la
energia regula la secrecion de LH via E,, sin embargo, también existe una pequefia disminucion
en LH en ausencia del E,, lo que lleva a pensar que existe una relacion con el nivel de energia y
la secrecion de gonadotropinas. Estos resultados son contrarios a los encontrados por McShane y
Keisler (1991), quienes mencionan que el nivel de alimentacion no influyd sobre las
concentraciones séricas de LH y FSH en respuesta a la infusion de estradiol en corderos,
concluyendo que posiblemente la desnutricion a nivel ovario no sea una limitante de la mayoria

de los factores que intervienen en el deterioro de la funcion reproductiva.



Por otra parte, O’Callaghan et al. (2000), evaluaron la alimentacién en ovejas con 0.5, 1 y
2 veces los requerimientos de energia para su mantenimiento (M) sobre las caracteristicas
morfoldgicas del oocito, fluido folicular y concentracion hormonal, encontrando que el nimero
de foliculos > 3 mm fue mayor en ovejas alimentadas con 2 M, pero, entre las ovejas alimentadas
con 1y 0.5 M no existieron diferencias. Respecto a la concentracion de P4 en el fluido folicular
se observé que fue mayor en ovejas alimentadas con 0.5 M, comparada con la concentracion
presente en ovejas de los grupos que recibieron 1y 2 M, dicho efecto posiblemente se debe a un
incremento en el catabolismo de la P4 tras el aumento en el nivel de alimentacién, asi mismo, no
se presentd ningun cambio en la morfologia del oocito. Banchero et al. (2004), mencionan que
dietas altas en energia suministradas durante las ultimas semanas de gestacion traen consigo
mejoras en la produccién de calostro para los corderos, en particular para las ovejas con

mellizos.

5.3 Lipidos en la alimentacion de rumiantes
Los lipidos se consideran una excelente fuente de energia, accesibles y de bajo costo para

la dieta; normalmente se encuentran en los forrajes en forma de &cidos grasos poliinsaturados
esterificados como galactosilglicéridos; los cuales rara vez supera el 1.5 % de la materia seca en
la dieta; aunque el contenido de acidos grasos presente en cereales, semillas oleaginosas y grasas

libres es variable, méas elevado y en forma de triglicéridos (Plascencia et al., 2005).

A diferencia de las deméas especies animales el metabolismo de los lipidos en los
rumiantes requiere de procesos como la hidrolisis y la hidrogenacion de los acidos grasos
insaturados libres (18:2 y 18:3) en el rumen. El primer proceso consiste en separar a las grasas en
sus compuestos estructurales para su absorcion (&cidos grasos y glicerol) mediante la accion de

esterasas unidas a las membranas microbianas y lipasas bacterianas presentes en el liquido



ruminal, gran parte de este fermentado forma acidos grasos volatiles (AGV), en especial el
propionico, por medio de una glicerol-cinasa microbiana, sin embargo, existen grasas que
permanecen intactas hasta el intestino delgado, las cuales son hidrolizadas por efectos de
enzimas pancreéticas y biliares. Los acidos grasos de cadena corta (AGV) de dos y seis carbonos
son empleados por la microbiota o absorbidos a través de la pared del reticulo-rumen, para
posteriormente ser metabolizados en higado o algun otro tejido en la sintesis de glucosa, grasa o
cuerpos cetonicos, dependiendo del &cido de cadena corta que se trate, etapa productiva
fisiolégica y condicion nutricional del animal. Asi mismo, se menciona que la velocidad de
hidroélisis ruminal est& directamente relacionada con el grado de insaturacion de las grasas, por lo
tanto, los aceites son hidrolizados méas rapidamente que las grasas de origen animal (Palmquist,

1991; Chilliard, 1993).

La hidrogenacion, se basa en fijar hidrogeno sobre los dobles enlaces de los acidos grasos
insaturados convirtiéndolos en saturados y reduciendo los principales centros reactivos al
eliminar estos dobles enlaces; dicho proceso es regulado en mayor parte por los protozoos,
debido a que han demostrado ser més activos durante la hidrogenacion; es por esta razén que los
acidos grasos que conforman el tejido adiposo en los rumiantes presenta mayor cantidad de
moléculas saturadas, en relacion a las que contienen los alimentos que ingieren, lo que se
atribuye al proceso de hidrogenacion microbiana. De igual forma, se ha observado que la
hidrogenacion es mas rapida en los acidos grasos libres que en los esterificados, implicando la
participacion de esteresas y lipasas; por lo que la velocidad de hidrogenacidn representa un factor
limitativo en el uso excesivo de grasas y efectos que provocan estos a nivel ruminal (Wu y

Palmquist, 1991).



En general, la capacidad que poseen los microorganismos del rumen para digerir los
lipidos es muy limitada, ocasionan una fermentacion lenta de los carbohidratos y se reduce la
ingestion de alimentos, esto a la larga trae como consecuencia la pérdida de peso y el desbalance
metabdlico del animal, lo que repercute a su vez de manera directa sobre los aspectos
reproductivos, es por esta razén que se recomienda un nivel de grasa en la dieta no mayor al 6 %

para no intervenir en estos procesos fisioldgicos (Hess et al., 2008).

5.3.1 Grasa de sobrepaso
La grasa de sobrepaso o también Ilamado grasa protegida fue desarrollada con la

finalidad de reducir los problemas que se presentaban en la fermentacion ruminal con las grasas
naturales; este método de proteccion a las grasas le permiti6 mantener condiciones de pH
habituales en el rumen, pasar a traves de él y ser liberado en el medio acido del abomaso para

una absorcion directa en el intestino (Monroy, 1999).

El uso de este tipo de grasas protegidas en la alimentacion de rumiantes sugiri6
incrementar su nivel de inclusion hasta el 9 % en la dieta, aunque algunos investigadores
mencionan haber utilizado cerca del 15 % en la alimentacion en sus animales de engorda, sin
embargo, se recomienda no sobrepasar los niveles basicos de inclusion debido a que se han
reportado alteraciones en el consumo de materia seca (Bayourte et al., 1993; Scott y Ashes,

1993).

Actualmente existe una diversidad de grasas protegidas tanto de origen animal como
vegetal, no obstante, se menciona que los jabones calcicos de &cidos grasos de aceite de palma
(resultado de la combinacion de acidos grasos y calcio unidos mediante un enlace quimico para
formar una sal), representan una fuente confiable de grasa de sobrepaso para la elaboracion de

dietas en rumiantes, pues se caracterizan por ser insolubles y resistentes al ataque microbiano, no



recubren la fibra ni alteran la accion de los microorganismos en rumen, sin embargo, tienen el
mismo objetivo que las demés grasas protegidas, incrementar la densidad energética sin producir

alteraciones en el medio ruminal (Kowalski, 1997; Monroy, 1999).

5.3.2 Fuentesy tipos de grasas y sus efectos en la reproduccion de rumiantes
El uso de grasas en la alimentacion de rumiantes fue utilizada en primera instancia para

mejorar las caracteristicas de la leche y ayudar a la hembra en su desgaste metabolico (Palmquist
y Moser, 1981; Khorasani y Kennelly, 1998; Harvatine y Allen, 2006), sin embargo, algunas
variables reproductivas (presencia del estro, intervalo entre partos, porcentaje de gestacion,
prolificidad y perfil endocrino) mostraban variaciones en sus resultados, lo que despert6 el
interés de los investigadores por explicar el efecto que ejercian las grasas en estas variables
reproductivas, no obstante, la diversidad de grasas existentes ampliaba el panorama de

investigacion.

En un estudio realizado por Lammoglia et al. (1997) evaluaron el efecto de una dieta con
5.2 % de grasa (salvado de arroz) comparada con una testigo (3.71 % grasa, sin salvado de arroz)
en vacas Brahaman, durante su ciclo estral, encontraron que las vacas tratadas con 5.2 % de
grasa en la dieta presentaban una mayor concentracion de E; en el primer ciclo estral y de P, en

el segundo ciclo estral en contraste a las vacas testigo.

Thomas et al. (1997) trabajaron con dietas en base a la diferente composicion de sus
acidos grasos (saturados=ST, poliinsaturados=PU y altamente poliinsaturados=HPU) comparada
con una dieta testigo (sin grasa), para evaluar el efecto de los &cidos grasos en el crecimiento
folicular en vacas (F1: Brahaman x Hereford), encontraron un incremento en colesterol en todas
las vacas suplementadas con grasa comparadas con las vacas testigo, ademas de un mayor

numero de foliculos de tamafio mediano (4 a 9.9 mm) en el grupo de vacas con dieta basada en



acidos grasos PU, comparado con los grupos que recibieron acidos grasos ST y HPU, durante los
dias 5 al 9 del ciclo estral, por lo tanto, sugieren que existe un efecto de los acidos grasos PU
sobre el crecimiento folicular. Resultados similares muestran Robinson et al. (2002) cuando
alimentaron a vacas con dietas en base a &cidos grasos poliinsaturados (PUFA), encontrando que
las dietas suplementadas con PUFA reducen la concentracion de P, durante la fase litea

temprana, lo que origina el incremento en foliculos de tamafio mediano (5 a 10 mm).

Mattos et al. (2000) indican que las grasas pueden influir positivamente en la
reproduccion por alteraciones en la sintesis de hormonas esteroideas y prostaglandinas.
Mencionan que los &cidos grasos poliinsaturados (linoleico, linolenico, eicosapentanoico y
decosaexanoico) son capaces de inhibir la sintesis de prostaglandinas mediante la disminucion de
su precursor (el acido araquidonico) a través de acciones enzimaticas, por lo que sugieren debe
existir una alimentacion estratégica vigilando el perfil de &cidos grasos en la dieta, de tal forma
que se pueda disminuir la sintesis de prostaglandinas durante los primeros dias de gestacion y de

esta manera reducir la mortalidad embrionaria.

Referente al uso de grasas protegidas o de sobrepaso (bypass fat) Espinoza et al. (1997)
encontraron que su adicion al 25 y 5 % de la dieta de ovejas Pelibuey incrementa las
concentraciones en sangre de colesterol, lipoproteinas de alta densidad, ademas de progesterona,
no obstante, la concentracion de insulina disminuye conforme aumenta el nivel de grasa
protegida. Resultados similares encontraron Choi et al. (2000) cuando utilizaron 30, 60 y 90 g de
grasa protegida por kg de alimento en vacas, reportando que el incremento de grasa en la dieta
reduce las concentraciones de insulina y ademas disminuye el consumo de materia seca, por lo

tanto, sugiere que el bajo consumo de carbohidratos estructurales ocasiona una disminucion en el



porcentaje molar de propionato (un potente liberador de insulina) lo cual posiblemente explica el

decremento encontrado en las concentraciones de insulina (Choi y Palmquist, 1996).

5.4 Acidos Grasos Poliinsaturados (AGPs) y sintesis de prostaglandinas
Los AGPs de 20 carbonos son los precursores de eicosanoides, un grupo de moléculas de

caracter lipidico dentro de los cuales se incluyen a las prostaglandinas (PGs), ademas de
tromboxanos y leucotrienos. Estas PGs son sintetizadas y liberadas en diferentes tejidos y
organos del cuerpo como la glandula mamaria, tejido adiposo, testiculos, utero, cerebro y
placenta, mediante un mecanismo autécrino y son metabolizadas en pulmones, higado y rifion.
Actualmente se conocen 3 series de PGs: las series 1 y 2 de PGs que se derivan de los AGPs Q-
6, teniendo como principal precursor al &cido araquidénico (AA, C20:4), y las PGs de la serie 3

provenientes del acido eicosapentanoico (EPA) (Needleman et al., 1986).

Investigaciones mencionan que las PGE1 y PGE2 funcionan como agentes luteotropicos, es
decir, estimulan la secrecién de progesterona para mantener el cuerpo lateo (Weems et al., 1997,
Arosh et al., 2004), contrario a la funcién de las PGF,,, las cuales causan la regresion del cuerpo
luteo (luteoliticos), proceso necesario para iniciar el nuevo ciclo estral, ademas, provocan
contracciones uterinas las cuales ayudan en el transporte de los espermatozoides, facilitan la
labor del parto y la involucion uterina posterior del parto (Pate, 1994; Smith et al., 1994;

Miyamoto et al., 1998).

Para la sintesis de PGF,, es necesaria la presencia de AA (C20:4), el cual es tomado
directamente de los ingredientes de la dieta 0 en dado caso puede ser sintetizado a partir de AL
(C18:2) mediante acciones enzimaticas (Figura 1). Esta conversion de AL a AA se desarrolla

mediante dos pasos principales; el primero es desaturacion (insercion de un doble enlace en la



cadena) en la posicion 5y 6 por la enzima desaturasa, y posterior una elongacion (adicion de dos

carbonos a la cadena) por la enzima elongasa (Wathes et al., 2007).

Para iniciar el proceso de sintesis de PGF,, (Figura 2) se requiere un estimulo externo, el
cual inicia con la union de la oxitocina (OT) a su receptor en el endometrio uterino (OTr) para
posteriormente activar la actividad de la fosfolipasa A2 (FLA2) y fosfolipasa C (FLC) que
actuan sobre los fosfolipidos de la membrana plasmaética con la finalidad de incrementar la
disponibilidad de AGPs para ser procesados por la prostaglandina H sintasa (PGHS), de tal
forma que si el AGP es el AA nos generard PGs de la serie 1 y 2 como la PGF2a (via PGHS,
Epoxigenasa, Lipoxigenasa) o en su caso acido epoxieicosatrienoico (AEET) o leucotrienos (via

FLC, Diacilglicerol DAC), sin embargo, si el AGP es el EPA se produciran PGs de la serie 3.

Acido Linoleico Acido Alfa-Linolénico
(AL, C18:2) (AAL, C18:3)
l b —— 4 Desaturasa A6 p—+ l
Acido Gamma-Linolénico Acido Estearidonico
(AGL, C18:3) (AE, C18:4)
&= p———4

Acido Dihomo-Gamma-Linolénico ‘ Acido Eicosatetraenoico
(ADGL, C20:3) (AET, C20:4)

Acido Araquidénico Acido Eicosapentaenoico
(AA, C20: (EPA, C20:5)
PGs serie 1y 2
PGE, PGs serie 3
PGE, PGE;
PGFq, PGF3,
PGF,,

Fig.1. Representacion esquematica que ilustra la generacion de prostaglandinas (PGs) de las
series 1, 2 y 3 referente a los tipos de acidos grasos poliinsaturados (AGPs) que conforman la
dieta (Wathes et al., 2007).
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Fig. 2. Representacion esquematica del metabolismo de los &cidos grasos poliinsaturados (AGPs)
de la dieta (© 3 y 6) en la regulacién de la sintesis de prostaglandinas PGF,, (Mattos et al.,
2000).

5.4.1 AGPsen la regulacion de la sintesis de prostaglandinas F,,
En diversas investigaciones se ha observado que los AGPs n-3 pueden disminuir la

sintesis de PGF,,, esto a través de la disponibilidad de su precursor el AA o en cierta forma por
la competencia enzimatica de las enzimas PGHS con &cidos grasos como el EPA y DHA. Por
ejemplo, en un estudio realizado por Mattos et al. (2002) en donde alimentaron a vacas lecheras
durante 34 d con diferentes niveles de harina de pescado (FM) en la dieta (0, 2.6, 5.2y 7.8 %
FM) enriquecida con AGPs EPA y DHA, antes de la sincronizacién del estro (con inyecciones de
100 pg GnRH y PGF,, en los dias 7 y 8 con 25 y 15 mg respectivamente), observaron que en el
dia 15 del ciclo estral sincronizado, posterior a las inyecciones via intravenosa de 17- estradiol
(0.5 mg mL-1) y oxitocina (100 Ul), los grupos de vacas alimentadas con FM (2.6, 5.2y 7.8 %

FM) presentaron una disminucion considerable en las concentraciones de los metabolitos de
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PGF2a (13-14 dihidro-15 keto-prostaglandina, PGFM) comparado con el grupo testigo (0%

FM).

