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SUPLEMENTACIQN DE VITAMINA C PROTEGIDA PARA MEJORAR LA
REPRODUCCION Y REDUCIR EL ESTRES OXIDATIVO EN OVEJAS

Karen Pliego Pliego, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2018.

RESUMEN

La vitamina C tiene funciones importantes tales como cofactor en la sintesis de
coldgeno, produccién de hormonas esteroideas y antioxidantes, siendo estas
capacidades de gran relevancia para la reproduccion. La finalidad de la presente
investigacion fue evaluar el efecto de la administracion oral de vitamina C protegida
con etilcelulosa a diferentes dosis como estrategia para mejorar las variables
reproductivas y estado antioxidante en ovejas multiparas. La suplementacién de
vitamina se realiz6 desde la sincronizacion del estro hasta un dia antes de
diagnéstico de gestacion y se evaluaron las siguientes variables: presentacion de
estro, porcentaje de gestacion, retorno a estro, fecundidad, prolificidad, peso de
cordero al nacimiento, capacidad antioxidante, lipoperoxidacién, concentracion de
progesterona, insulina y glucosa. Se utilizaron 63 ovejas las cuales fueron
agrupadas y distribuidas en tres tratamientos, TO: 0 g de vitamina C (n=21), T1: 3 g
de vitamina C (n=21), T2: 6 g de vitamina C (n=21). La suplementacion se realiz6
desde la sincronizacion de estro hasta un dia antes del diagnéstico de gestacion,
con un total de 39 dias. Para la sincronizacion de estros se les insert6 un dispositivo
intra-vaginal de progesterona (CIDR, impregnado con 0.3 g de progesterona) el cual
permanecio intravaginalmente por 11 dias. Los estros se detectaron a partir de las
24 horas después del retiro del CIDR, realizando las montas a las 12 y 24 horas
posteriores a la deteccion del celo. Se muestre6 a diferentes tiempos durante la
suplementacién de la vitamina C para determinar concentracién de progesterona e
insulina, estado oxidativo, acido ascérbico y glucosa. El analisis de los datos se
realizd mediante la prueba de Chi cuadrada para las variables porcentaje de
gestacion, presentacion y retorno de estro. Para fecundidad y prolificidad se utilizd
un modelo estadistico de regresion de Poisson usando el procedimiento GENMOD,
el resto de las variables se examinaron mediante un andlisis de varianza por medio
de PROC GLM y PROC MIXED con la prueba de comparacin de Tukey del paquete
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estadistico SAS. La suplementacion de vitamina C no afectd el porcentaje de
gestacion, presentacion y retorno a estro, fecundidad, prolificidad, peso de los
corderos al nacimiento, lipoperoxidacion, concentracion de progesterona, glucosa e
insulina (p>0.05). En el caso de acido ascorbico se observo que el T1y T2 fueron
significativamente diferentes al TO (p<0.05) obteniendo valores mayores en suero
sanguineo (13.02, 12.85 y 10.76 pg/ mL, respectivamente). En capacidad
antioxidante también se encontraron diferencias significativas entre tratamientos
(p<0.05) siendo el T1 mas alto que el T2y el TO (284.73, 261.68 y 244.39 nmol/ mL,
respectivamente). Por lo que se puede concluir que la suplementacion de vitamina
C protegida con etilcelulosa durante esta etapa no afecto las variables reproductivas
evaluadas y mejora la capacidad antioxidante en ovejas durante sincronizacion de

estro e inicio de gestacion.

Palabras clave: vitamina C, capacidad antioxidante, fertilidad, ovejas



SUPPLEMENTATION OF COATED VITAMIN C TO IMPROVE REPRODUCTION
AND REDUCE OXIDATIVE STRESS IN EWES

Karen Pliego Pliego, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2018.

ABSTRACT

Vitamin C has important functions such as cofactor in the synthesis of collagen,
cofactor in the synthesis of steroid hormones and as an antioxidant, these of which
are of great relevance for reproduction. The purpose of this investigation was to
evaluate the effect of oral administration of vitamin C coated with ethylcellulose at
different doses, as a strategy to improve reproductive variables and antioxidant
status in multiparous ewes. The vitamin supplementation was performed from the
synchronization of estrus until a day prior to the diagnosis of gestation, and the
following variables were evaluated: presentation of estrus, the percentage of
gestation, return to estrus, fecundity, prolificacy, weight of lamb at birth, antioxidant
capacity, lipid oxidation, progesterone concentration, insulin and glucose. Sixty-
three sheep were randomly distributed into three treatments, TO: O g of vitamin C (n
= 21), T1: 3 g of vitamin C (n = 21), T2: 6 g of vitamin C (n = 21). The
supplementation was performed from the synchronization of estrus until a day prior
to the diagnosis of gestation, with a total of 39 days. A progesterone intra-vaginal
device (CIDR, impregnated with 0.3 g of progesterone) was inserted for the
synchronization of estrus, which remained intravaginally for 11 days. The estrus
were detected 24 hours after the withdrawal of the CIDR, giving the services at 12
and 24 hours after the detection of estrus. It was sampled at different times during
the supplementation of vitamin C to determine hormones, oxidative status, ascorbic
acid and glucose. The analysis of the data was performed using the Chi square test
for the variables of gestation percentage, presentation and return of estrus. For
fecundity and prolificacy, a Poisson regression statistical model was used using the
GENMOD procedure, the rest of the variables were examined by an analysis of
variance by means of PROC GLM and PROC MIXED with the Tukey comparison
test of the SAS statistical package. Vitamin C supplementation did not affect the

percentage of gestation, presentation and return to estrus, fecundity, prolificacy,
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weight of the lambs at birth, lipid oxidation, progesterone concentration, glucose and
insulin (p > 0.05). For the variable of ascorbic acid, it was observed that T1 and T2
were significantly different to TO (p <0.05), obtaining higher values in blood serum
(13.02, 12.85 and 10.76 ug / mL, respectively). In antioxidant capacity, significant
differences were also found between treatments (p <0.05), with T1 being higher than
T2 and TO (284.73, 261.68 and 244.39 nmol / mL, respectively). Therefore, it can be
concluded that the supplementation of vitamin C protected with ethylcellulose during
this stage did not affect the reproductive parameters and improves the antioxidant

capacity in sheep during synchronization of estrus and onset of gestation.

Key words: vitamin C, antioxidant capacity, fertility, ewe
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l. INTRODUCCION

La ovinocultura a nivel mundial es de gran importancia, ya que ocupa el cuarto lugar
del consumo de cérnicos (FAO, 2014). Sin embargo, muchas veces las
explotaciones se ven inmersas en diversos problemas ocasionando que el
rendimiento sea deficiente. Paises como Australia y Nueva Zelanda han reducido
su inventario de ovinos hasta un 18 %, siendo los mayores exportadores
mundialmente. En México, a pesar de que en los ultimos afios se han utilizado
nuevas estrategias solamente se ha logrado incrementar un 70% de la carne ovina
gue se consume (Arteaga, 2012).

Para lograr mejorar la produccion y el manejo, es necesario conocer a fondo los
requerimientos nutritivos y la fisiologia de estos animales. El asegurar gestaciones
en la época con mayor actividad reproductiva es de gran importancia, ya que, de lo
contrario, se ocasiona grandes pérdidas econdémicas. La principal causa de pérdida
de gestaciones en rumiantes es la muerte embrionaria temprana. En ovejas, cerca
del 20 % de los embriones muere en los quince dias siguientes a la fertilizacion
(Ramon, 1997). Se han utilizado diversas estrategias para mejorar las variables
reproductivas, como la induccién de estros mediante el uso de la sincronizacion de
ciclos estrales, trasferencia de embriones e inseminacion artificial, entre otras, las
cuales han permitido incrementar la eficiencia reproductiva (Amiridis y Cseh, 2012).
Por otra parte, también se han utilizado estrategias nutritivas para optimizar la
reproduccion, aumentando la cantidad y calidad de alimentos para mejorar la
condicién corporal en determinados momentos fisiologicos del animal. Se ha
manifestado que la ingestion de energia y proteina influye de manera positiva en la
reproduccion, ademas los minerales y las vitaminas también se han considerado
importantes en este aspecto (Hurley y Doane, 1989; Mantecoén et al., 2003).