Por su parte, Caldari-Torres et al. (2006) también determinaron el efecto del &cido graso
EPA en la produccion de PGF,, pero en células endoteliales de bovino (BEND) influenciadas
por la cantidad de AL en el medio de incubacion (AL:EPA), confirmando que existia una
disminucion en PGF,, en células BEND ante la presencia de EPA, sin embargo, este efecto
inhibitorio se reducia conforme incrementaba la relacion de AL a EPA, sugiriendo que la
inhibicion de la sintesis de PGF,, en el endometrio uterino por AGPs n-3 depende de relacion

existente de n-6 y n-3 en el utero.

5.4.2 Prostaglandinas F,, y reconocimiento materno de la prefiez
En rumiantes, mantener un alto porcentaje de hembras gestantes resulta redituable para el

hato o rebafio ganadero, sin embargo, se estima que cerca del 20 y 30% de embriones bovinos
mueren en los primeros 30 dias de gestacién, debido a una secrecién temprana de PGF,, y a un

retraso en el reconocimiento materno (Ayalon, 1978; Thatcher et al., 1995; Dunne et al., 2000).

El reconocimiento materno estd dado por una proteina llamada interferon tau (IFN-T), la
cual es secretada por células del trofoblasto embrionario hacia el interior del lumen uterino; este
proceso fisioldgico ocurre aproximadamente durante el dia 12 en ovejas y 16 en vacas, de sus

ciclos estrales (Hafez y Hafez, 2000).

Asi mismo, se ha observado que los AGPs Q-3 modifican la sintesis de PGF,, (Cheng et
al., 2001; Cheng et al., 2005; Wamsley et al., 2005), de manera que, al disminuir las
concentraciones de PGF,, podemos proporcionar el tiempo necesario para la secrecion del IFN-T

y de esta manera ayudar al reconocimiento materno.



En una investigacion realizada por Burns et al. (2003), en donde alimentaron a vacas
Angus con harina de pescado (FM) enriquecida con EPA y DHA (FM, 5.1 % de la dieta)
comparado con otro grupo de vacas alimentado con harina de gluten de maiz (CGM, 8.5% de la
dieta), se observo que el grupo de FM presentaba una mayor concentracion de EPA y DHA en
plasma respecto al grupo con CGM a los 35 d de alimentacion con las dietas, de igual forma, se
presentd una mayor cantidad de EPA en el endometrio para el grupo FM comparado con el grupo
CGM, concluyendo que la harina de pescado en la dieta altera la composicion de AGPs Q-3
tanto en el plasma como en el endometrio, resultados similares reportan Heravi et al. (2007) en
donde alimentaron a vacas lecheras con diferentes niveles de harina de pescado en la dieta (1.25,
2.5y 5%), sin embargo, mencionan que este cambio de AGPs Q-3 en el endometrio no modifico

la secrecion de PGF,,.

Mattos et al. (2003), determinaron el efecto de los AGPs (AA n-6, AAL, EPA y DHA n-
3) y el interferon tau bovino recombinante (bDIFN-T), en la sintesis de PGF2a en células
endometriales bovinas (BEND) por estimulacion de la proteina quinasa C con dibutirato 12,13 de
forbol (PDBuU), encontraron que efectivamente los AGPs AAL, EPA y DHA estimuladas por
PDBu interfieren en la sintesis de PGF,,, presentado un mayor efecto inhibitorio en PGF,, por
parte del EPA y DHA que del AAL, de igual manera, se encontré una inhibicion en PGF,, por
bIFN-T aunque el mecanismo difiere del de EPA y DHA, posiblemente este efecto es mediado
por la actividad enzimatica de la prostaglandina- endoperoxido sintasa 2(PGSH-2) por parte del

EPA.

En general, el uso de AGPs Q-3 en la dieta se ve reflejado en el plasma y endometrio

uterino, este proceso inhibe la sintesis de PGF,,, por lo tanto, puede ser utilizado como una



estrategia en el desarrollo reproductivo para ayudar a la supervivencia embrionaria y mejorar la

fertilidad de la hembra.

5.4.3 Influencia de los AGPs en la respuesta ovarica y embrionaria
La utilizacion de grasas en las dietas para rumiantes como fuente de energia ha mostrado

mejoras en su sistema reproductivo. Estudios recientes revelan que los AGPs influyen en el
crecimiento folicular, calidad del oocito y, por consecuencia, en el desarrollo embrionario

(Lozano et al., 2003; Borowczyk et al., 2006; Bilby et al., 2006).

En una investigacion realizada por Thomas et al. (1997) determinaron el efecto de los
diversos acidos grasos de la dieta en el crecimiento folicular, comparando una dieta testigo (CT,
sin grasa) contra otras dietas que contenian acidos grasos saturados (SAT, cebo animal),
poliinsaturados (PU, aceite de soya) y altamente poliinsaturados (HPU, aceite de pescado),
encontraron que el grupo de PU increment6 el nimero de foliculos de tamafio mediano (4 a 9
mm) comparado con los grupos CT, SAT y HPU, durante los dias 5 y 9 del ciclo estral,
correspondientes a la tercera semana de alimentacion, de igual forma, reportan un aumento en las
concentraciones de insulina, colesterol y hormona de crecimiento en suero, ademas del
incremento de IGF-1 en fluido folicular para todas las dietas con grasa (SAT, PU y HPU)
comparadas con la dieta testigo, posiblemente el aumento en las concentraciones de estas

hormonas se deba a la proliferacion celular relacionada a la actividad folicular.

Zachut et al. (2008) evaluaron el efecto de la grasa protegida enriquecida en &cidos
grasos insaturados (UFAs, oleico y linoleico) en tres grupos de vacas lecheras, el primero como
grupo testigo (GT, sin grasa), el segundo con bajo (LUFA) y el tercero con alto (HUFA)
contenido de UFAs en las dietas; encontraron un mayor didmetro en los foliculos preovulatorios

para el grupo HUFA (15.4 mm) comparado con los grupos GT (11.8 mm) y LUFA (10.5 mm);



conjuntamente con un incremento en las concentraciones de estradiol (E,, 3523.6 ng mL™) y
androstenediona (A4, 416.7 ng mL™) en fluido folicular para el grupo HUPA contrastado con los
grupos LUFA (E,, 867.6 ng mL™, A4, 36.0 ng mL™) y GT (E,, 1490.5 ng mL™, A4, 136.9 ng
mL-1), concluyendo que los UFAs en la dieta presentan efectos benéficos en el tamafio del

foliculo preovulatorio y esteroidogénesis, aunque los mecanismos no estan totalmente definidos.

Childs et al. (2008) también evaluaron el efecto de los AGPs Q-3 presentes en el aceite
de pescado (FO) en algunas variables reproductivas en vacas, para lo cual utilizaron cuatro
niveles de FO parcialmente protegido: 0 g o grupo testigo (CON); 65 g grupo bajo (LOW; 39 g
EPA, 26 g DHA); 140 g o grupo medio (MED; 84 g EPA, 56 g DHA); 275 g o alto (HIGH; 165
g EPA, 110 g DHA), con base en materia seca de la dieta. En general no encontraron diferencias
por efecto de las dietas en las concentraciones de progesterona y estradiol; sin embargo, el
tamafo del cuerpo lateo (CL) si fue diferente conforme incrementaba el nivel de FO en la dieta
(CON175%£1.17; LOW 19.8 £ 1.17; MED 25.7 £ 1.17; HIGH 24.1 £ 1.05) en el dia 7 posterior
al estro sincronizado, aunque este incremento en tamafio del CL no fue relacionado con la
concentracion de progesterona; no obstante, mencionan que existid una alta concentracion de
metabolitos de PGF2a (13-14 dihidro-15 keto-prostaglandina, PGFM) en los grupos alimentados
con FO (LOW, MED, HIGH) comparados con el grupo testigo (CON), en el dia 15, posterior a
la inyeccidn intravenosa de oxitocina (50 Ul), asi mismo, reportan una correlacion positiva entre
las concentraciones de EPA (R2=0.86) y el total AGPs Q-3 (R2=0.77) el endometrio uterino y el
plasma; y concluyen que el uso de AGPs Q-3 en la dieta puede ser manipulado para mejorar la

fertilidad aumentando los porcentajes de gestacion.

Por otra parte, Herrera-Camacho et al. (2008) evaluaron la tasa ovulatoria y el desarrollo

embrionario de ovejas Pelibuey en respuesta al consumo de AGPs presentes en el aceite de maiz



(AM, 4% de materia seca en la dieta) comparado con un grupo testigo (SM, 0% de aceite), y
reportaron que existié un aumento en el nimero de cuerpos lGteos, células colectadas totales y
embriones (14.73 + 1,87; 9.18 £ 2.16; 6.72 = 1.78, respectivamente) en el grupo AM comparado
con el grupo testigo (10.73 £ 1.42; 4.18 £ 1.36; 3.09 £ 1.36, respectivamente), conjuntamente
con un mayor namero de embriones en estado de mérula en el grupo AM (5.90 + 1.59) respecto
al grupo SA (2.18 £ 1.30), aunque la adicion de AM no mejor6é la calidad morfoldgica
embrionaria (excelente, buena, regular y mala), reafirman que efectivamente los AGPs tienen un
efecto en la respuesta ovulatoria en términos de nimero de cuerpos liteos y embriones en estado
de morula, no obstante, mencionan que es necesario realizar nuevas investigaciones para
implementar a los AGPs en la dieta como una alternativa en mejoras de la prolificidad de los

oVvinos.

Como otra alternativa para mejorar la fertilidad, los AGPs han sido utilizados con la
finalidad de modificar los componentes de la membrana plasmatica celular, aunque la mayoria
de los estudios han sido enfocados en los espermatozoides (Sanocka y Kurpisz, 2004; Whates et
al., 2007), se sugiere que su uso en la hembra esta relacionado con una mejor fluidez de la
membrana, facilitando el intercambio de nutrientes y metabolitos requeridos en el desarrollo del

ovocito y del propio embrion (Zeron et al., 2001).

5.4.4 Efecto de los AGP sobre el desarrollo del ovocito
La ovogénesis es la gametogénesis femenina, es decir, el desarrollo y diferenciacion del

gameto femenino u 6vulo mediante una division meidtica y se lleva a cabo en los ovarios. Este
proceso se produce a partir de una célula diploide y se forman como productos una célula

haploide funcional (el 6vulo) y tres células haploides no funcionales (los cuerpos polares).



Si bien la ovogénesis es un proceso natural, el uso de aceite y harina de pescado no
pueden modificar de manera directa este mecanismo, sin embargo, si pueden causar variaciones
en las estructuras que se desarrollan; se ha demostrado que ovocitos de muchas especies
contienen altos niveles de &cidos grasos (McEvoy et al., 2000), estos &cidos grasos son utilizados
como fuente de energia principalmente durante la maduracion del ovocito e incluso pueden
extenderse su uso hasta el desarrollo embrionario antes de su implantacion (Adamiak et al.,

2005).

Esta determinado que las sefiales endocrinas y metabolicas regulan el crecimiento
folicular y también el desarrollo del ovocito a través de cambios hormonales, concentracién de
factores de crecimiento en fluido folicular o via interaccién ovocito-granulosa (Webb et al.,
1999), por ejemplo, cambios en el consumo de energia durante periodos cortos influyen tanto en

la morfologia del ovocito como en su potencial desarrollo (Adamiak et al., 2006).

Elevados niveles de grasa en la dieta pueden influir sobre el contenido de &cidos grasos
en la membrana o en el citoplasma de los ovocitos, reportes indican que cambios en la
concentracion de acidos grasos en el fluido folicular durante el verano pueden influir sobre la
fertilidad en vacas (Bilby et al., 2006); e incrementos en los niveles de AGP durante el invierno

pueden influir sobre los ovocitos ovinos a la resistencia al enfriamiento (Zeron et al., 2002).

En vacas, la suplementacion con AGP (omega 3 y 6) induce severos cambios en aspectos
de foliculogénesis, incluyendo el numero total de foliculos y el tamafio del foliculo dominante o
pre-ovulatorio (Ambrose et al., 2006); en ovejas la suplementacion con AGP en grasas

protegidas incrementa el nimero de foliculos y ovocitos en ovarios, mejorando el nimero de



ovocitos de alta calidad, con mayor cantidad de AGP en plasma y células del cumulus (Zeron et

al., 2002).

Zachut et al. (2008), mencionan que la inclusion de AGP en la alimentacion de vacas
incrementa el tamafio y el contenido de hormonas esteroideas en foliculos pre-ovulatorios;
Sturmey et al. (2009), concluyen que existe evidencia de que los ovocitos y embriones utilizan
los lipidos enddgenos como substratos de energia, Herrera-Camacho et al. (2008), reafirman que
efectivamente los AGPs desarrollan un efecto en la respuesta ovulatoria en términos de nimero
de cuerpos luteos y embriones en estado de morula, no obstante, mencionan que es necesario
realizar nuevas investigaciones para incorporar a los AGPs en la dieta como una alternativa para
mejorar la prolificidad de los ovinos; a este respecto, Fouladi-Nashta et al. (2007), mencionan
que el uso de AGP puede beneficiar al ovocito no solo en crecimiento y desarrollo durante su

maduracion, sino también para el embrién y el periodo de pre-implantacion.

5.4.5 Uso de AGP en la calidad embrionaria y la criopreservacion

La utilizacion de grasas en las dietas para rumiantes como fuente de energia ha mostrado
mejoras en su sistema reproductivo. Estudios recientes revelan que los AGPs pueden influir en el
crecimiento folicular, calidad del oocito y, por consecuencia, en el desarrollo embrionario

(Borowczyk et al., 2006; Bilby et al., 2006).

Sin embargo, los resultados referentes a la calidad embrionaria no son expresados en
forma positiva, Ponter et al. (2012), mencionan que la alimentacion con AGP a vacas no

modifica el nimero y calidad de ovocitos y embriones recuperados y producidos in vitro.

Por otra parte, respecto a la criopreservacion del embridén, se menciona que

frecuentemente presenta fracturas en la zona pellcida y membrana citoplasmatica posterior a su



descongelamiento lo que induce una alta tasa de muerte celular embrionaria (Cuello et al., 2007).
El lipido contenido en los embriones es un indicador importante tanto para la calidad como para
la criotolerancia durante el enfriamiento y congelacién; Pereira et al. (2008), propusieron la
incorporacion directa de acido linoleico y &cido octadecadienoico dentro de la membrana
embrionaria durante su cultivo in vitro contribuyendo a la fluidez de la membrana y sugieren que

esto posiblemente podria mejorar la resistencia del embrion a la criopreservacion.

5.4.6 AGP en la espermatogénesis y caracteristicas seminales

La espermatogénesis se define como un proceso natural que inicia en la pubertad, cuya
finalidad es formar una estructura que protege y transporta material genético del espermatozoide
hasta el otro material genético contenido en el ovulo (Guyton y Hall, 2006); este proceso de
manera general se divide en tres etapas: la primera llamada espermatocitogénesis en donde se
producen las células madre y los espermatocitos mediante la division mitética; la segunda es la
meiosis, en este proceso se reduce el nimero de cromosomas de un estado diploide a un haploide
dando origen a las espermatidas; y por Gltimo en esta etapa se produce una diferenciacion de la
espermatida esférica a madura, la cual es liberada a la luz del tubulo seminifero como

espermatozoide (Llamos, 2006).