Las vitaminas son sustancias vitales, su importancia se debe a que algunos
organismos no las pueden sintetizar o algunas veces se sintetizan, pero no en las
cantidades adecuadas, y deben de ser adquiridas de manera exégena. Debido a
gue sus composiciones quimicas y su participacion en procesos metabodlicos son

muy diversas, se han clasificado de acuerdo a su solubilidad en lipidos liposolubles
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e hidrosolubles. Las vitaminas liposolubles, no se sintetizan en el animal e incluyen
a la vitamina A, E, Ky D. Por el contrario, las vitaminas del complejo By C, en los
rumiantes no se incluyen en la dieta ya que se sintetizan en el organismo y se asume
gue en las cantidades adecuadas (Nelson y Cox, 2009; Matsui, 2012).

La vitamina C ha sido relacionada estrechamente con la reproduccion ya que
favorece la sintesis de colageno, sintesis de hormonas esteroideas y por su
capacidad antioxidante (Luck et al., 1995). Sin embargo, no existen reportes de su
funcién especifica en la reproduccion en ovejas. Por ello, el objetivo del presente
trabajo es la suplementacién de vitamina C durante la fase de sincronizacion e

implantacion del embrion para evaluar su efecto en las variables reproductivas.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Ovinocultura en México

México cuenta con una gran diversidad de climas, una orografia muy heterogénea
con diferentes tipos de suelos y presenta una enorme variabilidad socioeconémica,
aun dentro de un mismo medio rural (Delgadillo y Orozco, 2001; INEGI, 2012).
Estos factores hacen que en nuestro pais se presenten diversos sistemas de
produccion ovina, propias de cada region que se determinan de acuerdo a la
disponibilidad de recursos y a los hébitos del consumo de los productos ovinos.
Los principales sistemas de produccion pecuaria comprenden a los sistemas
intensivos, mixtos y de pastoreo (Seré y Steinfeld, 1996):

Los sistemas intensivos se caracterizan por mantener a los animales en areas
determinadas para cada etapa fisiologica, donde se proporcionan suministros de
alimento externos que cumplen con los requerimientos nutricionales adecuados
para el animal (FAO, 2014).

Los sistemas de produccion mixta se basan en una combinacién de pastoreo con el
confinamiento en corral, este sistema se debe realizar de acuerdo a los
requerimientos alimenticios de los animales. Por ejemplo, durante el dia el hato se
introduce en praderas (gramineas y leguminosas) y durante la tarde-noche se
mantiene al rebafio en corrales donde son complementadas con rastrojos,
esquilmos agricolas, grano o alimento comercial (Partida de la Pefia et al., 2003).
Los sistemas de pastoreo se caracterizan por suministrar mas del 90 % de forraje
como alimento a los animales, no se proporcionan complementos alimenticios mas
gue sales minerales y muy esporadicamente algun tipo de subproducto agricola
(FAO, 2014).

Lo anterior implica que la heterogeneidad de los sistemas de produccion influye en
la calidad de los productos ovinos, lo cual hace necesario dirigir la produccion
nacional hacia una condicibn mas uniforme, para poder satisfacer las exigencias
actuales y futuras del mercado interno (Partida de la Pefia et al., 2003).

El inventario ovino en México se ha incrementado considerablemente en la ultima
década, pasando de 6 819 771 ovinos en 2003 a 8 405 902 en el 2012. El estado
de México es el principal productor con 1 326 982, seguido por Hidalgo con 1 162
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556, Veracruz con 664 258 y Oaxaca con 527 369 ovinos (SIAP, 2012). De 1999 al
2009 la produccion de carne paso de 31 000 a 59 000 toneladas, parte de esta
mayor produccion se ha debido a la tecnificacion en la explotacion de pie de cria 'y
engordas (SIAP, 2012). A pesar de eso existe un incremento de 5.9 % en la
demanda anual, por lo que mas del 50% de la demanda se cubre con importaciones
(SAGARPA, 2014). La produccion de carne de ovinos en México no logra abastecer
la demanda nacional, por lo que en el 2008 se importaron alrededor de 35 000
toneladas a precios mas bajos que los del mercado nacional (Martinez et al., 2010).

2.2 Estacionalidad de las ovejas

La estacionalidad de la reproduccién es un mecanismo de adaptacion desarrollado
por algunos mamiferos como estrategia para aumentar la supervivencia de las crias,
de tal manera que los nacimientos ocurran en la época mas favorable del afio
(Karsch et al., 1986; Malpaux et al., 1996), usualmente primavera, permitiéndole a
la cria el crecimiento bajo condiciones confortables de temperatura y disponibilidad
de alimento (Thiery et al., 2002).

El fotoperiodo es el factor ambiental primario que regula estos eventos. La oveja
posee un sistema neurofisiolégico capaz de transformar la sefial luminosa en una
sefial hormonal a través de la sintesis y secrecion de melatonina, por lo tanto, la
duracion de horas luz, sincroniza el ciclo reproductivo anual de la oveja (Williams y
Helliwell, 1993; McMillen et al., 1995; Arendt, 1998; Thiery et al., 2002). Los ovinos
presentan anualmente dos etapas fisioldgicas bien definidas (Barrell et al., 1992).
La primera es la fase de anestro estacional, con ausencia de ciclos estrales
regulares, receptividad sexual y ovulacién en la hembra, mientras que en el macho
se disminuye la espermatogénesis y la libido. La otra etapa fisioldgica, conocida
como época reproductiva, se caracteriza por la presentacion del ciclo estral,
receptividad sexual y ovulacién en la hembra y ovulacion en la hembra; en el macho,
se aumenta la espermatogénesis y la libido (Legan y Karsch, 1979; Karsch et al.,
1986; Malpaux et al., 1996).



2.3 Eventos endocrinos durante el ciclo estral

El ciclo estral de la hembra consta de cuatro fases que son proestro, estro,
metaestro y diestro. Cada una de estas etapas se subdivide en la fase folicular la
cual incluye al proestro y al estro, y la fase luteal que incluye al metaestro y al diestro
(Senger, 1997). Estos sucesos son regulados por hormonas secretadas por el
hipotdlamo (hormona liberadora de gonadotropinas [GnRH]), hipdfisis anterior
(hormona foliculo estimulante [FSH] y hormona luteinizante [LH]), ovario (estradiol),
cuerpo luteo (progesterona) y uUtero (prostaglandina F2a [PGF2qa]). Estas hormonas
sirven como mensajeros quimicos que viajan a través del torrente sanguineo a
tejidos especificos los cuales contienen receptores que son especificos de la

hormona y regulan las fases del ciclo estral (Lamb et al., 2010).

2.3.1 Fase folicular (Proestro y estro)

El proestro se inicia con la regresion del cuerpo luteo del ciclo anterior y termina con
el inicio del estro, tiene una duracién de dos a cinco dias, dependiendo la especie,
en ovejas dura de dos a tres dias. Esta etapa se identifica por una importante
transicion endocrina, que se caracteriza por la disminucion en las concentraciones
de progesterona como consecuencia de la regresion lutea y la emergencia y
crecimiento del foliculo ovulatorio que ocasiona el aumento en la concentracion de
estrogenos (Atuesta y Diaza, 2011), teniendo como consecuencia el aumento de las
frecuencias de los pulsos de LH. La produccién de estradiol folicular se debe a las
acciones de la LH y FSH sobre las células de la teca y de la granulosa (Fortune,
1986; Fortune y Quirk, 1988).

Los foliculos constan de dos capas de células, una interna que esta en contacto con
el ovulo llamadas células de la granulosa y una externa llamada células de la teca;
entre las dos existe una membrana llamada membrana basal. Estos dos tipos de
células trabajan en conjunto durante el desarrollo folicular para producir estrogenos.
El estradiol del foliculo preovulatorio se incrementa hasta alcanzar y estimular los
centros nerviosos del hipotdlamo que controlan las manifestaciones externas de

celo (Richards, 1980). Es en esta etapa donde los foliculos son reclutados para la



ovulacion y el aparato reproductivo de la hembra se prepara para el comienzo del
estro y el apareamiento (Shearer, 1992).

El estro se define como un periodo de actividad y receptividad sexual, en donde los
principales signos son que la hembra se quede inmovil al momento de ser montada
por el macho, lordosis (arqueamiento del lomo), inquietud, inflamacion y secrecion
de moco de la vulva (Shearer, 1992). La duracion de celo es muy variable entre los
animales, en ovejas se maneja un promedio de 18 a 48 horas (Caraty et al., 2002).
El aumento de la concentracion sanguinea de estradiol después de la lutedlisis,
inicia con el comportamiento del celo (Wiltbank et al., 2012), provocando el aumento
de las contracciones uterinas las cuales facilitan el transporte de los
espermatozoides y del ovulo. Los altos niveles de estradiol afectan también a
centros endocrinos del hipotalamo liberando a la GnRH y ésta a su vez ayuda a que
se secrete la FSH y LH de la adenohipdfisis. La oleada preovulatoria de
gonadotropinas ayuda a la meiosis dentro del ovocito, ruptura folicular vy
luteinizacion de las células foliculares, eventos criticos para el establecimiento de la
gestacion (Galway et al., 1990).

El incremento de las pulsaciones de LH se inician después de que se hayan iniciado
los signos de estro y comienza el proceso de ovulacion (Lucy, 2006). La ovulacion
en la oveja y la vaca es un proceso espontaneo que no requiere coito, en la oveja
ocurre entre las 24 a 30 horas después del inicio del estro conductual (Senger,
1997).

2.3.2 Fase lutea (metaestro y diestro)

El metaestro es el periodo entre la ovulacion y la formacion funcional del cuerpo
lateo. Durante esta fase los restos del foliculo ovulado se transforman en una
glandula endocrina llamada cuerpo IUteo, esta etapa se inicia inmediatamente
después de finalizada la ovulacion, teniendo una duracion de tres a cinco dias
(Atuesta y Diaza, 2011).

La formacion del cuerpo lUteo es iniciada por una serie de cambios morfoldgicos y
bioquimicos en las células de la teca interna y las células de la granulosa del foliculo

preovulatorio llamandose proceso de luteinizacion, estos cambios ocurren después



del pico preovulatorio de LH (Berisha y Schams, 2005). En la mayoria de los
mamiferos, las células de la granulosa pasan a ser células luteales grandes, y
aquellas derivadas de las células de la teca se transformaran en células luteales
pequefias (Rippe, 2009). El crecimiento del tejido luteal depende del crecimiento de
nuevos vasos sanguineos (angiogénesis) y del establecimiento de un soporte
sanguineo funcional (Berisha y Schams, 2005). La intensidad del flujo sanguineo
dentro del cuerpo luteo alcanza su pico de dos a tres dias después de la ovulacion;
asi, la mayoria de las células esteroidogénicas del cuerpo luteo maduro estan en
contacto con uno o mas capilares (Reynolds et al., 2000; Acosta y Miyamoto, 2004).
El crecimiento de los nuevos capilares sanguineos para dar soporte al desarrollo de
nuevas células luteales, son potenciados por la angiotensina Il y por factores de
crecimiento que inducen angiogénesis como el factor endotelial de crecimiento
vascular (VEGF), el factor de crecimiento fibroblastico-1 (FGF-1) y el factor de
crecimiento similar a insulina (IGF-1), siendo de igual forma potentes estimuladores
para la secrecidén de progesterona y oxitocina (Schams y Berisha, 2004). El diestro
es la etapa mas larga del ciclo estral y es el periodo de tiempo donde el cuerpo luteo
es totalmente funcional y la secrecion de progesterona es alta. El diestro termina
cuando se destruye el cuerpo lateo (luteolisis). Las altas concentraciones de
progesterona en el Gtero provocan cambios en el endometrio para favorecer la
implantacion y el desarrollo embrionario, si este fuera el caso. El diestro usualmente
tarda de 10 a 14 dias, su duracion esta relacionada con el tiempo de funcionalidad
del cuerpo luteo (Shearer, 1992).

La regulacion de la secrecion de progesterona esta controlada por un equilibrio de
estimulos: uno luteotrépico, que estimula la secrecion de progesterona, y otro
luteolitico, que inhibe a la progesterona. La hormona LH es considerada
luteotropica, debido a que los receptores luteales de la LH se relacionan con los
cambios en la secrecion de progesterona y el crecimiento del cuerpo luteo
(Niswender et al., 2000). En la oveja, las concentraciones fisioloégicas de LH
incrementan la secrecién de progesterona de las células luteales pequefas, pero
no de las células luteales grandes, aunque se ha demostrado que ambos tipos

celulares contienen receptores para LH (Niswender et al., 2000).



El cuerpo Iuteo recibe la mayoria del flujo sanguineo del ovario, esta alta irrigacion
se relaciona con la cantidad de progesterona producida y secretada. Los niveles de
progesterona mas altos se alcanzan alrededor del dia diez del ciclo estral y se
mantienen hasta el dia 16 o 18 del ciclo, dependiendo de la presencia o no de un
embrion. En el caso de que la hembra quedara prefiada, el cuerpo lateo se
mantiene, los niveles de progesterona permanecen altos y se bloguea la reaparicion
del ciclo estral. El embrion llega al Gtero entre los dias tres a cuatro después de la
ovulacion, durante los siguientes 10 a 12 dias el embrion crecera rapidamente y
comenzara la formacion de placenta. La presencia de estas células embrionarias
son las responsables de producir una sefial quimica que bloquea a la produccion de
PGF2a por parte del utero, bloqueando la regresién del cuerpo luteo al retorno del
ciclo estral, proceso al que se conoce como reconocimiento materno (Rippe, 2009;
Lamb et al., 2010). En el caso que la hembra no se encuentre prefiada el cuerpo
liteo es inducido a su regresion por la accion de las PGF2a. Al ver ausencia de un
embrion, las concentraciones de PGF2a se incrementan durante la parte final del
diestro. Las prostaglandinas Fza secretadas por el utero se transportan por la vena
Utero-ovérica a la arteria ovarica por un mecanismo de contracorriente, llevadas al
cuerpo luteo (McCracken et al., 1972; Hixon y Hansel, 1974). Con la regresion del
cuerpo lateo, comienza la disminucion de los niveles de progesterona y con ello el

final de la fase lutea, reiniciandose el proestro.

2.4 Sincronizacién de estros

Las estrategias que se manejan para la sincronizacion de estros, que a menudo se
utilizan en combinacion son: efecto macho/hembra y los tratamientos hormonales.
En los protocolos de sincronizacion se usan hormonas naturales o sintéticas las
cuales alteran el ciclo estral afectando a estructuras del ovario (foliculos y cuerpo
liteo), utilizados con el fin de que se logre una respuesta estral en un alto porcentaje
de animales tratados, en un intervalo corto de tiempo para obtener un alto
porcentaje de gestaciones (Rasby y Funston, 2010).