En la espermatogénesis también se desencadenan procesos biolégicos importantes y es
aqui donde tendria importancia la incorporacion de acidos grasos provenientes de la harina y el
aceite de pescado; estos son: los cambios lipidicos de la membrana plasmatica del
espermatozoide y la peroxidacion lipidica; ademas de la apoptosis de células germinales no
competentes. Durante el traslado del espermatozoide por el epididimo se incorporan lipidos a la
estructura de la membrana, principalmente fosfatidilcolina y los &cidos grasos insaturados. La

distribucion de los &cidos grasos se pude modificar presentando un mayor predominio de los



insaturados en la cola y los saturados en la cabeza; por lo que, estos cambios son relacionados
directamente con aumentos en la actividad flagelar y movilidad del espermatozoide (Llamos,

2006).

Los acidos grasos poliinsaturados (AGPs) has sido detectados desde hace tiempo en los
espermatozoides de diversas especies animales, incluyendo al hombre (Alvarez et al., 1995), al
carnero, toro, verraco (Poulos et al., 1986), ademas aves como el gallo, pato y pavo (Surai et al.,
1998). Sin embargo, en la Gltima década han retomado su importancia por su relacién con la
fertilidad; en este tenor, Wathes et al. (2007) mencionan que los &cidos grasos insaturados
proporcionan cierta fluidez a la membrana del esperma, la cual es necesaria en la fusion de

membranas principalmente en eventos asociados con la fertilizacion.

La composicion de la membrana plasmatica desarrolla un funcién determinante en la
fluidez, en la motilidad y viabilidad del esperma (Miller et al., 2004). En las aves, los AGPs mas
abundantes en los espermas son los Q-6 con el &cido araquidénico (5 y 9%) y el
docosatetranoico con el 15y 21% (Blesbois et al., 1997), de igual manera ocurre en los verracos,
aunque el principal &cido graso es el docosapentanoico (DPC); sin embargo, ninguno de estos
AGP estan relacionados con mejoras en la motilidad del esperma; en contraste, el acido graso
docoxahexanoico (DHA) se relaciona positivamente con esta variable. Resultados similares se
han documentado en el esperma de humanos (Aksoy et al., 2006), mientras que dietas basadas en
acidos grasos saturados y Q-6 se correlacionan negativamente con la motilidad y la viabilidad

(Safarinejad et al., 2010).

Sin duda alguna los AGP desempefian una funcién importante en la fluidez de la

membrana del esperma y a la susceptibilidad en la peroxidacion lipidica, lo que favorece a la



fertilidad del gameto (Blesbois et al., 2004; Am-in et al., 2011); sin embargo, en otros estudios
en humanos (Conquer et al., 2000), en pavos (Zaniboni y Cerolini, 2009), en conejos (Gliozzi et
al., 2009) y en verracos (Paulenz et al., 2000) los resultados son contradictorios y no parece
existir efecto de los AGP Q-3 sobre la calidad del semen; esta variabilidad en los resultados se

debe posiblemente a la gran cantidad y tipos de grasas en las dietas especificamente en los Q-3.

Aunque estd determinado que el DHA es el principal AGP presente en el esperma del
humano y en la mayoria de las otras especies mamiferas (Tavilani et al., 2006) también es el
principal puente con los fosfolipidos que ayuda a desarrollar un mayor funcionamiento en la
fluidez de la membrana del esperma (Ollero et al., 2000). En verracos se ha determinado que la
suplementacién con estos Q-3 incrementa la motilidad progresiva de los espermas y disminuye
el porcentaje con morfologia anormal (Rooke et al., 2001). Maldjian et al. (2005), reportan que
la adicidn de 3 % de aceite de pescado en la dieta de verracos incrementa el contenido de DHA
en el esperma del 33 al 45 % y aumenta el nimero de espermas por eyaculado. Estienne et al.
(2008), encontraron que el nimero de espermas increment6 y que incluso algunas caracteristicas

de la conducta sexual fueron alteradas en verracos alimentados durante 7 semanas con AGP Q-3.

Por lo tanto, la inclusion de AGP provenientes de harina y aceite de pescado pueden ser
utilizados como una estrategia para mejorar las caracteristicas seminales principalmente en
motilidad y viabilidad espermatica, y posiblemente en concentracion; no obstante, debemos tener
en claro que no esté totalmente determinado el funcionamientos de los Q-3, por la controversia
que presenta en sus resultados, por lo que son necesarias investigaciones futuras, y actualmente
enfocadas no solo a los beneficios de los AGP, sino también a la susceptibilidad que presentan

los AGP a las especies reactivas del oxigeno (ERO) y sus efectos en la fertilidad del macho.



5.4.7 AGPYy la capacidad del semen a la criopreservacion
La criopreservacion de semen es un método utilizado para almacenar material genético

durante un largo tiempo y permitir que este pueda estar disponible en el momento que se
requiera; sin embargo, en este proceso ocurren eventos traumaticos como el enfriamiento,
congelamiento y la misma descongelacion del semen lo que hace que esta técnica presente
complejidad para otras especies. Por lo tanto, la estructura de la membrana del espermatozoide se
considera esencial, ya que regula no Unicamente los cambios extracelulares, sino también los
procesos de fertilizacion (Flesch y Gadella, 2000), en este tenor, la diferencia en la composicion
de los lipidos de la membrana del esperma sugiere ser el factor clave para la diferenciacion de

los espermatozoides susceptibles a congelamiento (Parks y Lynch, 1992).

En la mayoria de los espermas de especies mamiferas, cerca del 60 % del total de los
acidos grasos son AGPs de la familia Q-3, lo que genera la fluidez de la membrana debido a la
mayoria de sus dobles enlaces (Nissen y Kreysel, 1983; Erickson, 1998), estas caracteristicas
especificas en las membranas deben dar una mayor resistencia a los dafios ocasionados por la
formacion de cristales de hielo en el congelamiento (Bwanga et al., 1991); sin embargo, este
proceso de criopreservacion en el verraco no es comun, a pesar de que la composicién de AGP
en su espermatozoide es interesante, debido a que contiene el 25 % de docosapentanoico (DPA)
y el 30 % de docosahexanoico (DHA), lo que recae nuevamente en nuestra pregunta como
especificamente la composicion de estos acidos grasos contribuyen a la congelacion de este

gameto (Penny et al., 2000; Rooke et al., 2001).

Un componente clave utilizado durante el enfriamiento y posterior congelacion son los
lipidos. Los lipidos son el principal constituyente de las membranas y los dafios en la misma

pueden deberse a su composicion, por esta razon uno de los crioprotectores naturales mas



utilizados durante el congelamiento es la yema de huevo, la cual contiene una gran cantidad de
lipidos los cuales interacttan con los de la membrana de los espermas, se sugiere que debe existir
un sinergismo entre varios componentes que contiene la yema de huevo y son utilizados por el

espermatozoide como antioxidantes, AGP y microelementos (Kundu et al., 2000).

Watson (2000), menciona que son varias causas que reducen la fertilidad con semen
criopreservado, los factores que afectan el semen para la proporcion de sobrevivientes son: la
susceptibilidad del choque térmico o de frio, la velocidad de enfriamiento, la composicion del
diluyente y el estrés osmotico; y los factores que influyen en el estado funcional del
sobreviviente: la estabilidad de la membrana, el dafio oxidativo, los receptores de la membrana y

la estructura nuclear.

Con base a lo antes mencionado, se pude decir que los AGP presentes en la harina y
aceite de pescado pueden ayudar al proceso de criopreservacion del semen ovino, principalmente
por el incremento de DHA el cual deberia incrementar la fluidez de las membranas del
espermatozoide lo que disminuiria el dafio en las membranas durante el congelamiento; no
obstante, debemos tener en cuenta que son solo hipétesis. Por otra parte, es conocido que la
criopreservacion tiene un efecto oxidativo que se podria acelerar por la alta disponibilidad de los
AGP en las membranas, por lo que, el uso de antioxidantes en los diluyentes durante el
enfriamiento y congelacion pueden ayudar positivamente en este proceso, aungue para esto son

necesarias investigaciones futuras.

5.5 Hormonas metabélicas

55.1 Leptina
La leptina es una proteina secretada principalmente por el tejido adiposo, esta constituida

por 167 aminoacidos y tiene un peso molecular de 16 kDa, fue descubierta en 1994 como



producto del gen ob en roedores, esta relacionada con la obesidad, regulacién del apetito y
procesos reproductivos (Houseknecht et al., 1998; Margetic et al., 2002). Su estudio se ha
basado principalmente en ratones y humanos, no obstante, en afios recientes desperto el interés
en rumiantes como bovinos, ovinos y cabras, debido a que se considera un indicador del estado

nutricional y metabdlico del animal (Caprio et al., 2001; Chilliard et al., 2005).

Delavaud et al. (2000) mencionan que existe una correlacion de 0.68 y 0.72 entre el tejido
graso acumulado y la condicién corporal de los ovinos con los niveles de leptina en plasma, por
lo tanto, alteraciones en la reserva de grasa corporal pueden modificar la respuesta reproductiva
en los animales; aunado a esto, se menciona que existen receptores para leptina sobre el nucleo
arcuato y ventromedial del hipotalamo, lo cual posiblemente modifica la secrecion de
gonadotropinas, aunque esto no esta bien determinado, se ha establecido una relacion entre el
nivel del consumo de alimento y la leptina secretada (Cunningham et al., 1999; Blache et al.,

2000; Hileman et al., 2000; Archer et al., 2002; Sorensen et al., 2002).

Henry et al. (2001) encontraron que la restriccion de alimento en ovejas ovariectomizadas
reduce la amplitud de los pulsos de LH (2.0 + 0.2 ng mL™) comparado con amplitud de LH
presentada en ovejas alimentadas ad libitum (3.5 + 0.6 ng mL™), no obstante, cuando se
administré leptina (4 pg/h) a las ovejas restringidas de alimento, la concentracion de LH
incrementd (P < 0.05) volviendo a sus niveles normales, resultados similares reportaron
Morrison et al. (2001) al administrar en ovejas 1.25 pg/kg/h de leptina ovina recombinante,
mediante canulas cerebroventriculares, durante ocho dias, demostrando que las concentraciones
de leptina cambian en respuesta a la reduccion del estado nutricional, ademas de ser capaz de
regular mdaltiples procesos fisiologicos incluyendo el consumo de alimento y la funcion

neuroendocrina.



Existe evidencia de la participacion de la leptina sobre las gonadas (Clarke y Henry,
1999); respecto a esto, Kendall et al. (2004) encontraron que la infusion de una dosis baja de
leptina (2 pg/h) en la arteria ovarica disminuye la concentracion de estradiol (209 + 100 ng mL™)
comparada con una dosis alta (20 pg/h, 1609 + 1731 ng mL™; respectivamente), concluyendo
que la leptina es capaz de modular la esteroidogénesis directamente en el ovario e intensamente
en los rumiantes, por lo tanto, la denominan como un regulador alterno en la actividad

reproductiva.

5.5.2 Insulina
La insulina es una hormona de origen proteico, secretada en las células B de los islotes de

Langerhans, permite el trasporte de glucosa a través de las membranas celulares, por lo que su
concentracion en sangre es dependiente de la disponibilidad de glucosa. Se estima que la insulina
también actia como sefial metabdlica debido a la relacion que mantiene con glucosa; esto ha sido
de gran interés para estudios del area reproductiva, y mas aun, porque posee receptores sobre el
nucleo arcuato y la eminencia media, neuronas generadoras de GnRH (Van Houten y Posner,

1981; Miller et al., 1998).

En un experimento realizado por Leury et al. (1990) donde administraron 15 Ul de
insulina por oveja al dia, no se observaron aumentos en la tasa ovulatoria, esto posiblemente se
debid a que una sola dosis de insulina no fue capaz de causar estimulos para cambiar la respuesta
reproductiva; sin embargo, resultados similares obtuvieron Downing y Scaramuzzi (1997) al
utilizar insulina bovina en dosis de 0.4 Ul/kg/d, por un periodo de 72 h, durante la fase lutea de
la oveja, reportando que tampoco existio diferencia en la tasa ovulatoria entre el grupo tratado
con insulina (1.9 £ 0.07) comparado con el grupo testigo (2.0 £ 0.10, solucion salina); no

obstante, la frecuencia de los pulsos de LH (4.3 £ 0.4 vs 1.8 £ 0.3 pulsos por 24 h) y la



concentracién en plasma de LH (0.48 + 0.04 vs 0.32 + 0.03 ng mL™) fueron significativamente
reducidos en el grupo tratado con insulina al compararlo con los presentados por el grupo testigo,
este efecto se atribuye a la hipoglucemia ocasionada por la aplicacion constante de insulina, la
cual fue capaz de inhibir la secrecion de LH, por lo tanto, se considera a la insulina como

mediador en el funcionamiento normal del eje hipotdlamo — hipdfisis.

En otro estudio, Downing et al. (1999) evaluaron el efecto de la infusién de insulina, de
glucosa o ambas al mismo tiempo en la arteria ovarica de la oveja, por un lapso de 13.5 h en el
dia 11 del ciclo estral, encontrando que la administracion por separado tanto de insulina como de
glucosa no ejercen ningun efecto sobre la secrecién de androstenediona y E,; sin embargo,
cuando estas son administradas juntas androstenediona y E, disminuyen su concentracion
considerablemente, estos resultados muestran que se requiere una participacion de glucosa e
insulina al mismo tiempo para influir sobre el funcionamiento del ovario, y posiblemente

intervenir en la respuesta de la tasa ovulatoria.

Por su parte, la glucosa es considerada como un indicador del estado nutricional del
animal, porque posterior al consumo de alimentos (energéticos o proteicos) existe el incremento
de su concentracion en plasma, la cual a su vez es regulada directamente por la insulina. Este
comportamiento llevé a diversos investigadores a realizar estudios para determinar si existia
algun efecto sobre los aspectos reproductivos y en esencia, los resultados presentaron variaciones

(Howland et al., 1966; Prior y Christenson, 1978; Rutter y Manns, 1986).

Se estima que la falta de energia ocasiona cambios que pueden alterar la secrecion de
gonadotropinas, sin embargo, no determinan una accion directa de la glucosa sobre las células

liberadoras de GnRH, esta respuesta podria deberse a la interaccion que existe con hormonas



como la insulina y la leptina (Ohkura et al., 2004; Archer et al., 2005). Por otra parte, los
experimentos a nivel de ovario reflejan modificaciones por la glucosa, entre ellos Rubio et al.
(1997) reportaron que la infusién de 50 g de glucosa (100 mL al 50 % de dextrosa) ocasiona el
incremento de glucosa e insulina en plasma, y en consecuencia, un aumento en produccion de Py,
durante la fase lutea, por lo que sugieren que ambas hormonas influyen sobre la esteroidogénesis

del ovario, no obstante, no se mejoré el aspecto reproductivo de la oveja.

Mufioz-Gutiérrez et al. (2002), muestran que la infusién de glucosa (50 mmol/h) por
cinco dias antes del retiro de una esponja de FGA, modifica la foliculogénesis en el
reclutamiento (3-4 mm) y seleccion (> 6 mm) de foliculos, dicho efecto es independiente de la
FSH, pero se atribuye a los cambios en las concentraciones del sistema leptina; resultados
similares encontraron Letelier et al. (2008) en ovejas tratadas con administraciones orales de 200
mL de una mezcla glucogénica (70 % glicerol, 20 % 1, 2 — propanediol y 10 % agua) dos veces
al dia, durante cuatro dias, dos dias posteriores al retiro de la esponja de FGA (45 mg), en
contraste al grupo testigo (200 mL de agua). Se encontré in incremento en las concentraciones de
glucosa posterior a la primera administracion de la mezcla (3.9 £ 0.3 mmol/l) respecto al grupo
testigo (3.0 £ 0.1 mmol/l), asi mismo, el periodo corto de energia modificd la tasa de ovulacién
(1.9 = 0.1) comparada con la presentada por el grupo testigo (1.3 £ 0.2), en consecuencia al
incremento del numero de foliculos seleccionados para la ovulacion durante el tratamiento
(mezcla: 5.9 + 0.6; testigo: 4.3 £ 0.4, respectivamente), por lo tanto, el incremento en la tasa
ovulatoria en respuesta a un alto consumo de energia, podria ser la causa en la competencia del

desarrollo de foliculos preovulatorios.