Se considera que la eficiencia reproductiva es uno de los principales factores de

manejo para mejorar la rentabilidad en hatos de animales. La tasa de gestaciones



y el intervalo entre partos son dos variables que afectan la produccion y economia
de las granjas. Para lograr ser mas competitivos, los protocolos de sincronizacién
apropiados tienen que ser diseflados con el propdésito de reducir el intervalo entre
partos, producir grupos de crias homogéneos en épocas del afio preestablecidas, y
la obtencién de partos multiples (Gonzélez-Stagnaro, 1993; Silva et al., 2010).

Dos enfoques basicos se han considerado para la sincronizacion del estro y la
ovulacion, el uso de progestadgenos y el de prostaglandinas. Los progestagenos
imitan la fase lutea, impidiendo la ovulacion y la manifestacion de celo, y las
prostaglandinas F2a que causan la regresion lutea, sincronizando asi el inicio de

una fase folicular (Quintans, 2000; Gonzalez-Bulnes et al., 2005).

2.4.1 Progesterona

Los progestagenos son analogos sintéticos de la progesterona que actlan
inhibiendo la accion de las gonadotropinas, y en consecuencia el desarrollo folicular
y la ovulacion, ya que imitan los efectos naturales de la progesterona que impiden
la ovulacion y prolongan la fase latea. Por ello, el control de la existencia del cuerpo
liteo o la manipulacion de las concentraciones de progesterona en circulacion
permiten la regulacion del estro y la ovulacion (Hansel y Convey, 1983).

Las formas comerciales mas comunes de progestagenos son acetato de
fluorogestona (FGA) y acetato de medroxiprogesterona (MAP), los dos siendo
inhibidores temporales efectivos del ciclo estral (Abecia et al., 2012). Los
progestagenos pueden ser administrados por medio de implantes subcutaneos o de
dispositivos intravaginales. Los dispositivos intravaginales, constituyen el vehiculo
mas comun y practico de la administracion de progestagenos. El dispositivo de
liberaciéon controlada de progesterona intravaginal (CIDR, conteniendo 0.30 g de
progesterona) aumenta las concentraciones de progesterona en plasma
rapidamente después de su insercion, alcanzando su maxima concentracion tres
dias después de la insercion y posteriormente disminuye gradualmente (Manes y
Ugerfeld, 2015).

Las hembras empiezan a mostrar estro aproximadamente 24 horas después de

remover el dispositivo (Martinez-Tinajero et al., 2008). En ovejas los CIDRs se



insertaban intravaginalmente por 12 a 14 dias, pero para minimizar el tiempo de
permanencia del dispositivo CIDR, se coloca por seis dias, sin embargo, este
periodo es menor a la vida media de un posible cuerpo Iiteo en el ovario, lo cual se
requiere de la aplicacion de una dosis de prostaglandinas F2a en el protocolo de

sincronizacion para inducir la lisis de tal cuerpo luteo (Letelier et al., 2009).

2.4.2 Prostaglandinas

Las prostaglandinas son un grupo de lipidos biolégicamente activos, que tienen
como principal precursor al acido araquidonico (Bearden y Fuquay, 1980). Las
prostaglandinas tienen acciones de hormona, pero no las produce ninguna glandula
o tejido especifico, se producen en células de todo el cuerpo, incluyendo células del
Gtero en hembras y en la préstata del macho. Las PGFza se relacionan fuertemente
con los procesos reproductivos ya que provoca la regresion del cuerpo luteo
(Wiltbank et al., 2012).

Al final de cada ciclo estral se lleva a cabo la destruccion natural del cuerpo lateo,
accion resultante por las prostaglandinas producidas en el Utero. Por lo que la accién
de la administracién exdégena de prostaglandinas (PGF2a) o sus analogos sintéticos,
siempre que exista un cuerpo lateo activo, produce la destruccién de esta estructura
ovarica, ocasionando la disminucion de los niveles circulantes de progesteronay el
desarrollo de un nuevo ciclo estral (Azevedo et al., 2014).

El cuerpo Iuteo en los ovinos, solo es funcional entre los dias 4 y 14 de ciclo estral
fase llamada diestro. La administracion de prostaglandinas no producira ningin
efecto si la oveja recién ovuld, ya que se encontraria un cuerpo liteo poco
desarrollado o si se esta en fase folicular. Por ello, una sola inyeccién de
prostaglandinas F2a no suele ser suficiente para la sincronizaciéon de estros, lo cual
se recomienda la aplicacion de dos inyecciones con 9 a 14 dias de intervalo (Abecia
et al., 2012; Azevedo et al., 2014).
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2.5 Vitaminas

Hopkins (1912) probd de forma experimental que los animales requieren mas que
proteinas, grasas y carbohidratos en la dieta para un crecimiento normal, postulando
gque una 0 mas substancias en ciertos alimentos naturales son también
indispensables en la nutricion. Entre los nutrientes necesarios para muchas de las
funciones fisiologicas esenciales para la vida son las vitaminas. Las vitaminas son
compuestos organicos que cumplen con funciones vitales relacionadas con el
metabolismo, participando en la formacién de hormonas, células sanguineas,
neurotransmisores, material genético y también tienen funciones enzimaticas
acelerando reacciones quimicas (Cuadro 1). Estas cumplen funciones altamente
especificas en el organismo, por esta razén son esenciales en la dieta (Mollinedo y
Carrillo, 2014).

Casi todas las vitaminas se pueden obtener a través de la alimentacion, pero en la
forma en la que se encuentran en los alimentos muchas veces requieren de alguna
activacion metabolica a sus formas funcionales. La mayoria de las vitaminas tienen
una o varias sustancias activas que se relacionan quimicamente y que comparten
actividades biologicas, no obstante, estas pueden variar en biopotencia (Combs,
2008). Aunque las vitaminas comparten ciertas caracteristicas, muestran pocas
similitudes quimicas o funcionales, por lo cual se han clasificado de acuerdo a su
capacidad de disolucion en liposolubles e hidrosolubles (Pardo, 2004).

Las vitaminas liposolubles incluyen a la vitamina A, D, E y K, estas suelen
consumirse en alimentos que contienen grasa y tienen la capacidad de almacenarse
en el cuerpo. Esta caracteristica se asocia al mayor riesgo de toxicidad, por lo cual
se debe limitar su ingestion y evitar cantidades excesivas. Las vitaminas
hidrosolubles incluyen a las vitaminas del grupo B y a la vitamina C, al contrario de
las vitaminas liposolubles estas no se pueden almacenar y por lo tanto se deben
consumir con frecuencia, con la excepcion de la cobalamina ya que tiene la
capacidad de almacenarse en el higado en cantidades importantes (Combs, 2008).
Si bien las vitaminas deben ser provistas por los alimentos, algunas de ellas pueden
ser aportadas en forma de precursores o provitaminas. Anteriormente se menciond

gue las vitaminas son esenciales, sin embargo, algunos animales pueden sintetizar
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las vitaminas D y C, aunque la sintesis muchas veces puede no ser suficiente y
deben ingerirse a través de la dieta. La carencia de ingesta llega a generar
disfunciones metabdlicas, entre otros problemas. Una dieta equilibrada incluye
todas las vitaminas, pudiendo corregir deficiencias. Sin embargo, en personas o
animales que sufren de trastornos intestinales impiden la absorcion normal de los
nutrientes, y en embarazadas o lactantes, se necesitan suplementos vitaminicos
(Pardo, 2004; Mollinedo y Carrillo, 2014). Debido a informaciones que sugieren que
la ingestion optima de ciertos micronutrientes (vitamina A, C y E) puedan disminuir
las enfermedades cardiacas y el riesgo de cancer, recientemente se han aumentado
las recomendaciones diarias alimenticias (RDA, por sus siglas en ingles) de estos
nutrientes (Combs, 2008).
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Cuadro 1. Las vitaminas: sustancias activas, precursores y funciones

Grupo Substancia activa  Precursores Funciones fisioldgicas
Vitamina A Retinol B-carotenos Pigmentos visuales; diferenciacion de
Retinal cryptoxantina células epiteliales
Acido retinoico
Vitamina D Colecalciferol (D3) Homeostasis del calcio
Ergocalciferol (D2)
Vitamina E a-tocoferol Antioxidante de la membrana
y-tocoferol
Vitamina K Filoquinonas Coagulacion de la sangre
Menaquinona
Menadiona
Vitamina C Acido ascorbico Reductor en la hidroxilacion de
Acido colageno 'y carnitna 'y en el
deshidroascérbico metabolismo de farmacos y esteroides
Vitamina B: Tiamina Coenzima para complejos piruvato y a-
cetoglutarato deshidrogenasas y
reacciones de la transcetolasa
Vitamina B2 Rivoflavina Coenzima para varias deshidrogenasas
Niacina Acido nicotinico Coenzima en reacciones redox de
nicotinamida acidos grasos y del ciclo de citrato
Vitamina Bs Piridoxina Coenzima en el metabolismo de la
piridoxal transaminacion
piridoxamina
Acido folico Acido folico Coenzima en el  metabolismo
moncarbonado
Biotina Biotina Coenzima para carboxilaciones
Acido Acido pantoténico Coenzima en el metabolismo de los

pantoténico

Vitamina B12

Cobalamina

acidos grasos

Coenzima en el metabolismo de

propionato, aminoécidos y

monocarbonados

(Combs, 2008)
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2.6 Vitamina C

El 4&cido ascoérbico es una lactona derivada del acido guldnico que a su vez se
sintetiza a partir de la glucosa (Combs, 2008). La mayoria de los mamiferos y de las
plantas pueden sintetizar la vitamina C de manera enddégena (Naidu, 2003). Sin
embargo, los seres humanos, primates, cobayas, murciélagos, algunos peces,
insectos e invertebrados carecen de esta capacidad debido a que no disponen de
una enzima denominada gulonolactona-oxidasa implicada en la sintesis del &cido
ascorbico (Covarrubias y Sotelo, 2003; Naidu, 2003).

La vitamina C estd ampliamente distribuida de forma natural en plantas y animales,
se encuentra principalmente como acido ascérbico (80-90%) pero también como
acido dehidroascobico. Las concentraciones de ambas substancias tienden a variar
dependiendo del tiempo de almacenamiento de los alimentos, debido a la oxidacion
del &cido ascorbico (Combs, 2008). Las frutas, los vegetales y la carne de érganos
como higado y rifidn son generalmente las mejores fuentes, encontrandose
pequefias cantidades en masas musculares. Las frutas y los vegetales tienden a ser
la forma mas efectiva para cubrir los requerimientos diarios de vitamina C (Cuadro
2), ya que generalmente se comen crudas y por lo tanto no se someten a coccion,
procedimiento que destruye a la vitamina (Jesse, 1993).

En humanos las dosis diarias recomendadas de acido ascérbico son de 75 mg/dia
(mujeres) y 90 mg/dia (hombres), por otro lado, en las especies capaces de
sintetizar la vitamina no se adiciona a la dieta, ya que se asume que se realiza en
las cantidades adecuadas (Frei, 2001; Padayatty y Levine, 2001). Se ha observado
que la vitamina C interviene en muchas funciones biolégicas relevantes para el buen
desarrollo en los seres humanos y los animales. La vitamina actia principalmente
como antioxidante, sin embargo, también interviene como cofactor en varias
reacciones enzimaticas importantes, incluidas las que participan en la sintesis de
catecolaminas, carnitina, colesterol, aminoacidos y ciertas hormonas peptidicas
(Chatterjee et al., 1975). También se conoce por facilitar la hidroxilacion de residuos
de prolina y lisina durante la sintesis de colageno (Chatterjee, 1978).

En humanos, la deficiencia aguda por vitamina C conduce principalmente al

escorbuto (Francescone y Levitt, 2005; Wang y Still, 2007). El desarrollo del
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escorbuto varia con el tiempo, ya que dependera de las reservas de vitamina C en

el cuerpo, pero los signos se pueden presentar después de un mes de poca 0

ninguna ingesta de vitamina (menos de 10 mg/dia). Los sintomas iniciales incluyen

fatiga, junto con manifestaciones cutaneas en forma de petequias, equimosis,

hematomas y hemorragias e inflamacion de encias (Naidu, 2003) También se

producen alteraciones en los procesos de cicatrizacion de heridas, a consecuencia

de la dificultad para la sintesis de colageno. La anemia esta presente en el 80 % de

los casos, por las hemorragias y la baja absorcion de hierro, reaccion secundaria a

la deficiencia (Cohen y Paeglow, 2001). La deficiencia de vitamina C es rara en

paises desarrollados, pero todavia puede ocurrir en personas o animales en donde

la variedad de alimentos es limitada.

Cuadro 2. Concentraciones de vitamina C en algunos alimentos crudos

ALIMENTO VITAMINA C ALIMENTO VITAMINA C
(MG/100 G) (MG/100 G)
Frutas Vegetales
Manzana 10-30 Esparrago 15-30
Platano 10 Frijol 10-30
Cereza 10 Brocoli 90-150
Uva 40 Col 30-60
Guayaba 300 Zanahoria 5-10
Bayas De Espino 160-800 Coliflor 60-80
Meloén 13-33 Apio 10
Naranjas, Limén 50 Acelgas 100-150
Durazno 7-14 Elote 12
Frambuesa 18-25 Col rizada 12
Escaramujo 1000 Poro 15-30
Fresa 40-90 Avena, trigo 0
Tangerina 30 Cebolla 10-30
Productos Chicharo 10-30
Animales
Carnes 0-2 Perejil 170
Higado 10-40 Chile 125-200
Rifién 10-40 Papa 10-30
Leche Ruibarbo 10
Vaca 1-2 Arroz 0
Humano 3-6 Espinaca 50-90

(Combs, 2008)
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2.7 Vitamina C en rumiantes

Los animales domésticos, incluidos los rumiantes, pueden sintetizar la vitamina C a
partir de la glucosa en el higado (Combs, 2008); por ello, como tal, no se ha
establecido ningun requerimiento dietético en estos animales. Se han evaluado los
niveles de vitamina C en plasma para determinar la cantidad adecuada, pero los
valores reportados en plasma de bovinos has sido muy variables. Las
concentraciones se suelen disminuir por diferentes factores tales como el estrés
térmico, lesiones hepaticas, engorda y enfermedades infecciosas (mastitis). Por lo
tanto, la suplementacion de vitamina C es potencialmente beneficiosa para animales
con concentraciones plasméticas bajas (Matsui, 2012).

La biodisponibilidad de vitamina C en los alimentos es limitada, pero aparentemente
del 80 al 90 % es absorbida por el organismo (Kallner et al., 1979). La mayoria de
las formas de vitamina C se degradan rapidamente en el rumen, por lo tanto, el
animal debe depender de la sintesis enddégena de vitamina C (Hidiroglou, 1999).
La absorcién se da mediante difusién pasiva y dependeré fuertemente de la dosis
suministrada (Spencer et al., 1963). Para su metabolismo, el acido ascorbico
primero es convertido a acido deshidroascérbico siendo la forma oxidada de la
vitamina (Englard y Seifter, 1986; Heikkila y Manzino, 1987) para asi facilitar la
absorcién a través de la membrana, proceso realizado sin ningun gasto de energia;
la mayor parte del proceso de absorcién de los nutrientes en el aparato digestivo de
rumiantes tiene lugar en duodeno seguido por el yeyuno e ileon (Yokoyama y
Johnson, 1993). La vitamina C se transporta en plasma junto a la proteina albumina,
distribuyéndose de esta forma a través de los tejidos. En animales experimentales
(ratas) se han observado concentraciones mayores de vitamina en glandula adrenal
y pituitaria, seguidos por el higado, bazo, cerebro y pancreas (Das et al., 1993).
Aunque los rumiantes son capaces de sintetizar la vitamina, en animales muy
jévenes como terneros y corderos se ha observado que son incapaces de sintetizar
la vitamina hasta aproximadamente tres semanas de edad, siendo dependientes de
una fuente exdgena de vitamina C durante este periodo (Palludan y Wegger, 1984),
también se han visto casos de escorbuto en vacas y terneros. Esta enfermedad se

caracteriza por ocasionar cambios en la mucosa y cavidad oral, engrosamiento de
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piel, acompafada de una pérdida de peso y pelo (Palludan y Wegger, 1984). Los
rumiantes se consideran propensos a la deficiencia de vitamina C, siendo
dependientes solamente de la sintesis enddégena, ya que el suministro exdégeno de

la vitamina es destruido rapidamente por la microflora ruminal (Itze, 1983).