5.5.3 Efecto de los IGF en los procesos reproductivos
Todos los procesos reproductivos en los animales domésticos son regulados por hormonas

como la liberadora de gonadotropinas (GnRH), la foliculo estimulante (FSH), la hormona
luteinizante (LH), la progesterona (P,), el estradiol (E;) y la testosterona entre otras y algunos
metabolitos que acttan acorde al estado fisiologico del animal, y manteniendo una homeostasis
normal. Entre estos mediadores quimicos se encuentra el factor de crecimiento parecido a
insulina tipo | (IGF-I1), el cual desarrolla un funcién importante en los procesos reproductivos de
los mamiferos (Kadakia et al., 2001), debido a que este péptido es producido en 6rganos de gran
importancia como el hipotalamo, ovarios, oviducto y Gtero (Daftary et al., 2005) aunque el IGF-I

medido en sangre es el producido en el higado (Fenwick et al., 2008).

Los IGF-I se involucran en procesos reproductivos como la edad al primer parto (Brickell et
al., 2007), la tasa de gestacion al primer servicio (Patton et al., 2007) ovulaciones multiples

(Echternkamp et al., 2004) desarrollo y pre-implantacién del embridn (Velazquez et al., 2005).

La pubertad en la hembra se caracteriza por la primer conducta estral y el desarrollo de un
cuerpo lateo normal (Kinder et al., 1995) y el principal factor endocrino que regula este proceso
es la liberacion de la LH (Day et al., 1987), sin embargo, también es necesario que el animal
presente el desarrollo y el peso adecuado para iniciar su actividad reproductiva
(Abeygunawardena et al., 2004), es aqui donde inicia su relacion con el IGF-I, ya que su
concentracion en la circulacion se relaciona con el peso corporal durante la pubertad (Lammers
et al., 1999), incluso se estima una correlacion del 0.88 al 0.92 (Lacau et al., 2000), asi mismo,
cambios en las concentraciones de IGF-I antes de la pubertad son altamente influenciados por su

régimen nutricional (Granger et al., 1989).



Posterior a la pubertad la hembra continda con su ciclicidad hasta quedar gestante. Existe
evidencia que los IGF-1 pueden influir tanto en el crecimiento folicular como en la actividad
lutea. Durante este proceso, el foliculo dominante presenta una relacion importante con los
factores de crecimiento mas comunes, entre los que se encuentran el factor de crecimiento

parecido a la insulina o IGFs (Khamsi y Roberge, 2001).

En la gestacion, el embridn tiene que atravesar el oviducto e implantarse en el Utero, en este
proceso el IGF-I puede potencialmente influir sobre la supervivencia del embrion directamente
transfiriendose por el lumen al tracto reproductivo o de forma indirecta via acciones del ovario,
oviducto o Utero; en efecto, embriones de bovinos tratados con IGF-I in vitro presentan una alta

tasa de gestacion posterior a su transferencia (Block et al., 2007).

Sin duda alguna los IGF-I desarrollan una funcién importante en la reproduccion, sin
embargo, no debe ser visto por separado, sino mas bien como un componente del sistema
endocrino. El IGF-I actia monitoreando eventos reproductivos bajo condiciones nutricionales;
no obstante, el IGF-I no es considerado previsor de eventos reproductivos, esto es porque
necesita interactuar con otras hormonas como las gonadotropinas; por lo tanto, por si solo no
puede incrementar el nimero de crias al parto, pero si puede ayudar en los diversos procesos
reproductivos. Lo que de manera directa puede influir es como predictor en sucesos
reproductivos, por lo que se sugiere como un indicador de fertilidad futura en hembras pre-
puberes la cual puede ser estimada mediante mediciones en las concentraciones de IGF-I en el

torrente sanguineo.

5.6 Sincronizacién del ciclo estral
El conocimiento de la actividad endocrina y la determinacion de los niveles plasmaticos

de las hormonas que regulan el ciclo estral de la oveja, ha permitido desarrollar metodologias



capaces de manipular este ciclo, las cuales se basan en la aplicacion exdgena de estas hormonas
y de sus anéalogos, con el objetivo de mejorar la fertilidad de la hembra. La sincronizacion del
estro es una técnica que tiene como finalidad mantener a un grupo de hembras receptivas (en
estro) y listas para reproducirse en el momento que el productor lo requiera, ofrece las ventajas
de realizar mejoras genéticas mediante el uso de la inseminacion artificial o transferencia de
embriones, ademas, obtener rebafios de corderos uniformes, facilita el manejo del parto, y otros
aspectos como la sanidad, nutricion y animales remplazo, no obstante, es importante tomar en
cuenta el estado nutricional y fisiol6gico en el que se encuentra la hembra, asi como factores
ambientales presentes al momento de la sincronizacion pueden influir en la respuesta a los

tratamientos hormonales (Cordova-lzquierdo et al., 2008).

Durante el proceso de sincronizacion es comun el uso de P4 y progestagenos para simular
el cuerpo lateo, o bien mediante la aplicacién de prostaglandinas (PGF,,) como agentes
luteoliticos, sin embargo, estudios recientes muestran la participacion del efecto macho como
una variante mas para mejorar la eficiencia reproductiva de la hembra y a la vez disminuir el uso

de farmacos hormonales (Alvarez y Zarco, 2001; Ungerfeld et al., 2005).

5.6.1 Sincronizacién del estro con progestagenos
El uso de P, y progestagenos en la sincronizacion del estro en ovejas tienen la finalidad

de simular la presencia de un cuerpo lGteo, de tal forma que la P, presente pueda inhibir la
secrecion de los pulsos de GnRH en el hipotalamo y de la FSH y LH en la hipdfisis, deteniendo
la maduracion de foliculos pre-ovulatorios y activandola al momento de su retiro, 1o que hace a
este tipo de farmacos hormonales los mas efectivos en la programacion del estro, incluso durante

el periodo de anestro estacional (Wildeus, 2000).



Existe gran variedad en la presentacion de progestdgenos los cuales pueden ser
administrados por via intramuscular, oral, subcutanea y la méas comun es la administracion
intravaginal; en el caso de ovejas estos dispositivos intravaginales son fabricados con poliuretano
y silicona siendo los mas utilizados el acetato de fluorogestona (FGA), acetato de
medroxiprogesterona (MAP) y el CIDR impregnado de P, natural. La metodologia consiste en
colocar el dispositivo por un periodo de 12 o 14 d en el interior de la vagina, posterior a su retiro,
tedricamente las ovejas presentaran estro alrededor de 24 a 48 h, durante la época reproductiva

(Deweese et al., 1970; Fitzgerald et al., 1985).

Las esponjas impregnandas con acetato de fluorogestona son disponibles en
presentaciones de 20, 30, 40 y 45 mg, encontrandose hasta 90 y 100 % de ovejas en estro, asi
como un porcentaje de gestacion que oscila entre 65 y 95 % (Urviola et al., 2005; Ali, 2007).
Abecia et al. (2002), reportan 30 % de fertilidad en ovejas inseminadas artificialmente y
sincronizadas con 40 mg de FGA, sin embargo, cuando las hembras recibieron monta natural la
fertilidad incrementd hasta el 90 %. Por su parte Mustafa et al. (2007), evaluaron el efecto de
acortar el tiempo de 12 a 4 d la exposicion al progestageno, durante el periodo de anestro,
reportando que no encontro diferencias significativas en presentacion del estro (83 % FGA 12 d
y 67 % FGA 4 d) y porcentaje de gestacion (67 % FGA 12 d y 50 % FGA 4 d) respectivamente,
por lo tanto, concluyen que disminuir la fase lUtea sincronizada (4 d) con FGA presenta
resultados similares a los de una fase lutea normal (12 d) en ovejas fuera de la epoca

reproductiva.

Del acetato de medroxi progrsterona (MAP) existen presentaciones en esponjas con 60
mg, reportando del 60 al 90 % de hembras en estro (Boscos et al., 2002). Vifioles et al. (2000)

redujeron el tiempo de exposicion de este progestageno de 12 a 6 d, no encontrando diferencias



en presentacion de estro, con 95 % de estros para MAP por 6 d, y 88 % para MAP por 12 d, sin
embargo, el porcentaje de gestacion fue mayor (87 %) para MAP por 6 d, comparado con MAP
por 12 d (63 %), por lo que sugiere que la concentracion del progestdgeno posiblemente afectd la

dinamica folicular.

En lo que respecta al CIDR, Molina et al. (2005) utilizaron este dispositivo con 300 mg
de P4, reportando el 100 % de respuesta en estros, ademas del 77.8 % de gestacion en ovejas con
presencia de un cuerpo lateo funcional y el 83.3 % de gestaciones en ausencia del mismo,

durante la época reproductiva.

Ungerfeld y Rubianes (2002) evaluaron el efecto de MAP, FGA y CIDR durante el
periodo de 6 d, sin encontrar diferencias entre tratamientos para porcentaje de presentacion de
estro (MAP: 94.1, FGA: 91.5 y CIDR: 95.9 %), ni en porcentaje de gestacion (MAP: 62.5, FGA:
76.4 y CIDR: 59.6 %), sin embargo, se sugiere que cambios en la duracién de la fase lltea,
podrian causar un inadecuado desarrollo folicular y, por consecuencia, un prematuro pico
preovulatorio de LH, lo que repercutiria de manera directa sobre la fertilidad de la hembra

(Skinner et al., 2000).

5.6.2 Sincronizacién del estro con prostaglandinas (PGF,)
Es el método que se utiliza cuando las hembras se encuentran ciclando, porque parte del

éxito de este tratamiento es la presencia de un cuerpo luteo funcional, el cual sufrird regresion
ante la presencia de PGF,, originando un descenso en las concentraciones de P4 e induciendo el
crecimiento de un nuevo foliculo preovulatorio (Inskeep, 1973; Douglas y Ginther, 1973; Hansel

y Convey, 1983; Smith et al., 1994).



Durante el ciclo estral de la oveja, la prostaglandina es secretada por el Gtero y es
indispensable en el proceso de lutedlisis, no obstante, es necesaria la presencia de Py, E; y
oxitocina para su liberacion (Fairclough et al., 1984). Eventualmente la P, disminuye su
concentracion al término de la fase lutea, de tal forma que el efecto negativo sobre la secrecién
de gonadotropinas cesa, esto permite la formacién de receptores para E, y oxitocina en el
endometrio y al mismo tiempo se activa el generador de pulsos de oxitocina en el hipotdlamo

aunada a la secretada por el cuerpo luteo.

La presencia de E, y oxitocina aumentan la actividad de la fosfolipasa A (enzima
liberadora del acido araquidonico de los fosfolipidos) asi como de la prostaglandina sintetasa
(enzima que transforma el &cido araquidonico a prostaglandina) originando la secrecion de
PGF,, por el endometrio, no obstante para que ésta ejerza su efecto se requiere de la presencia de
receptores en las células grandes del cuerpo lateo (Ellinwood et al., 1979; Homanics y Silvia,
1988; Pate, 1994), dicho proceso de lutedlisis es mediado por acciéon del factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa) el cual actia sobre las células del cuerpo luteo causando la apoptosis

(Miyamoto et al., 1998).

El efecto de la PGF,, sobre el cuerpo luteo de la oveja se ha observado del dia 5 al 14 del
ciclo estral (Acritopoulou y Haresing, 1980), no obstante, Urviola et al. (2005), evaluaron el
efecto de la PGF,, en los dias 4 y 10 del ciclo estral de la oveja, encontrando el 100 % de
presentacion de estro para ambos tratamientos, y el 63.6 % de gestacion para ovejas tratadas con
PGF,, el dia 10 y 65 % para ovejas tratadas con PGF,, el d 4, sin embargo, el inicio de estro
posterior a las aplicaciones de PGF,, fue menor en el grupo tratado con PGF,, el d 4 (34.28 + 4.2
h), comparado con el grupo tratado con PGF,, el d 10 (47.45 + 7.0 h), y concluyen que este

efecto posiblemente se deba a que los cuerpos lGteos de mayor edad (10 d) secretan mayor



cantidad de progesterona en relacion a los de menor tiempo (4 d), por lo tanto, se retrasa la
presencia del estro, no obstante, la respuesta a estro y gestacion fue semejante para los dos

tratamientos.

Las prostaglandinas aparentan ser un buen programa para la sincronizacion del estro en
ovejas, durante la época reproductiva, sin embargo, la fertilidad alcanzada es baja (50 y 60 %),
dicha disminucion en la fertilidad se atribuye a la muerte o inmovilizacion de los
espermatozoides sobre una porcidn anterior del cérvix durante las 24 h posteriores a la monta, asi
como una disminucion en las contracciones uterinas hacia el oviducto, este mecanismo de accion
no estan bien determinado, pero se estima que puede deberse algun tipo de factor espermaticida

(Hawk et al., 1981; Hawk, 1983; Evans y Armstrong, 1984).

5.6.3 Combinacion de farmacos hormonales en el manejo del ciclo estral de la oveja
La combinacion de progestagenos y P4 (FGA, MAP, CIDR) con prostaglandinas (PGF»,)

son utilizadas en la sincronizacion del estro hasta con el 100 % de respuesta en presentacion de
estro, no obstante, esto no garantiza que exista la ovulacién; para ello se han utilizado otras
hormonas como la GnRH, la cual estimula a la hipéfisis en la secrecion de gonadotropinas,
necesarias en el crecimiento y maduracion de foliculos preovulatorios; de igual forma, también
se pueden combinar con la gonadotropina coridnica equina (eCG), la gonadotropina coriénica
humana (hCG) y la hormona foliculo estimulante de tipo porcina (FSHp), cominmente utilizadas
para incrementar el porcentaje de ovulacion, gestacion y en protocolos de superovulacion para la
transferencia de embriones, tanto en época reproductiva como durante el anestro estacional

(Fukui et al., 1999; Dogan et al., 2004; Kridli et al., 2006).

Dogan y Nur (2006) probaron diferentes protocolos para inducir el estro en ovejas

durante el anestro, tomando como base al MAP en combinacién con PGF,, (125 pg) y eCG (500



Ul), con inseminacion artificial a las 48 y 60 h de retirado el progestageno, reportando que
existio variacion en inicio de estro, presentandose antes (31.1 + 1.8 h) en los animales tratados
con eCG, se estima que dicho efecto se debe a que la eCG estimula el desarrollo de foliculos, por
lo tanto, los niveles de E; aumentan anticipando la presencia del estro en este grupo de ovejas, no

obstante, el porcentaje de gestacion no fue diferente entre tratamientos.

Por otra parte, en un estudio realizado por Timurkan y Yildiz (2005), en ovejas
sincronizadas con FGA a las que aplicaron dosis de 500 Ul (T1), 600 Ul (T2) y 750 Ul (T3) de
eCG al retiro de la esponja, ademas de un grupo testigo (T4), con inseminacién artificial a las 72
y 96 h posterior a las administraciones de eCG, observaron el 100 % de presentacion de estro en
los tratamientos con eCG y el 97 % para el grupo testigo, asi mismo, observaron 100 % de
gestacion para T3 (750 Ul), y el 93.7, 90.6 y 97 % para el T2 (600 Ul), T1 (500 Ul) y T4
(Testigo) respectivamente, no obstante, se menciona que altas cantidades de eCG resultan

contraproducentes por ocasionar rechazo inmunoldgico (Roy et al., 1999).