En consecuencia, la suplementacion en rumiantes se realiza de forma protegida.
Hidiroglou et al. (1997) compararon la eficacia de varias preparaciones de vitamina
C, tales como el acido ascorbico en polvo de forma natural, el acido ascorbico
recubierto con silicio o etilcelulosa, y por ultimo como ascorbil-2-polifosfato en
ovejas, lo que demostro la eficiencia del &cido ascorbico recubierto con silicio para
incrementar las concentraciones de &cido ascérbico en plasma. Por otro lado,
Padilla et al. (2007) investigaron los efectos de &cido ascorbico recubierto con aceite
de soya hidrogenado a 0, 10, 20, 40 y 60 mg de acido ascérbico/ kg de peso vivo/
nueve dias en vacas, y los resultados indican que las concentraciones aumentaron
conforme se incrementé la vitamina C en la dieta. Por lo tanto, estos resultados
sugieren gue la disponibilidad de vitamina C es muy diferente dependiendo del tipo
de sustancia utilizada para recubrir la vitamina.

El &cido ascérbico se excreta por medio de la orina, sudor y heces. La excrecion por
medio de heces y sudor es minima. La mayor excrecién se da por orina y dependera
de la cantidad almacenada en el cuerpo, consumo Yy funcién renal (Padilla et al.,
2007).

2.8 Vitamina C y reproduccion

La vitamina C se ha asociado con la fertilidad, pero no se han realizado estudios
que demuestren el mecanismo de accion en la reproduccion (Wagner et al., 1970).
Las tres principales funciones del acido ascoérbico que se le atribuyen siendo
relevantes para la reproduccion, son como cofactor en la sintesis de colageno,
produccion de hormonas (progesterona, catecolaminas) y su capacidad
antioxidante (Luck et al., 1995).

En tejido endocrino como glandula adrenal y pituitaria, de igual forma se ha

encontrado que en lateca interna, granulosa, fluido folicular y en los compartimentos
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luteales del ovario, se acumulan grandes concentraciones de acido ascérbico
(Paszkowski y Clarke, 1999). La vitamina C en el ovario es un cofactor esencial para
la biosintesis de coldgeno, que es requerido en altas concentraciones para la
remodelacion del tejido que sirvié para el crecimiento folicular, ovulacion y desarrollo
del cuerpo luteo (Luck y Zhao, 1993). También varias hidroxilaciones implicadas en
el metabolismo de hormonas esteroideas, catecolaminas y péptidos
neuroendocrinos (oxitocina y vasopresina) dependen de ascorbato (Levine y Morita
,1985; Eipper y Mains, 1991; Goralczyk et al., 1992).

En mujeres, la concentracidon de acido ascérbico aumenta al final de la fase folicular,
y disminuye en la ovulacién, cambios relacionados debido al consumo de acido
ascorbico por el ovario periovulatorio. Se ha sugerido que los incrementos de acido
ascorbico antes de la ovulacién facilitan la esteroidogénesis en cuerpo luteo (Hemni
et al., 2003) y su relacion explica sus efectos favorables durante el ciclo estral (Deb
y Chatterjee, 1963). Otros estudios con células de la granulosa luteinizantes
muestran que el ascorbato estimula la secrecion de progesterona y oxitocina,
consistente con su desempefio en la biosintesis de estas hormonas (Luck et al.,
1995). No obstante, las concentraciones de acido ascérbico en el cuerpo lateo
parecen ser mayores a las requeridas, para facilitar la produccion de la progesterona
(Sheldrick y Flint, 1989).

La biosintesis de acido ascoérbico se puede ver afectada durante los primeros dias
del desarrollo fetal, pudiendo ser inhibida por las deficiencias de vitamina A, E y
biotina (Combs, 2008). Se ha sefialado que en mujeres embarazadas con
concentraciones bajas de &cido ascorbico corren mayor riesgo de presentar
diabetes gestacional y parto prematuro debido a la ruptura prematura de
membranas corioamniéticas. Por consiguiente, se han sugerido mayores
cantidades de acido ascorbico para mantener la integridad de las membranas
fetales en humanos (Aplin et al., 1986).

Las propiedades antioxidantes del acido ascérbico se centran en proteger a los
tejidos de las especies reactivas a oxigeno (ROS). Estos ROS pueden dafiar al
ADN, proteinas, carbohidratos, lipidos y membranas biologicas (Luck et al., 1995).

Tilly y Tilly (1995) demostraron que el acido ascoérbico en foliculos cultivados de
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ratas inhibe la apoptosis folicular y protege a las células de dafio oxidativo
(Kololdecik et al., 1998). La suplementacién de la vitamina C durante la gestacion
también se ha observado que reduce la frecuencia de defectos al nacimiento, por
tanto, se ha sugerido una suplementacion de 500 mg de vitamina C tan pronto se

detecte la gestacion (Nelson y Forfar, 1971; Luck et al., 1995).

2.8.1 Sintesis de coladgeno

El colageno se encuentra en el tejido conjuntivo especialmente en tendones,
cartilagos, matriz organica de los huesos, y cornea del ojo (Nelson y Cox, 2009). El
acido ascérbico es esencial para la formacion de colageno (Gould, 1968; Wallerstein
y Wallerstein, 1976; Chatterjee, 1978) por el hecho de que es necesario en la
sintesis de hidroxiprolina e hidroxilisina en el colageno (Cardinale y Udenfriend,
1974). La hidroxiprolina sirve para estabilizar la triple hélice del colageno
(Ramachandran y Ramakrishnan, 1976); su ausencia resulta en la inestabilidad
estructural del colageno (Berg y Prockop, 1973; Jiménez et al., 1973) lo cual causa
que las células no lo sinteticen una velocidad normal (Prockop et al., 1976). La
hidroxilisina es necesaria para la formacion de enlaces intermoleculares (Eyre,
1980), los residuos de hidratos de carbono estan ligados glicosidicamente al
colageno a través de hidroxilisina formando reticulaciones (Elsas et al., 1978). El
acido ascorbico también modula la produccién de colageno a través de su efecto
sobre la hidroxilacién de la prolina, la ausencia de la vitamina provoca inestabilidad
del colageno y problemas del tejido conjuntivo observados en el escorbuto (Nelson
y Cox, 2009). Se han realizado estudios (Jeffrey y Martin, 1966), en los que
observaron un aumento sustancial en el tamafio de los huesos largos de pollo
cultivados en la presencia de ascorbato, relacionado con un aumento en la
incorporacion de prolina en hidroxiprolina peptidil. Los datos indican que el
ascorbato aumenta la sintesis de colageno actuando como cofactor un nivel de
hidroxilacion.

En un estudio que se realizé en yeguas se observo que el tejido conectivo que cubre
al ovario esta formado principalmente por diferentes tipos de colageno y elastinas

junto con glicoproteinas, glicosaminas y proteoglicanos (Labat-Robert et al., 1990).
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Entre las formas en las que se encuentra al colageno, el tipo | es el mas abundante
y se encuentra practicamente en todos los tejidos conectivos. El tipo Il esta
presente en las primeras etapas de desarrollo de diferentes tejidos conectivos y
persiste en adultos en las redes reticulares en el Utero, los vasos sanguineos y la
piel (Colognato y Yurchenco, 2000). Luck y Zhao (1993), encontraron una relacion
positiva entre el &cido ascorbico y la concentracion de hidroxiprolina en el cuerpo
liteo de vacas.