Respecto a los programas de superovulacion para la transferencia de embriones se han
utilizado eCG y FSHp, aunque los mejores resultados se presentan cuando se utiliza FSHp,
debido a que la eCG posee funciones bioldgicas tanto de FSH como de LH, y esto repercute
sobre el desarrollo folicular, adelanta las ovulaciones o causa variacién en incidencia, inicio y
duracion del estro, tomando en cuenta que la sincronia en estos procesos con hembras receptoras
y donadoras benefician la respuesta reproductiva. Referente a estos programas Watanabe et al.
(1998), mencionan que una serie de aplicaciones simultaneas decrecientes (5, 5, 3, 3, 2, 2 mg) de
20 mg de FSHp mas 500 Ul de eCG presentan resultados aceptables para la superovulacion, sin

embargo, Okada et al. (1999) indican que la combinacién apropiada de eCG y FSHp es aplicar



20 mg FSHp 48 h antes de retirar la esponja de FGA y de 200 a 300 Ul de eCG 24 h despues de

iniciada la aplicacion de FSHp.
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7 CAPITULO I. INFLUENCIA DE HARINA Y ACEITE DE PESCADO EN EL
PERFIL HORMONAL Y VARIABLES REPRODUCTIVAS DE OVEJAS
INSEMINADAS MEDIANTE LAPAROSCOPIA

7.1 Resumen
El objetivo del estudio fue evaluar el efecto de un periodo corto de alimentacion utilizando una

dieta que contenia aceite y harina de pescado, sobre el perfil de progesterona (P,), insulina (INS)
y variables reproductivas como presentacién de estro, gestacion y prolificidad en ovejas primalas
con inseminacion artificial por laparoscopia (IAL). Cuarenta y dos ovejas Dorset fueron
asignadas a dos grupos experimentales. Grupo HAP (n=21) adicionado con harina y aceite de
pescado (4 y 0.8 % respectivamente, con base en materia seca) y el grupo testigo (TES, n=21) sin
la adicion de estos ingredientes. Las ovejas se pre-sincronizaron con prostaglandinas Fy,
posteriormente se sincronizaron con esponjas de cronolone durante 11 dias y al momento de su
retiro recibieron 200 Ul de eCG. La IAL inici6 a las 48 h de retirada la esponja y detectado el
estro. El tiempo del inicio del estro fue diferente (P < 0.05; TES: 35.1 £ 2.1; HAP 41.0 + 1.8 h),
sin embargo, la presentacion de estros no fue diferente (P > 0.05) entre grupos. No se
encontraron diferencias en concentraciones promedio de P, (HAP: 3.8 £ 1.2; TES: 3.5+ 1.4 ng
mL™) e INS en suero (HAP: 0.12 + 0.02; TES: 0.13 + 0.03 ng mL™). La alimentacién con HAP
no influy6 en el porcentaje de gestacion (HAP: 52 %; TES: 55%) pero si en el indice de
prolificidad (HAP: 1.63; TES: 1.25) entre tratamientos (P < 0.05). Se concluye que la adicién de
HAP durante un periodo corto en ovejas primalas modifica el tiempo de inicio del estro y la

prolificidad.

Palabras clave: Laparoscopia, acidos grasos poliinsaturados, progesterona, insulina, ovejas.



7.2 Introduccion
La fertilidad de la hembra al utilizar IAL es influenciada por diversos factores como el estado

nutricional, fisiologico y corporal, aunado al sistema de explotacion de la granja y factores

ambientales (Paulenz et al., 2002; Anel et al., 2005).

Es importante comprender los mecanismos que regulan la nutricion sobre los aspectos
reproductivos y su impacto en la fertilidad (Hess et al., 2008). La suplementacién con fuentes
energéticas durante periodos cortos en los dias 9 al 13 del ciclo estral modifican la secrecion de
hormonas metabdlicas, las oleadas foliculares y la tasa ovulatoria (Vifioles et al., 2005;

Scaramuzzi et al., 2006).

En este sentido, la adicion de ingredientes con fuentes de acidos grasos poliinsaturados (AGP) Q
3y 6 en la alimentacion de rumiantes han influido en el crecimiento de foliculos, desarrollo
embrionario, actividad uterina, componentes de membrana celular, sintesis de esteroides y
prostaglandinas (Heravi et al., 2007; Zachut et al., 2008); sin embargo, los efectos especificos de

estos acidos grasos en los procesos reproductivos son variables.

Dietas con altas concentraciones de Q-3 estan asociadas con bajo colesterol en plasma (Robinson
et al., 2002) lo cual puede repercutir en la sintesis de hormonas esteroideas como la progesterona
(P4) y el estradiol (E), ademas, se han reportado foliculos ovulatorios y cuerpos lateos de mayor
tamafio en vacas lecheras alimentadas con estos acidos grasos (Petit et al., 2002; Ambrose et al.,
2006; Mendoza et al., 2011) por el contrario, dietas altas en Q-6 se relacionan con un incremento

de colesterol lo que posiblemente estimule la produccion de P, (Wathes et al., 2007).

En otros trabajos (Thangavelu et al., 2007; Childs et al., 2008) se reportd que dietas adicionadas

con harina y aceite de pescado como fuente AGP Q-3 suprimen la sintesis de PGF,, mediante la



reduccion de su precursor el &cido araquidonico, lo que repercute de manera directa sobre la
regresion lutea y favorece al reconocimiento materno, influyendo en el porcentaje de gestacion y
prolificidad; no obstante, no existen referencias que comprueben los efectos directos de los AGP

Q-3 en la fertilidad de la oveja.

Por lo tanto, el objetivo de la presente investigacion fue examinar el efecto de una alimentacion
focalizada con una dieta basada en harina y aceite de pescado como fuentes de AGP Q-3 en el
perfil hormonal de progesterona (P,), insulina (INS) y variables reproductivas como presentacion

del estro, gestacion y prolificidad en ovejas primalas inseminadas por laparoscopia.

7.3 Materiales y métodos
El estudio se realizé en la unidad ovina de la granja experimental del Colegio de Postgraduados,

Campus Montecillo, Texcoco, Estado de Mexico, de acuerdo a las normas de ética y
bioseguridad (CIOMS, 1986) y leyes mexicanas (NOM-062-Z00-1999) para el uso de animales

experimentales (DOF, 2001).

Animales y tratamientos

Se utilizaron 42 ovejas de las razas Dorset; en época reproductiva, con un peso promedio de 54 +
4.2 kg y una condicion corporal de 3 en escala de 1 a 5 (Russel et al., 1969), las cuales fueron
previamente desparasitadas (IVOMEC®, Merial) y vitaminadas (Vigantol A.D.E®, Bayer),
ademas se realizd una ecografia transvaginal con un ultrasonido SONOVET 600 para determinar

gue no se encontraran gestantes.

Las ovejas se distribuyeron aleatoriamente en dos grupos experimentales para probar dos dietas.
Los tratamientos evaluados: el grupo HAP (n=21) adicionado con harina y aceite de pescado (4 y

0.8 % respectivamente, con base en materia seca) y grupo testigo (TES, n=21) sin la adicion de



estos ingredientes (Cuadro 1). Ambas dietas se formularon para ser isoenergéticas e isoproteicas
y cubrir los requerimientos de proteina cruda (14 %) y energia metabolizable (2.6 Mcal kg™) de

acuerdo a los requerimientos para ovinos (NRC, 2007).

Las ovejas fueron alojadas en jaulas individuales de 1.2 x 2.0 m (2.4 m?), ofreciendo por animal
0.8 kg d* de alimento, posteriormente fueron liberadas en corrales con sombra en donde

recibieron agua a libre acceso.

El periodo de alimentacion de las ovejas con las dietas experimentales fue de 15 dias (d),
iniciando cuatro dias antes de la insercion de las esponjas para la sincronizacion del estro y

terminando el dia del retiro de las esponjas intravaginales.
Sincronizacion del estro

Las ovejas fueron pre-sincronizadas con dos aplicaciones de prostaglandinas F,, (65 mg de
cloprostenol, Celosil®, Schering-Plough) a intervalos de ocho dias cada una, para que todas las
ovejas presentaran la misma fase del ciclo estral; seis dias después de la Gltima aplicacion se
colocd intravaginalmente a cada oveja una esponja con 20 mg de cronolone, (Chronogest®,
Intervet), durante un periodo de 11 dias, al momento del retiro recibieron una inyeccion

intramuscular de 200 Ul de gonadotropina coriénica equina (eCG, Folligon®, Intervet).

La deteccion del estro se inicio 24 h después del retiro de la esponja con ayuda de sementales
con mandil; posteriormente se monitore6 el comportamiento del estro cada 6 h, durante 48 h,

para determinar el inicio del mismo antes de la IAL.



El diagnostico de gestacion se confirmd a los 30 dias posteriores de la inseminacion utilizando
un equipo de ultrasonido Sonovet 600 con un transductor de 7,5 MHz, por via transrectal

(Medison, Inc., Cypress, California, EUA).

Inseminacién artificial por laparoscopia

Todas las ovejas fueron dietadas durante 24 h antes de ser inseminadas con semen congelado
(pajillas de 0.25 mL, con 90 x 106 espermatozoides). La tranquilizacion preanestésica se realizd
con una inyeccién intramuscular de hidrocloruro de xilacina al 2% (Rompun®, Bayer) en una
dosis de 0.1 mL 10 kg-1 de peso vivo; como anestésico se aplicd ketamina (Anesket ®, Pisa) en
una dosis de 0.2 mL 10 kg-1 de peso vivo por via endovenosa (Mejia, 1997). La inseminacion

artificial se realizé de acuerdo a la metodologia descrita por Ramirez et al. (2005).

Toma de muestras y analisis de laboratorio

Las muestras de sangre (5 mL) fueron colectadas mediante puncién de la vena yugular a las
09:00 h (2 h después de la alimentacion). Para determinar la concentracién de P, en suero, las
muestras se colectaron dos dias antes de insertar las esponjas, y posteriormente cada 48 h durante
el ciclo estral sincronizado (12 dias). Las muestras de INS se colectaron cada 48 h durante 15

dias, periodo correspondiente a la alimentacion con las dietas experimentales.

Todas las muestras se centrifugaron a 1500 g a 4°C durante 15 min en una centrifuga (IEC
Centra 8R, International Equipment Company, EUA); el suero sanguineo fue separado y
almacenado en tubos de polipropileno para su conservacion a -20 °C en un congelador hasta

realizar el analisis hormonal.



Los anélisis de P, se realizaron mediante ensayo inmunoenzimatico (Immunometrics, UK Ltd,
280 Muster Road, London SW6 6BQ). La sensibilidad analitica fue de 0.13 ng mL™ con
coeficiente de variacion intra e inter ensayo de 9.59 y 13.7 %, respectivamente. La determinacion
de las concentraciones de INS se realizd por RIA con una sensibilidad de 4.09 ng mL™' y

coeficientes de variacion intra e inter ensayo de 1.44 y 0.25%, respectivamente.

Las dietas experimentales fueron analizadas en el laboratorio para determinar la concentracién de
proteina cruda por el método de Kjeldahl (AOAC, 1990); energia bruta en una bomba
calorimétrica adiabatica (Oxygen Bomb Calorimeter, Parr Instruments Co. Illinois, EUA); calcio
por espectrofotometria de absorcion atomica (Espectrofotometro Varian Spectr AA 10 plus,
Varian, Australia), y fosforo total por espectrofotometria de absorcion de rayos UV
(Espectrofotometro Varian Cary 1E UV-vis, Varian, Australia), siguiendo las metodologias de

Fick et al. (1979).

La determinacion de lipidos totales de las dietas experimentales (Cuadro 2) se realizé siguiendo
el método 923.07 de la AOAC (2000). La identificacion y cuantificacion de los acidos grasos se
realiz6 por cromatografia de gases en un equipo Varian 3400 CX (Varian Inc., Palo Alto, CA,
USA) con auto-muestreador 8400 y detector de ionizacion de flama; la columna utilizada fue una
DB23 (30 m X 0.25 mm d.i., Varian Inc., Palo Alto, CA, USA), utilizando N2 como gas
acarreador a un flujo de 30 mL min-1. La concentracion de los acidos grasos de la muestra se

calculd utilizando el area de cada pico con relacién al area conocida del estandar.



Analisis estadistico

Se realizd un disefio completamente al azar, en donde cada oveja representd una unidad
experimental. El porcentaje de presentacion de estros y gestacion fueron analizados a través de la
prueba de x* por medio del PROC FREQ. Para el inicio del estro se realizd un anélisis de
varianza por medio del PROC GLM vy la prueba de comparacion de medias de Tukey. Para la
concentracion de P4 e INS se realizo un analisis de varianza de mediciones repetidas a traves del
tiempo por medio del procedimiento PROC MIXED, el cual incluy6 efectos fijos del tratamiento
y dia, e interaccion de ambos. Para este procedimiento, la estructura de covarianza fue modelada
usando el efecto de la oveja dentro del grupo, determinandose para la presente variable usar la
estructura autoregresiva de primer orden (AR 1) para determinar la correlacion entre las
mediciones secuenciales dentro del mismo animal (Littell et al., 1998). Los valores medios
fueron comparados por el método de medias de minimos cuadrados. Todos los procedimientos

fueron realizados por el paquete del sistema de analisis estadistico (SAS, 2009).

7.4 Resultados

Presentacion e inicio del estro

El inicio del estro fue diferente (P < 0.05, Cuadro 3) entre tratamientos, presentando el estro
temprano el grupo TES (35.1 + 2.1 h) en relacién al grupo HAP (41.0 £ 1.8 h). La presentacion
del estro en respuesta a la sincronizacion no mostro diferencias (P > 0.05) entre tratamientos,

registrando 95 % para el grupo TES y 100 % para el grupo HAP.



Perfil hormonal
Progesterona (Py)

No se encontraron diferencias entre tratamientos (P > 0.05) por efecto de la adicién de la harina y
aceite de pescado en las concentraciones promedio de P4 en suero (HAP: 3.8 £ 1.2; TES: 35 +
1.4 ng mL™), no obstante, la concentracion de P, fue diferente (P < 0.05) el d 8 de la fase ltea

sincronizada (HAP: 5.5 + 1.4; TES: 4.2 + 1.2 ng mL™), antes del retiro de la esponja (Fig. 3).
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Fig. 3. Concentracion de progesterona durante la fase lUtea sincronizada de ovejas adicionadas
con harina y aceite de pescado (HAP) y grupo testigo (TES).

HAP: Grupo adicionado con harina y aceite de pescado. TES: Grupo Testigo. * Indica diferencia

estadistica (P < 0.05) con respecto al grupo testigo.
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Insulina (INS)

No se encontraron diferencias entre tratamientos (P > 0.05) por efecto de la adicion de harina y
aceite de pescado en las concentraciones promedio de INS en suero (HAP: 0.12 £+ 0.02; TES:
0.13 + 0.03 ng mL™) sin embargo, las concentraciones de INS se vieron influenciadas (P < 0.05)
por la interaccion de dieta X tiempo los d 10, 16 y 18 del periodo de alimentacion, Fig. 4 (HAP
0.13 + 0.06, 0.13 + 0.04, 0.14 + 0.02; TES: 0.20 + 0.01, 0.09 + 0.04, 0.10 + 0.03 ng mL'l),

respectivamente.
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Fig. 4. Concentracion de insulina en ovejas adicionadas con harina y aceite de pescado (HAP) y

grupo testigo (TES), inseminadas mediante laparoscopia.

HAP: Grupo adicionado con harina y aceite de pescado. TES: Grupo Testigo. * Indica diferencia

estadistica (P < 0.05) con respecto al grupo testigo.
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Gestacion y prolificidad

El porcentaje de ovejas gestantes entre tratamientos hasta el dia 30 no fue diferente (P > 0.05;
TES: 55 y HAP: 52 %; Cuadro 3); sin embargo, al parto se presentaron diferencias en el indice

de prolificidad (P < 0.05), siendo mayor el grupo HAP (1.63) respecto al grupo TES (1.25).