Algunos defectos genéticos conocidos en humanos debido a la estructura del
colageno, son la osteogénesis imperfecta que da como resultado de la formacién
anormal de los huesos en bebes y el sindrome de Ehlers-Danlos que produce
debilidad en las articulaciones. Ambas enfermedades pueden ser letales y son
resultado de la sustitucion de un aminoacido en su estructura, por ello, la

importancia de esta proteina en el organismo (Nelson y Cox, 2009).

2.9 Antioxidantes

El término antioxidante se ha referido como todo aquel compuesto quimico que
utiliza el organismo para eliminar radiales libres, previniendo o inhibiendo la
oxidacion de sustratos (Uttara et al., 2009). Los antioxidantes se clasifican en dos
grupos: los no enzimaticos que son adquiridos a través de alimentos naturales,
incluyen principalmente a las vitaminas C y E, y otras moléculas como los
flavonoides y B-carotenos (Halliwell, 1996). Estos actian de dos formas, ya sea
previniendo la generacion excesiva de radicales libres evitando dafio celular o si el
dafio ya existe, estos antioxidantes controlan los niveles de radicales y asi evitan
que el dafio continte (Nuttall et al., 1999; Uttara et al., 2009). En el segundo grupo
estan los enzimaticos, los cuales son producidos de manera enddgena por el
animal, algunos ejemplos de estos son la superéxido dismutasa (SOD), catalasa y
glutation peroxidasa (Halliwell y Gutteridge, 1999). Estas enzimas trabajan en
conjunto reduciendo a los oxidantes a elementos inofensivos o neutralizandolos
(Perl-Treves y Perl, 2002; Agudo et al., 2007). La glutation peroxidasa (GHX),
ademas ayuda a restituir a la vitamina C para que pueda continuar neutralizando a

los radicales libres (Guido y Aalt, 1983). Los antioxidantes son una alternativa para
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prevenir y contrarrestar diversas enfermedades que se ocasionan con el estrés
oxidativo, manteniendo el equilibrio de radicales libres y un buen estado antioxidante
en el organismo (Nuttall et al., 1999; Monfared et al., 2009).

2.9.1 Radicales libres

Un radical libre es cualquier especie capaz de existir de forma independiente, que
contiene uno o mas electrones desapareados. Los radicales se pueden formar por
la pérdida o ganancia de un electron por un no radical, dejando asi un electrén
desapareado con carga positiva o negativa (Halliwell y Gutteridge, 2015). Estos son
altamente tdxicos y son capaces de reaccionar con diversas biomoléculas que se
encuentran en nuestras células (Scandalios, 2005), provocando dafios a nivel
celular y tisular. Las especies reactivas del oxigeno (ERO) son un grupo en donde
se incluyen a los radicales libres derivados oxigeno y a otros derivados no radicales.
Principalmente se forman por la reduccion incompleta del oxigeno durante la
transferencia de electrones en la mitocondria, aproximadamente el 5 % del oxigeno
termina convirtiendose en ERO. Las principales ERO son el radical anion
superdxido (Oz¢ ), radical hidroxilo (HO«) y peroxido de hidrégeno (H202) (Lledias y
Hansberg, 1999; Avello y Suwalsky, 2006). Ademas, las ERO regulan procesos
celulares, en los mamiferos ayudan a la secrecion y accion de la insulina, la
produccion de hormonas de crecimiento, citocinas, la unién de proteinas G a sus
receptores y regulacion de transportadores y canales i6nicos, por mencionar
algunos (Bartozs, 2009). Sin embargo, en grandes cantidades resultan nocivas para
los organismos ya sea dafiando constituyentes celulares o induciendo muerte
celular (Gutteridge y Halliwell, 2000).

2.9.2 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se produce cuando las sustancias oxidantes y en particular las
ERO sobrepasan las defensas antioxidantes en el organismo (Sompol et al., 2008;
Pourova et al., 2010), afectando principalmente a moléculas como proteinas, lipidos

y acidos nucleicos, entre otras, causando alteraciones metabdlicas en la célula. El
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estrés oxidativo se presenta debido a varios factores, por ejemplo, infecciones,
estrés caldrico, ejercicio excesivo etc. (Pourova et al., 2010).

Cuando existe dafio oxidativo en los &cidos grasos insaturados se conoce como
lipoperoxidacién. Las membranas celulares estan constituidas por fosfolipidos, y
contienen principalmente acidos grasos poliinsaturados los cuales son
especialmente susceptibles a un deterioro oxidativo, ocasionando alteraciones
funcionales en la membrana. Estos lipidos peroxidados son altamente toxicos y
causan dafio a la célula (Frankel, 1991; Gutteridge y Halliwell, 2000; Castillo et al.,
2006).

En el caso de las proteinas, el dafio oxidativo conlleva a una alteracion metabdlica
que conduce a un estado apoptético celular, afectando la funcion de enzimas,
transportadores, receptores etc. También modifica a los grupos radicales de los
residuos de aminoacidos de las proteinas alterando su vida media y funcién
(Halliwell et al., 1989).

Las especies reactivas a oxigeno también atacan al ADN, ya sea al esqueleto de la
desoxirribosa o0 a cualquiera de sus bases nitrogenadas provocando mutaciones de

la informacién genética (Halliwell et al., 1989).

2.9.3 Estrés oxidativo en gestacion

La gestacion es un acontecimiento fisiol6gico caracterizado por un aumento drastico
en demandas energéticas, para asegurar un adecuado desarrollo y crecimiento
fetal. Tanto la madre como el feto son susceptibles a experimentar estrés oxidativo,
durante esta etapa (Myatt y Cui, 2004; Garrel et al., 2010). Todos los tejidos y sobre
todo la placenta y el feto requieren altas cantidades de oxigeno, por lo que las ERO,
son generadas por la madre y el feto. Las ERO ejercen dos efectos contrarios, ya
gue en concentraciones adecuadas son esenciales para el desarrollo del embrion,
implantacion, defensa del feto contra las infecciones uterinas, esteroidogénesis,
mantenimiento de gestacion y parto. Por otro lado, una incontrolada generacion de
ERO, mas alld de los antioxidantes fisiolégicos de defensa, puede conducir a la
reabsorcion del embrion, la degeneracion placentaria con la posterior alteracion en
el intercambio materno-fetal, retraso en crecimiento fetal, la interrupcion de la

gestacion y corderos nacidos muertos (Mutinati et al., 2013).
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Il HIPOTESIS

La suplementacion de vitamina C protegida durante la sincronizacion de estro hasta

el diagnostico de gestacion mejora la eficiencia reproductiva y reducira el estrés

oxidativo en ovejas.

IV.  OBJETIVOS
Evaluar los efectos de la suplementacion de vitamina C protegida en la
eficiencia reproductiva en ovejas.
Evaluar lipoperoxidacién y capacidad antioxidante de ovejas suplementadas
con vitamina C protegida durante la sincronizacion de estro hasta el
diagnéstico de gestacion.
Determinar el peso de las crias al nacimiento al suplementar vitamina C

protegida a las ovejas.

23



V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Localizacion

La presente investigacion se llevd a cabo en las instalaciones de la granja
experimental ovina que se encuentra en las instalaciones del Colegio de
Postgraduados, ubicado en el Km 36.5 de la carretera federal México-Texcoco en
Montecillo, estado de México; la cual se localiza geograficamente a 19°29°N y 98°
53°0, a una altitud de 2250 msnm con una temperatura media anual de 15.2 °C y
una precipitacion anual de 636.5 mm, con vientos dominantes del sur. El clima es

semifrio subhimedo con lluvias en verano (Garcia, 2004).