7.5 Discusion

Presentacion e inicio del estro

El inicio del estro en respuesta a la sincronizacion del grupo TES (35.1 + 2.1 h) presentd
resultados similares a lo reportado por Ali (2007) quien observé un tiempo de 32 + 5.6 h,
después de retirada la esponja, mientras que Mustafa et al. (2007) reportan un inicio de estro de

34.5 £ 2.6 h posterior al retiro de la esponja.

Respecto al efecto de los AGP sobre la presentacion de estros se menciona que la alimentacion
con Q-6 en rumiantes puede adelantar el inicio del mismo posiblemente por un incremento en la
sintesis de PGF,, Yy, por ende, la estimulacién temprana en la lutedlisis (Mattos et al., 2000). Sin
embargo, este efecto no fue posible observarlo debido a las hormonas utilizadas para la
sincronizacion, Por otra parte en el grupo HAP se presentd un estro mas tardio (41.0 = 1.8 h),

posiblemente debido al incremento de P4 el d 8 antes del retiro de la esponja (Fig. 1).

En el presente trabajo se observd que los acidos grasos linoleico y linolénico estaban en mayor
concentracion en la dieta suplementada con HAP, razon por la cual posiblemente se haya
retrasado el inicio del estro. En vacas, se ha encontrado que el tipo de acidos grasos como son
linoleico y linolénico incrementan la concentracion sérica de P, (Thangavelu et al., 2007). Por lo

tanto, los mecanismos que llevan a cabo los AGP (presentes en la harina y aceite de pescado)



para influir sobre el inicio del estro en ovejas todavia no se conocen en su totalidad y requieren

investigaciones futuras.

La presentacion del estro entre tratamientos en respuesta a la sincronizacion con esponjas
intravaginales (95 y 100 %, TES y HAP, respectivamente) es semejante a otras investigaciones
en las que reportan 87, 90 y 100 % de presencia de estros (Urviola et al., 2005; Mustafa et al.,
2007); no obstante, en el presente trabajo la respuesta tanto en inicio, como en la presentacion de
estro probablemente sean independientes de la adicion de AGP y pueden deberse a los farmacos

utilizados en la sincronizacion.

Concentraciones de Progesterona (P4) e Insulina (INS) en suero

Las concentraciones de P4 en la presente investigacion, con excepcion del dia 8 no se vieron
influenciadas por la alimentacién de ambos tratamientos (HAP y TES), y de acuerdo con la
literatura el comportamiento de P, en respuesta a los AGP es inconsistente, en algunos reportes
su concentracién en suero incrementa (Stronge et al., 2005), en otros disminuye (Robinson et al.,

2002; Nieto et al., 2010) o simplemente no cambia (Mattos et al., 2002; Heravi et al., 2007).

Sin embargo, existe informacion donde se observa que la alimentacion con dietas enriquecidas
en AGP Q-3 disminuyen la concentracion de colesterol en plasma y, en contraparte, una dieta
alta en Q-6 es asociada con incrementos en colesterol (Robinson et al., 2002), posiblemente el
desbalance en proporciones de Q-3 y -6 en la dieta puede modificar la sintesis de hormonas
esteroideas como la P,y el E, debido a que el colesterol es el precursor (Wathes et al., 2007).
Wamsley et al. (2005) sugieren que los AGP Q-3 presentes en la harina de pescado pueden

disminuir la sefial luteolitica en vacas con baja concentracion de P, durante la fase lutea mediante



la supresion en la sintesis de PGF,,, 10 que repercute de manera positiva en la fertilidad de la

hembra.

La INS es una hormona metabolica esencial en los procesos reproductivos, existe evidencia de
que la INS en plasma puede ser manipulada por la suplementacion con AGP. Garnsworthy et al.
(2008a), encontraron que la INS en vacas disminuye cuando cambia la alimentacion de dietas
isoenergéticas enriquecidas de almidon a dietas altas en grasa; en un segundo experimento
Garnsworthy et al. (2008b), probaron la hipotesis de que la INS presenta una correlacion
negativa con el consumo de grasa en la dieta, cuando el animal excede los 15 g kg™ de materia
seca (MS) en la dieta (Megalac), sin embargo, en la presente investigacion se utilizé la harina y
aceite de pescado como fuente de acidos grasos, pero cabe mencionar que la harina de pescado
es también fuente de aminoacidos y esto pudiera estar influenciando los niveles de INS, sobre

todo en la Gltima fase (d 16 y 18) de alimentacion (Proud, 2006; Newsholme et al., 2007).
Gestacion y prolificidad

Los resultados obtenidos en la tasa de gestacion no estuvieron influenciados por las dietas
experimentales (HAP y TES), sin embargo, el indice de prolificidad present6 un incremento en el
grupo de ovejas alimentadas con HAP (1.63) respecto al grupo TES (1.25). A este respecto, la
inclusién de acidos grasos en la alimentacion de vacas ha mejorado los porcentajes de gestacion
(Funston, 2004; Hess et al., 2008), no obstante, en ovinos no existen estudios publicados que

indiquen los efectos directos de los AGP sobre la fertilidad (Gulliver et al., 2012).

Se han reportado incrementos en la tasa de gestacion y disminucion en pérdidas embrionarias en
vacas que fueron alimentadas con dietas altas en Q-3 comparadas con Q-6 y grasas saturadas

(Santos et al., 2008; Wathes et al., 2007), esto se debe a que AGP como el linoleico, linolénico,



eicosapentanoico (EPA) y docosahexanoico (DHA) pueden inhibir la sintesis de PGF,, mediante
la reduccidn de su precursor, el acido araquidonico (Mattos et al., 2000), en este contexto, se ha
probado que los AGP Q-3, EPA y DHA presentes en la harina y aceite de pescado pueden
retrasar la regresion del cuerpo lateo y mejorar la fertilidad favoreciendo la sobrevivencia del

embrion (Burns et al., 2003; Mattos et al., 2004).

Por lo tanto, se esperaba que la dieta enriquecida con HAP incrementara la tasa de concepcion,
debido a la influencia de los AGP (Q2-3) en la disminucion en la sintesis de PGF,, y el
reconocimiento materno (Bilby et al., 2006; Santos et al., 2008); sin embargo, solo existio efecto
sobre el indice de prolificidad. En este contexto se ha observado que la alimentacion con dietas
altas en AGP Q-3 ha incrementado el tamafio promedio de foliculos ovulatorios y el desarrollo
de cuerpos luteos, mientas que la respuesta se reduce cuando las hembras son alimentadas con
dietas altas en Q-6. Esto es importante ya que a pesar de que son pocos los estudios que reportan
el efecto de los AGP Q-3 y -6 en la tasa ovulatoria de rumiantes, se menciona que el numero y
tamafo de los foliculos determinan la futura tasa ovulatoria y viabilidad del ovocito, que
repercuten finalmente en gran proporcion en la gestacion y prolificidad (Petit et al., 2002;

Ambrose et al., 2006; Mendoza et al., 2011).

7.6 Conclusién
Bajo las condiciones en las que se realizo el presente experimento, se concluye que la adicion de

HAP como fuente de AGP Q-3 en la dieta durante un periodo corto en ovejas primalas no
modificd las variables reproductivas presentacion del estro y tasa de gestacion, no obstante, si
influyd sobre el inicio del estro y la prolificidad. Por otra parte, las concentraciones de P, e INS

presentaron pequefias variaciones por efecto de los AGP, aunque estas no fueron concluyentes,



se requieren mas investigaciones para determinar sus efectos en los procesos reproductivos de la

oveja.

Cuadro 1. Contenido de nutrientes en las dietas experimentales adicionadas con harina y
aceite de pescado (HAP) y grupo testigo (TES), en ovejas inseminadas mediante

laparoscopia.

Dieta experimental

Ingredientes (% MS ©) HAP TES
Maiz 33.64 25.09
Sorgo 10.13 10.15
Pasta de soya 7.43 13.75
Harina de pescado 4.01 -

Aceite de pescado 0.84 -

Heno de avena 37.40 44.46
Melaza 4.75 4.76
Mezcla mineral ° 1.80 1.79

Andlisis determinado

Proteina cruda (%) 14.20 14.45
Energfa bruta (Mcal kg™) 2.64 2.61
Calcio (%) 0.45 0.42
Fosforo (%) 0.36 0.31

8MS: Materia seca. "Mezcla mineral: Fosforo 10%, Calcio 12%, Hierro 0.5%, Magnesio 0.1%,
Cobre 0.15%, Zinc 0.12%, Manganeso 0.055%, Cobalto 0.05%, Yodo 0.02%, Selenio 200 ppb,
Vitamina A 50000 UI.



Cuadro 2. Perfil de acidos grasos poliinsaturados en las dietas experimentales adicionadas

con harina y aceite de pescado (HAP) y grupo testigo (TES), en ovejas inseminadas por

laparoscopia.

Dieta experimental

Esteres metilicos de 4&cidos

grasos (%) HAP TES
Palmitico 9.18 14.23
Palmitoleico 0.41 1.13
Heptadecanoico N.D. 2.86
Estearico 3.15 4.29
Oleico 25.60 28.05
Linoleico 52.20 40.12
a-Linolénico 4.28 2.64
Araquidico 0.65 0.46
Eicosenoico 0.28 1.23
Eicosapentanoico 0.89 0.30
Erucico 1.16 1.09
Lignocérico 0.14 0.16
Otros 2.15 2.85
Saturados 13.12 22.63
Monoinsaturados 27.45 31.50
Poliinsaturados 59.52 4591

N. D: No detectable



Cuadro 3. Respuesta de las variables reproductivas en ovejas adicionadas con harina y

aceite de pescado e inseminadas mediante laparoscopia.

Variables reproductivas Tratamientos

HAP (n=21) TES (n=21)
Presentacio-del estro (%) 100 (21/21) 95.2 (20/21)
Inicio del estro (h)™ 41.0+1.8° 35.1+2.1°
Gestante (%)? 52 (11/21) 57 (12/21)
indice de prolificidad® 1.63 (18/11) ® 1.25 (15/12) °

HAP: Grupo suplementado con harina y aceite de pescado. TES: Grupo testigo.

! Tiempo referido al retiro de la esponja de FGA. % Basado en los perfiles de P, en suero y
ultrasonografia en el dia 30. ® Numero de corderos nacidos por oveja parida. *  Valores con

distinta literal entre columnas son diferentes (P < 0.05). T Medias # error estandar.
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8 CAPITULO Il. RESPUESTA OVULATORIA, DESARROLLO EMBRIONARIO Y
TASA DE GESTACION EN OVEJAS ADICIONADAS CON HARINA Y ACEITE
DE PESCADO

8.1 Resumen
El objetivo del experimento fue evaluar el efecto de harina y aceite de pescado como fuente de

AGP Q-3 en la respuesta ovulatoria, desarrollo embrionario y tasa de gestacion posterior a la
transferencia; ademas del perfil hormonal de progesterona (P4) e insulina (INS). Cincuenta y
cuatro ovejas se distribuyeron de forma aleatoria en dos tratamientos: El primer grupo (HAP)
formado por ovejas donadoras (n=7) y receptoras (n=20) alimentadas con una dieta adicionada
con harina y aceite de pescado (4 y 5 % de MS), el segundo grupo (TES): formado por ovejas
donadoras (n=7) y receptoras (n=20) alimentadas con una dieta testigo. Todas las ovejas fueron
pre-sincronizadas con dos dosis de prostaglandinas F,, (65 mg cloprostenol) a intervalos de 8 d.
Las ovejas donadoras fueron sincronizadas con esponjas intravaginales de cronolone (20 mg)
durante 11 d, y superovuladas con dosis decrecientes de FSHp (180 mg). Las ovejas receptoras
fueron sincronizadas con esponjas de cronolone durante 10 d, ademas de 200 Ul de eCG al
momento del retiro de la esponja. No se encontraron diferencias (P > 0.05) en la respuesta
ovulatoria respecto al nimero de cuerpos luteos y estructuras recuperadas entre los tratamientos
HAP y TES (14.8 + 3.2, 85 £ 1.3 vs 17.5 £ 3.4, 12.2 + 3.2, respectivamente). No se encontro
efecto (P > 0.05) de la harina y aceite de pescado en la dieta en el desarrollo embrionario
relacionado con nimero de morulas tempranas, compactas y maduras (HAP, 0.14 + 3.2, 3.0 +
06,0+x0vsTES,0+0,45+20,0.2 0.1, respectivamente), ni en los blastocitos tempranos,
maduros y expandidos (HAP, 2.14 + 0.5,2.14 +0.2,0.85+ 05Vvs TES, 25+ 14,38+ 14,10
+ 0.3, respectivamente), sin embargo, se encontré una mayor tasa de gestacion en el grupo HAP
comparada con el grupo TES (53.6 vs 31.5 %). En ovejas donadoras y receptoras no se

encontraron diferencias entre tratamientos (P > 0.05) por efecto de la adicion de la harina y



aceite de pescado en las concentraciones promedio de P, en suero; sin embargo, en las
concentraciones de INS en suero se presentaron diferencias (P < 0.05). Se concluye que la
adicién de harina y aceite de pescado en la dieta no modifica la tasa ovulatoria ni el desarrollo
embrionario en sus diferentes estructuras, sin embargo incrementa la tasa de gestacion
probablemente debido a una disminucion en la sintesis de PGF,, durante el periodo del

reconocimiento materno.

Palabras clave: Ovejas, estro, superovulacion, embriones.

8.2 Introduccién
La adicion de grasa en la dieta esta relacionada con alteraciones en los procesos reproductivos de

rumiantes, particularmente en el desarrollo folicular, tasa ovulatoria y secrecion hormonal
(Thomas et al., 1997). Investigaciones recientes muestran que el uso de acidos grasos
poliinsaturados (oleico, linoleico, linolénico, eicosapentaenoico, docosahexaenoico) mejoran la
fertilidad de la hembra y el macho en la mayoria de las especies domesticas (bovinos, ovinos,
caprinos y cerdos), incrementa el tamafio del foliculo ovarico, modifica el metabolismo de
hormonas esteroideas (estradiol y progesterona) y la conformacion de la membrana celular de

embriones y espermatozoides (Bilby et al., 2006; Wathes et al., 2007).

Mattos et al. (2000) indican que las grasas pueden influir positivamente en la reproduccién por
alteraciones en la sintesis de hormonas esteroideas y prostaglandinas. Mencionan que los acidos
grasos poliinsaturados (linoleico, linolenico, eicosapentanoico y decosaexanoico) son capaces de
inhibir la sintesis de prostaglandinas mediante la disminucion de su precursor (el acido
araquiddnico) a través de acciones enzimaticas, por lo que sugieren debe existir una alimentacion

estratégica vigilando el perfil de &cidos grasos en la dieta, de tal forma que se pueda disminuir la



sintesis de prostaglandinas durante los primeros dias de gestacion y de esta manera reducir la

mortalidad embrionaria.

En un estudio realizado por Herrera-Camacho et al. (2008) evaluaron el efecto de acidos grasos
poliinsaturados (palmitico, oleico y linoleico) de aceite de maiz (AM; 4 % de la dieta) en ovejas
superovuladas comparada con una dieta testigo (SM; Cynodon nlemfluensis mas concentrado
comercial), encontrando un mayor namero de cuerpos luteos, células colectadas totales y
embriones en ovejas con AM (14.73 + 1.78; 9.18 £ 2.16; 6.72 + 1.78) respecto al grupo de ovejas
SM (10.73 + 1.42; 4.18 + 1.36; 3.09 £ 1.36); ademas de un incremento en el nimero de
embriones en estado de morula en el grupo de ovejas con AM (5.90 = 1.59) comparada con el

grupo de ovejas SM (2.18 + 1.30).

Por su parte Zachut et al. (2008) muestran que existe un incremento en el didmetro foliculos
(15.4 £ 01 mm) en vacas adicionadas con grasa protegida con mayor contenido de &cidos grasos
insaturados (HUFA, 33.6 y 3.5 % de oleico y linoleico en 215 g d™* Megalac) comparada con el
grupo de vacas adicionadas con grasa protegida con un menor contenido de este tipo de &cidos
grasos (LUFA, 10.5 £ 0.1 mm diametro de foliculo; 8.4 y 0.1 % de oleico y linoleico en 230 g d”
1), asf mismo reportan un incremento en las concentraciones de andostrenediona y estradiol en
los foliculos de las vacas alimentadas con HUFA (416. 7 + 70.6 y 3523.6 + 539 ng mL™)

comparada con el grupo de vacas LUFA (36 + 70.6 y 867. 6 539 ng mL™).

Con base a estas investigaciones, existen evidencias que indican que el uso de &cidos grasos
poliinsaturados en la dieta pueden modificar positivamente la respuesta reproductiva en
rumiantes, por lo tanto, el objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto de harina 'y

aceite de pescado como fuente de AGP Q-3 en la respuesta ovulatoria, desarrollo embrionario y



tasa de gestacion posterior a la transferencia; ademas del perfil hormonal de progesterona (P4) e

insulina (INS) en ovejas.

8.3 Materiales y métodos
El estudio se realizo en la unidad ovina de la granja experimental del Colegio de Postgraduados,

Campus Montecillo, Texcoco, Estado de México, de acuerdo a las normas de ética y
bioseguridad (CIOMS, 1986) y leyes mexicanas (NOM-062-Z00-1999) para el uso de animales

experimentales (DOF, 2001).

Animales y tratamientos

Se utilizaron 54 ovejas de las razas Dorset, con un peso promedio de 54 + 4.2 kg y una condicion
corporal de 3 en escala de 1 a 5 (Cottle, 1991), las cuales fueron previamente desparasitadas y
vitaminadas, ademés de una ecografia transvaginal para determinar que no se encontraban

gestantes.

Las ovejas fueron distribuidas aleatoriamente en dos grupos para la asignacion de los
tratamientos experimentales. Los tratamientos evaluados fueron dos dietas isoenergéticas e
isoproteicas, la primera una dieta experimental (HAP, n=27) adicionada con harina y aceite de
pescado (4 y 0.8 % respectivamente, con base en materia seca) y la segunda una dieta testigo
(TES, n=27) sin la adicion de estos ingredientes (Cuadro 4). Ambas dietas se formularon para
cubrir los requerimientos de proteina cruda (14 %) y energia metabolizable (2.6 Mcal kg-1)

recomendado por el National Research Council de ovinos (NRC, 2007).

Se seleccionaron 14 ovejas de ambos grupos para donadoras de embriones (HAP, n=7; TES,

n=7), las cuales anteriormente presentaron fertilidad probada y habilidad materna (multiparas),



ademas de 40 ovejas como receptoras (HAP, n=20; TES, n=20) para evaluar la viabilidad de los

embriones en fresco mediante la transferencia.

La alimentacion con las dietas experimentales en las ovejas se realizd de manera individual,
alojando a las ovejas en jaulas de 1.2 x 2.0 m (2.4 m?), ofreciendo por animal 0.8 kg d* de
alimento, posteriormente a la alimentacion fueron liberadas en corrales con sombra en donde

recibieron heno de avena y agua a libre acceso.

El periodo de alimentacion en las ovejas con las dietas experimentales fue de 45 dias, iniciando

un mes antes de la sincronizacion del estro y terminando el dia del diagnéstico de gestacion.
Sincronizacion del estro

El tratamiento hormonal para la sincronizacion del estro en todas las ovejas inicidé con una pre-
sincronizacion de prostaglandinas F2a (65 mg de cloprostenol, Celosil®, Schering-Plough)
aplicando dos inyecciones en intervalos de ocho dias, para que al momento de insertar la esponja

todas las ovejas presentaran la misma fase del ciclo estral.

Las ovejas donadoras se sincronizaron utilizando esponjas intravaginales impregnadas con 20
mg de acetato de fluorogestona (FGA; Chronogest® Intervet), durante 11 dias, recibiendo
ademas 180 mg de hormona foliculo estimulante (FSHp; Folltropin® Tornel) por via i.m. en
dosis decrecientes, cada 12 horas (a partir del dia 9 de colocada la esponja), durante cuatro dias
(40, 30; 30, 20; 20, 20; 10, 10 mg). Al momento de la presentacion del estro todas estas ovejas

recibieron monta natural con machos seleccionados y previamente probados.

Las ovejas receptoras, por su parte, también se sincronizaron con esponjas intravaginales (20 mg

FGA, Chronogest® Intervet), iniciando el mismo dia y hora que el grupo de las ovejas



donadoras, solamente que en este grupo las esponjas permanecieron por 10 dias y al momento
del retiro de la esponja todas las ovejas recibieron una inyeccion intramuscular de 200 Ul de
gonadotropina coridnica equina (eCG, Folligon®, Intervet). La deteccion del estro se inici6 24 h
después del retiro de la esponja con ayuda de machos enteros con mandil; posteriormente se
monitored el comportamiento del estro cada 6 h, durante 48 h, para determinar el inicio y

término del mismo.
Conteo de cuerpos lateos, recoleccién y transferencia de embriones

El conteo de cuerpos luteos y la recoleccion de embriones se realizaron el dia seis posterior al
estro por laparotomia medio ventral. Para ello las ovejas donadoras se sometieron a anestesia
general: la tranquilizacion se realizé con una inyeccion intramuscular de hidrocloruro de xilacina
al 2% (Rompun®, Bayer) en una dosis de 0.1 mL 10 kg™ de peso vivo, y como anestésico se
aplicé clorhidrato de ketamina (Anesket®, PISA) por via endovenosa, en una dosis de 1 mg kg™
de peso vivo. Se rasur6, lavé y desinfectd la region abdominal para posteriormente realizar una
incisién de aproximadamente 5 cm de largo y 3 cm anterior a la ubre sobre la linea media. Se
exteriorizaron los ovarios para evaluar la respuesta a la superovulacion y una vez realizado el

conteo de cuerpos luteos se introdujo a la cavidad para posteriormente exteriorizar el Gtero.

Se lavo cada cuerno uterino utilizando una sonda de Foley (calibre 10G), que se introdujo
aproximadamente a 1 cm de la union uterotubarica mediante una puncion realizada con un
catéeter endovenoso (14Gx5Y%2) para recuperar el medio de lavado. Posteriormente, a traves de
otro catéter endovenoso (18Gx¥4) insertado en la punta del cuerno uterino, se administrd 60 mL
de solucion Dulbecco modificada a la que se le agregé 0.4 % de albdmina sérica bovina y

penicilina G sodica (100 Ul/mL). El medio se colectd en un filtro concentrador; concluida la



recoleccion de embriones, se colocaron puntos de sutura en las incisiones hechas al Utero, éste se

regreso a la cavidad abdominal y se suturé la incision realizada plano por plano.

Para la transferencia de embriones, las hembras se tranquilizaron con xilacina al 2%.
Posteriormente se realizaron dos incisiones en pared abdominal aproximadamente de 1 cm de
longitud, y a 4 cm de la linea media y 3 cm anteriores a la ubre. Por una de estas incisiones se
insertd un trocar con canula por donde se introdujo el filamento Optico. Antes de insertar el
trocar se insuflé la cavidad con aire a través de una aguja de Verres. Se localizo el ovario con el
cuerpo lateo mas desarrollado, y por la segunda canula se introdujeron unas pinzas de Babcock
con las que se sujetd y exteriorizd el cuerno ipsilateral al cuerpo luteo. En el cuerno uterino
seleccionado se realiz6 una pequefia puncion con un catéter endovenoso (18Gx%s) y se
transfirieron dos embriones de excelente o buena calidad (esféricos, simétricos y con células de
color, tamafio y textura uniformes, con zona pellcida integra) por medio de un catéter (Tom Cat,
USA); provenientes de la hembra donadora, finalmente se regreso el cuerno a la cavidad

abdominal y se suturaron las incisiones.

El diagndstico de gestacion se confirmé a los 30 dias posteriores a la transferencia utilizando un
equipo de ultrasonido Sonovet 600 con un transductor de 7,5 MHz, por via transrectal (Medison,

Inc., Cypress, California, EUA).

Toma de muestras y analisis hormonal

Las muestras de sangre (5 mL) fueron colectadas mediante puncion de la vena yugular para todas
las ovejas de los grupos experimentales. Para determinar la concentracién de P, en suero, las

muestras se colectaron dos dias antes de insertar las esponjas, y posteriormente cada 48 h durante



el ciclo estral sincronizado (12 dias). Las muestras de INS se colectaron cada 48 h durante 35

dias, periodo correspondiente a la alimentacion con las dietas experimentales.

Todas las muestras se centrifugaron durante 20 min a 1500 g en una centrifuga (IEC Centra 8R,
International Equipment Company, EUA); el suero sanguineo fue separado y almacenado en
tubos de polipropileno para su conservacion a -20 °C en un congelador (Tappan EUR251P7W,

Electrolux Home Products North America, EUA) hasta realizar el analisis hormonal.

Los analisis de P4 se realizaron mediante ensayo inmunoenzimatico (Immunometrics, UK Ltd,
280 Muster Road, London SW6 6BQ). La sensibilidad analitica fue de 0.13 ng mL™ con
coeficiente de variacion intra e inter ensayo de 9.59 y 13.7 %, respectivamente. La determinacion
de las concentraciones de INS se realizd por RIA con una sensibilidad de 4.09 ng mL™ y
coeficientes de variacion intra e inter ensayo de 1.44 y 0.25 %, respectivamente. Estos andlisis se
realizaron en el laboratorio de Biologia de la Reproduccién en el Instituto Nacional de Ciencias

Meédicas y Nutricion “Salvador Zubirdn”.
Analisis estadistico

Se realiz6 un disefio completamente al azar, en donde cada oveja representd una unidad
experimental. El porcentaje de presentacion de estros y gestacion fueron analizadas a través de la
prueba de X* por medio del PROC FREQ. Para el inicio del estro se realizé un analisis de
varianza por medio del PROC GLM vy la prueba de comparacion de medias de Tukey. Para la
concentracion de P4 e INS en suero sanguineo se realizé un analisis de varianza de mediciones
repetidas a través del tiempo por medio del procedimiento PROC MIXED, el cual incluyd
efectos fijos del tratamiento y dia, e interaccion de ambos. Para este procedimiento, la estructura

de covarianza fue modelada usando el efecto de la oveja dentro del grupo, determinandose para



la presente variable usar la estructura autoregresiva de primer orden (AR 1) para determinar la
correlacion entre las mediciones secuenciales dentro del mismo animal (Littell et al., 1998). Para
determinar si existieron diferencias en el nimero de cuerpos IUteos por oveja por tratamiento, y
numero de embriones recolectados, se realizé la prueba de U-Mann-Withney. Valores medios
fueron comparados por el método de medias de minimos cuadrados. Todos los procedimientos

fueron realizados por el paguete del sistema de analisis estadistico (SAS, 2009).

8.4 Resultados

Presentacion e inicio del estro

La presentacion del estro en respuesta a la sincronizacién con esponjas de FGA, posterior al
tratamiento con prostaglandinas F2a no mostraron diferencias (P > 0.05) entre tratamientos,
reportando el 100 % para ambos grupos experimentales (TES, n=27; HAP, n=27). Asi mismo, no
se encontraron diferencias (P > 0.05) en el inicio del estro entre los tratamientos (TES: 36.1 +

2.1; HAP: 38.2 £+ 1.3 h, respectivamente).

Respuesta ovulatoria

No se encontrd efecto (P > 0.05) de la harina y aceite de pescado en la dieta en la respuesta
ovulatoria entre las ovejas donadoras de ambos tratamientos, en relacion al nimero de morulas
tempranas, compactas y maduras (HAP, 0.14 £3.2,3.0+£0.6,0x0vs TES,0£0,45+2.0,0.2
+ 0.1, respectivamente), ni en los blastocitos tempranos, maduros y expandidos (HAP, 2.14 +
05,214+£0.2,085+£05vs TES, 25+ 1.4,3.8+1.4,1.0+0.3, respectivamente), sin embargo,
los resultados obtenidos son excelentes en comparacién a otros trabajos realizados bajo

condiciones similares.



Perfil hormonal
Progesterona (Py)

En las ovejas donadoras no se encontraron diferencias entre tratamientos (P > 0.05) por efecto de
la adicion de la harina y aceite de pescado en las concentraciones promedio de P4 en suero (HAP:
5.4 + 0.75; TES: 3.8 + 1.8 ng mL™), no obstante, la concentracién de P, fue diferente (P < 0.05)
el d 6 de la fase latea sincronizada (HAP: 11.4 + 1.8; TES: 4.1 + 1.8 ng mL™), antes del retiro de
la esponjay en el d 4y 6 posterior a la ovulacion (HAP: 17.6 £ 1.6, 179+ 1.8; TES: 13.9+ 1.7,

14.4 + 1.5 ng mL™, Fig. 5).
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Fig. 5. Concentracion promedio de progesterona en las ovejas donadoras de los grupos
experimentales HAP y TES, durante la fase lUtea sincronizada y posterior a la ovulacion.
HAP: Grupo adicionado con harina y aceite de pescado. TES: Grupo Testigo. * Indica diferencia
estadistica (P < 0.05) con respecto al grupo testigo.
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En las ovejas receptoras no se encontraron diferencias entre tratamientos (P = 0.07) por efecto de
la adicion de harina y aceite de pescado en las concentraciones promedio de P4 en suero (HAP:
3.0 + 0.21; TES: 2.5 + 0.20 ng mL™) sin embargo, las concentraciones de P, se vieron
influenciadas (P < 0.05) por la interaccién de dieta X tiempo los d 6, 8 y 10 de la fase lutea
sincronizada (HAP 5.3 £ 0.35, 5.1 £ 0.32, 5.0 £ 0.32; TES: 3.7 £ 0.25, 4.0 £ 0.35, 3.2 £ 0.28 ng

mL™), respectivamente; y el d 6 posterior a la ovulacion (HAP: 4.5+ 2.1; TES: 3.2+ 1.7 ng mL

! Fig. 6).
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Fig. 6. Concentracion promedio de progesterona en las ovejas receptoras de los grupos
experimentales HAP y TES, durante la fase IGtea sincronizada y posterior a la ovulacién.
HAP: Grupo adicionado con harina y aceite de pescado. TES: Grupo Testigo. * Indica diferencia

estadistica (P < 0.05) con respecto al grupo testigo.
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Insulina (INS)

Los resultados en las concentraciones promedio de INS en suero presentaron diferencias (P <
0.05) tanto en ambos tratamientos (HAP y TES) como en ambos grupos experimentales de
ovejas donadoras Yy receptoras. El grupo de ovejas donadoras adicionadas con harina y aceite de
pescado presento una concentraciéon menor (HAP: 0.20 + 0.02 ng mL™) respecto al grupo TES
(0.29 + 0.02 ng mL™, Fig. 7); sin embargo, en los grupos de ovejas receptoras se presentd todo lo
contrario, con una mayor concentracion el grupo HAP (0.30 + 0.01 ng mL™) en relacién al TES

(0.23 +0.02 ng mL™, Fig. 8).

——HAP -=-TES
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Fig. 7. Concentracion promedio de insulina en las ovejas donadoras de los grupos experimentales
HAP y TES, durante la fase lGtea sincronizada y posterior a la ovulacion. HAP: Grupo
adicionado con harina y aceite de pescado. TES: Grupo Testigo. * Indica diferencia estadistica

(P < 0.05) con respecto al grupo testigo.

110



——HAP -2-TES
0.40 -
0.35 -
o 0-30 -
£
=
£ 0.25
2
=
0.20 -
0-15 T T T T T T T T T 1
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Periodo de Muestreo (d)

Fig. 8. Concentracion promedio de insulina en las ovejas receptoras de los grupos experimentales
HAP y TES, durante la fase litea sincronizada y posterior a la ovulacion. HAP: Grupo
adicionado con harina y aceite de pescado. TES: Grupo Testigo. * Indica diferencia estadistica

(P < 0.05) con respecto al grupo testigo.

Gestacion y prolificidad

El porcentaje de ovejas gestantes entre tratamientos fue diferente (P < 0.05) presentando el 53.6
% para el grupo HAP vy el 31.5 % para el grupo TES, lo que indica un posible efecto por la
alimentacion basada en harina y aceite de pescado como fuente de omega-3; no obstante, el
indice de prolificidad no mostro diferencias entre tratamientos experimentales (P > 0.05; HAP:

1.31, TES: 1.25; respectivamente).
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8.5 Discusion
En la presente investigacion no se encontrd efecto de la harina y aceite de pescado como

fuente de &cidos grasos poliinsaturados (AGP) Q-3 sobre la calidad y estructuras embrionarias en
las ovejas donadoras. Esta determinado que elevados niveles de grasa en la dieta pueden influir
sobre el contenido de acidos grasos en la membrana o en el citoplasma de los ovocitos, reportes
indican que cambios en la concentracion de acidos grasos en el fluido folicular durante el verano
pueden influir sobre la fertilidad en vacas (Bilby et al., 2006); e incrementos en los niveles de
AGP durante el invierno pueden influir sobre los ovocitos de ovejas a la resistencia del

enfriamiento (Zeron et al., 2002).

En vacas la suplementacion con AGP (Q 3 y 6) induce cambios en severos aspectos de
foliculogénesis, incluyendo el numero total de foliculos y el tamafio del foliculo dominante o
pre-ovulatorio (Ambrose et al., 2006); en ovejas la suplementacion con AGP en grasas
protegidas incrementa el ndmero de foliculos y ovocitos en ovarios, mejorando el nimero de
ovocitos de alta calidad, con mayor cantidad de AGP en plasma y células del cumulus (Zeron et
al., 2002). Zachut et al. (2008), mencionan que la inclusién de AGP en la alimentacion de vacas
incrementa el tamafio y el contenido de hormonas esteroideas en foliculos pre-ovulatorios;
Sturmey et al. (2009), concluyen que existe evidencia de que los ovocitos y embriones utilizan
los lipidos endogenos como substratos de energia; en este contexto, Fouladi-Nashta et al. (2007),
mencionan que el uso de AGP puede beneficiar al ovocito no solo en crecimiento y desarrollo

durante su maduracion, sino también para el embrion y el periodo de pre-implantacion.

Por otra parte, Herrera-Camacho et al. (2008), evaluaron la tasa ovulatoria y el desarrollo
embrionario de ovejas Pelibuey en respuesta al consumo de AGP presentes en el aceite de maiz

(AM, 4% de materia seca en la dieta) comparado con un grupo testigo (SM, 0% de aceite),



reportaron que existio un aumento en el nimero de cuerpos lUteos, células colectadas totales y
embriones (14.73 + 1,87; 9.18 £ 2.16; 6.72 = 1.78, respectivamente) en el grupo AM comparado
con el grupo testigo (10.73 £ 1.42; 4.18 £ 1.36; 3.09 £ 1.36, respectivamente), conjuntamente
con un mayor numero de embriones en estado de mérula en el grupo AM (5.90 + 1.59) respecto
al grupo SA (2.18 = 1.30), aunque la adicion de AM no mejor6é la calidad morfoldgica
embrionaria (excelente, buena, regular y mala), reafirman que efectivamente los AGP desarrollan
un efecto en la respuesta ovulatoria en términos de niumero de cuerpos lGteos y embriones en
estado de morula, no obstante, mencionan que es necesario realizar nuevas investigaciones para
implementar a los AGP en la dieta como una alternativa en mejoras de la prolificidad de los

oVvinos.

Como otra alternativa para mejorar la fertilidad, los AGP han sido utilizados con la
finalidad de modificar los componentes de la membrana plasmatica celular, aunque la mayoria
de los estudios han sido enfocados en los espermatozoides (Sanocka y Kurpisz, 2004; Whates et
al., 2007), se sugiere que su uso en la hembra estd relacionado con una mejor fluidez de la
membrana, facilitando el intercambio de nutrientes y metabolitos requeridos en el desarrollo del

ovocito y del propio embrion (Zeron et al., 2001).

Respecto a las concentraciones de P, en suero en las ovejas donadoras no se vieron
influenciadas por efecto de la adicion de harina y aceite de pescado en la dieta, no obstante,
presentaron concentraciones elevadas, por lo que son necesarias investigaciones futuras para
determinar posibles cambios o alteraciones en la ciclicidad de la hembra. Por otra parte, las
ovejas receptoras, presentaron variaciones en la concentracion de P4 antes del estro y posterior al
mismo, lo cual indica un posible desarrollo de cuerpos liteos de mayor tamafio en el grupo de

ovejas adicionadas con harina y aceite de pescado.



En este contexto, Childs et al. (2008) evaluaron el efecto de los AGP n-3 presente en el
aceite de pescado (FO) en algunas variables reproductivas en vacas, utilizaron cuatro niveles de
FO parcialmente protegido: 0 g o grupo testigo (CON); 65 g grupo bajo (LOW; 39 g EPA, 26 g
DHA); 140 g o grupo medio (MED; 84 g EPA, 56 g DHA); 275 g o alto (HIGH; 165 g EPA, 110
g DHA); en general no encontraron diferencias por efecto de las dietas en las concentraciones de
P, y estradiol; sin embargo, el tamafio del cuerpo lateo (CL) si fue diferente conforme
incrementaba el nivel de FO en la dieta (CON 17.5+ 1.17; LOW 19.8 + 1.17; MED 25.7 £ 1.17,

HIGH 24.1 + 1.05) en el dia 7 posterior del estro sincronizado.

En las concentraciones de INS se encontraron diferencias entre tratamientos (HAP y
TES), presentandose una mayor concentracion para el grupo TES (0.29 + 0.02 ng mL™) en las
ovejas donadoras, sin embargo, en las ovejas receptoras el grupo con mayor concentracion fue el
grupo HAP (0.30 + 0.01 ng mL™). La relacién entre INS y la actividad reproductiva en rumiantes
es compleja y varia acorde a la etapa de su ciclo reproductivo, sexo, consumo y balance de
energia, ademas del estado fisioldgico del animal (Becu-Villalobos et al., 2007; Garnsworthy et
al., 2009); no obstante, en ésta investigacion las ovejas tanto donadoras como receptoras
adicionadas con harina y aceite de pescado presentaron resultados contradictorios, posiblemente
esta variacion en las concentraciones de INS se deban a los tratamientos hormonales y la

disponibilidad de energia, aunque esto no esta determinado y requiere investigaciones futuras.

Por otra parte, se ha reportado que la suplementacién con grasa protegida (Megalac®) en
ovejas Pelibuey y vacas Holstein disminuye las concentraciones de INS en suero (Espinoza et
al., 1997; Garnsworthy et al., 2008), esto podria deberse al bajo consumo de materia seca
ocasionado por el efecto negativo de las grasas en la fermentacion ruminal, por lo tanto, se

sugiere que el bajo consumo de carbohidratos estructurales ocasiona la disminucion del



porcentaje molar de propionato, un potente liberador de INS en rumiantes, lo cual posiblemente
explica el decremento de INS en suero, posterior al consumo de las grasas (Choi et al., 1996;

Choi et al., 2000).

Referente a la prolificidad no existio diferencias entre tratamientos, sin embargo, el
porcentaje de gestacion fue mayor en el grupo de ovejas adicionadas con harina y aceite de
pescado (HAP). En diversas investigaciones se ha observado que los AGP Q-3 pueden disminuir
la sintesis de PGF,,, esto a través de la disponibilidad de su precursor el AA o en cierta forma
por la competencia enzimatica de las enzimas PGHS con &cidos grasos como el EPA y DHA.
Por ejemplo, en un estudio realizado por Mattos et al. (2002) en donde alimentaron a vacas
lecheras durante 34 d con diferentes niveles de harina de pescado (FM) en la dieta (0, 2.6, 5.2 y
7.8 % FM) enriquecida con AGP EPA y DHA, antes de la sincronizacion del estro (con
inyecciones de 100 ug GnRH y PGF,, en los dias 7 y 8 con 25 y 15 mg respectivamente),
observaron que en el dia 15 del ciclo estral sincronizado, posterior a las inyecciones via
intravenosa de 17-p estradiol (0.5 mg mL-1) y oxitocina (100 Ul), los grupos de vacas
alimentadas con FM (2.6, 5.2 y 7.8 % FM) presentaron una disminucion considerable en las
concentraciones de los metabolitos de PGF,, (13-14 dihidro-15 keto-prostaglandina, PGFM)

comparado con el grupo testigo (0% FM).

Por su parte, Burns et al. (2003), alimentaron a vacas Angus con harina de pescado (FM)
enriquecida con EPA y DHA (FM, 5.1 % de la dieta) comparado con otro grupo de vacas
alimentado con harina de gluten de maiz (CGM, 8.5% de la dieta), se observé que el grupo de
FM presentaba una mayor concentracion de EPA y DHA en plasma respecto al grupo con CGM

a los 35 d de alimentacion con las dietas, de igual forma, se presento una mayor cantidad de EPA



en el endometrio para el grupo FM comparado con el grupo CGM, concluyendo que la harina de

pescado en la dieta altera la composicion de AGP Q-3 tanto en el plasma como en el endometrio.

En general, el uso de AGP Q-3 en la dieta se ve reflejado en el plasma y endometrio
uterino, este proceso inhibe la sintesis de PGF,,, por lo que puede ayudar a la supervivencia

embrionaria y mejorar la fertilidad de la hembra.

8.6 Conclusion
Se concluye que la adicion de harina y aceite de pescado en la dieta no modifica la tasa

ovulatoria ni el desarrollo embrionario en sus diferentes estructuras, sin embargo incrementa la
tasa de gestacion probablemente debido a una disminucion en la sintesis de PGF,, durante el
periodo del reconocimiento materno. Por otra parte, presenta variaciones en las concentraciones
de P4 e INS por lo gue son necesarias investigaciones futuras que determinen los efectos de los

AGP en estos procesos reproductivos.



Cuadro 4. Contenido de ingredientes y nutrientes de las dietas experimentales, harina y

aceite de pescado (HAP) y testigo (TES), en ovejas superovuladas

Dieta experimental

Composicion HAP TES
Ingredientes % MS?

Maiz entero 33.64 25.09
Sorgo molido 10.13 10.15
Pasta de soya 7.43 13.75
Harina de pescado 4.01 -
Aceite de pescado 0.84 -
Heno de avena 37.40 44.46
Melaza 4.75 4.76
Mezcla mineral® 1.80 1.79

Andlisis determinado

Proteina cruda (%) 14.20 14.45
Energfa bruta (Mcal kg™) 2.64 2.61
Calcio (%) 0.45 0.42
Fosforo (%) 0.36 0.31

¥ MS: Materia seca. ° Mezcla mineral: Fosforo 10%, Calcio 12%, Hierro 0.5%, Magnesio 0.1%,
Cobre 0.15%, Zinc 0.12%, Manganeso 0.055%, Cobalto 0.05%, Yodo 0.02%, Selenio 200 ppb,
Vitamina A 50000 UI.



Cuadro 5. Perfil de acidos grasos poliinsaturados en las dietas experimentales adicionadas

con harina y aceite de pescado (HAP) y grupo testigo (TES), en ovejas superovuladas

. , . Dieta experimental
Esteres metilicos de acidos

grasos (%) HAP TES
Palmitico 9.18 14.23
Palmitoleico 0.41 1.13
Heptadecanoico N.D. 2.86
Estearico 3.15 4.29
Oleico 25.60 28.05
Linoleico 52.20 40.12
a-Linolénico 4.28 2.64
Araquidico 0.65 0.46
Eicosenoico 0.28 1.23
Eicosapentanoico 0.89 0.30
Erucico 1.16 1.09
Lignocérico 0.14 0.16
Otros 2.15 2.85
Saturados 13.12 22.63
Monoinsaturados 27.45 31.50
Poliinsaturados 59.52 4591

N. D: No detectable



Cuadro 6. Respuesta de las variables reproductivas y caracteristicas embrionarias en

ovejas suplementadas con harinay aceite de pescado

Variables reproductivas Tratamientos

TES (n=27) HAP (n=27)
Respuesta del estro (%) 100 100
Inicio del estro (h) ™ 36.1+2.1 38+1.3
Gestante (%) ? 31.5° 53.6 2
indice de prolificidad * 1.25 1.31
Estructuras recuperadas ' 11.2+85 85+35
Cuerpos lateos ' 175+9.1 148 +8.6
Ovoocito ' 0.71+0.9 0
Mérula temprana * 00 0.14+0.3
Morula compacta * 457 +55 3.0+18
Moérula madura * 0.28+0.4 0+0
Blastocito temprano * 2.57+3.9 214+15
Blastocito maduro 3.85+3.8 2.14+23
Blastocito expandido’ 1.0+0.3 0.85+ 1.4

HAP: Grupo suplementado con harina y aceite de pescado. TES: Grupo testigo.

! Tiempo referido al retiro de la esponja de FGA. ? Basado en los perfiles de P, en suero y
ultrasonografia en el dia 30. * Numero de corderos nacidos por oveja parida. *  Valores con

distinta literal entre columnas son diferentes (P < 0,05). T Medias * error estandar.
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9 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES GENERALES

9.1 Conclusiones

Bajo las condiciones en las que se realizd la presente investigacion se concluye que:

R/
A X4

La adicion de HAP como fuente de AGP Q-3 en la dieta durante un periodo corto en
ovejas primalas inseminadas por laparoscopia no modifico las variables reproductivas
presentacion del estro y tasa de gestacidn, no obstante, si influy6 sobre el inicio del estro

y la prolificidad.

La adicion de harina y aceite de pescado en la dieta durante un periodo prolongado no
modifica la tasa ovulatoria ni el desarrollo embrionario en sus diferentes estructuras, sin
embargo incrementa la tasa de gestacion probablemente debido a una disminucion en la

sintesis de PGF,, durante el periodo del reconocimiento materno.

Por otra parte, las concentraciones de P, e INS presentaron pequefias variaciones por
efecto de los AGP, aunque estas no fueron concluyentes, se requieren mas

investigaciones para determinar sus efectos en los procesos reproductivos de la oveja.



9.2 Recomendaciones

La adicion de harina y aceite de pescado en la dieta como fuente de € - 3 puede ser utilizada
como una alternativa en la alimentacion de ovejas reproductoras, no obstante, durante un periodo
corto es necesario tomar en cuenta que solo tendremos un efecto sobre el estado metabolico del
animal y esto puede causar variaciones en algunas variables reproductivas; sin embargo, durante
un periodo prolongado podemos tener un efecto a nivel celular, lo que nos modificaria la
secrecion de hormonas como la P,y las PGF,, lo que favorece el reconocimiento materno y

reduce la mortalidad embrionaria.

Por otra parte, es necesario tener en cuenta la proporcion de AGP en relacion alos Q -3y
6, debido a que la concentracién de uno u otro grupo puede causar variabilidad en los resultados,
por lo tanto, son necesarias investigaciones futuras enfocadas a resolver los efectos que tienen

los AGP en los procesos reproductivos, con el objetivo de mejorar la fertilida de la hembra.



10 ANEXOS
Insercion y retiro de la esponja intravaginal en ovejas para la sincronizacion del estro




Procedimiento de la Inseminacion Artificial por la técnica de Laparoscopia




Conteo de cuerpos lateos, recoleccion y evaluacion de embriones







Procedimiento para la transferencia de embriones en ovejas receptoras
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