5.2 Animales y alimentacién

Se utilizaron 63 borregas multiparas cruza Suffolk-Dorset, con un peso Vivo
promedio de 60 * 5.18 kg, las cuales fueron distribuidas en un disefio
completamente al azar en tres tratamientos. Las hembras recibieron un flushing
(Cuadro 3), del cual se les ofrecia 250 g de alimento con la finalidad de satisfacer
los requerimientos nutricionales de las hembras en etapa reproductiva (NRC, 1985)
y la cantidad correspondiente de vitamina C dependiendo del tratamiento. El
alimento y la vitamina C se proporcioné en jaulas individuales de 8:00 am a 10:00
am, posteriormente se agruparon en un solo corral con heno de avenay agua a libre

acceso.

5.3 Sincronizacion de estros

Las ovejas fueron presincronizadas (Figura 1) con dos dosis de prostaglandinas F2a
(0.3 mL de cloprostenol sédico, Celosil ®) la cual se aplicé a un intervalo de nueve
dias (dias experimentales -12 y -3), el 100 % de las ovejas mostraron estro en la
segunda dosis de prostaglandinas. Al sexto dia después de la segunda dosis de
prostaglandinas se les insertd un dispositivo intra-vaginal de progesterona (CIDR,
impregnado con 0.3 g de progesterona) el cual permanecio intravaginalmente por
11 dias (dias experimentales 3 al 14); dos dias antes del retiro del CIDR (dia 12) se
les aplico una dosis de prostaglandinas (PGF2a), con la finalidad de lisar cualquier

cuerpo luteo presente y asi asegurar la homogenizacion del ciclo estral. Durante
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ese periodo se realizé una revision diaria a cada oveja, para verificar la presencia

del dispositivo. Después de 12 horas de haber retirado el CIDR se inici6 la deteccion

de estro con ayuda de machos equipados con mandiles protectores. Las montas de

las hembras detectadas en estro, se realizaron con 10 sementales de la misma raza

a las 8 y 16 horas después de detectado el celo, los retornos a estro se detectaron

a los 17 dias posteriores a las montas.

Cuadro 3. Composicion del flushing proporcionado a las ovejas durante la

suplementacion de vitamina C protegida

Ingredientes

%

Sorgo

Pasta de soya
Rastrojo de avena
Melaza
Minerales*

Total
Composicién gquimica estimada
MS

PC

EM (Mcal/kg)
FDN

FDA

CENIZAS

75.82
6.94
9.91
5.35
1.98

100.00

88.69
11.1
2.77
26.45
14.61
4.29

* Fosforo 17.5 %, Sodio 12.9 %, Calcio 5.6 %, Magnesio 3.4 %

MS: materia seca, PC: proteina cruda, EM: energia metabolizable, FDN: fibra detergente neutra,

FDA: fibra detergente acida
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|
' " B, Retorno
PGFyy  PGFy, Estro CIDR PGFyg CIDR| 34 estro DX
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SUPLEMENTACION DE VITAMINA C ‘

#¢ Muestreos ¥ Deteccion de estros
Capacidad antioxidante (FRAP) = Montas
Estado oxidativo (TBARS) Y Aplicacion de prostaglandinas (PGF,,)
Progesterona Il Inserciény retirode CIDR
Glucosae insulina DX Diagnostico de gestacion

Figura 1. Protocolo de sincronizacion y muestreos realizados durante la
suplementacion de vitamina C protegida a ovejas.

*CIDR: Dispositivo intravaginal liberador de progesterona.

5.4 Tratamientos
En el trabajo experimental se evaluaron tres tratamientos, los cuales se describiran

a continuacion:

Tratamiento O 0 g de vitamina C protegida con

(n=21) etilcelulosa

Tratamiento 1 3 g de vitamina C protegida con

(n=21) etilcelulosa (Rovimix C ®)

Tratamiento 2 6 g de vitamina C protegida con

(n=21) etilcelulosa (Rovimix C ®)

Debido a que el NRC no define ninguna dosis especifica de vitamina C en rumiantes,
las dosis se basaron de acuerdo a estudios reportados en la literatura (Christian et
al., 1951; Jaber et al., 2011; Hashen et al., 2016).
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5.5 Muestreos

Las muestras de sangre fueron colectadas mediante puncién de la vena yugular a
las 8:00 am, para la determinacién de concentracién de progesterona (P4). Dos
horas después de la alimentacion (adicionada la vitamina C) se volvia a muestrear
con tubos con EDTA para la posterior determinacion de capacidad antioxidante,
estado oxidativo y vitamina C (Figura 1), esto debido a que Macleod et al. (1999)
mencionan que la vida media de la vitamina es de 3.5 horas ya que es
extremadamente inestable en el ambiente del rumen y su degradacion es rapida.
Todas las muestras se centrifugaron a 1,500 g durante 15 minutos en una centrifuga
marca Sigma 2-16 PK® refrigerada a 4 °C, el plasma sanguineo fue separado y
depositado en tubos eppendorf de 1.5 mL, los cuales se almacenaron a -40 °C hasta

su analisis.

5.6 VARIABLES EVALUADAS

5.6.1 Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante total se midi6 usando la técnica de FRAP (poder
antioxidante por reduccion férrica) de acuerdo al método descrito por Benzie y Strain
(1999). Se prepar6 una mezcla formada por una solucion buffer de acetato 300 mM
con pH de 3.6, una solucion acuosa de cloruro férrico hexahidratado (Fe I1l) 20 mM
y 2, 4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) 10 mM (disuelto en HCI 40 mM), en una relacion
10:1:1 respectivamente. Se tomé 1.5 mL de mezcla y se agregaron 100 uL de
plasma sanguineo. Las muestras se incubaron a 37 °C por 10 minutos y se
obtuvieron las absorbancias por espectrofotometria (LBK Biochrom 4050
Ultrospec® Il UV/Vis) a 593 mn. Se utilizd 6-hidroxi-2-5-7-8-tetrametil-croman-2-
acido-carboxilico (trolox; nimero de catdlogo: 53188-07-1, Sigma-Aldrich®) a
diferentes concentraciones (0.2, 0.4, 0.8, 1.6 mM) como estandar para calcular los

resultados.
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5.6.2 Lipoperoxidacion

La lipoperoxidacion se midi6 mediante la prueba de sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico (TBARS) de acuerdo al procedimiento descrito por Ohkawa et al.
(1979) con algunas modificaciones. Se tomo una alicuota de 250 pL de la muestra
de plasma sanguineo y se agregd 1 mL de una solucion acuosa de &acido
tiobarbiturico al 0.8 % y 2 mL de acido acético al 20 %, solucidén acuosa, ajustado a
un pH de 2.5. Las muestras se mantuvieron en ebullicién por 60 minutos y después
se enfriaron con agua-hielo, posteriormente se les agregaron 5 mL de n-butanol (n-
butyl alcohol; nimero de catdlogo: 71-36-3, Sigma-Aldrich®) y se agitaron
vigorosamente con ayuda de un vértex-Genie 2® para luego centrifugarse (Thermo
Scientific™ Sorvall™ Primo™ R) durante 10 minutos a 4,000 g. Las absorbancias
de los sobrenadantes se midieron por espectrofotometria (LBK Biochrom 4050
Ultrospec® Il UV/Vis) a 532 nm. Los resultados se calcularon utilizando diferentes
concentraciones (1, 2, 4, 8 mM) de malondialdehido (MDA), obtenido por hidrolisis
acida partir de 1, 1, 3,3-tetraetoxipropano (niumero de catalogo: 102-52-3, Sigma-
Aldrich®).

5.6.3 Acido ascorbico

El andlisis de acido ascorbico se realizd de acuerdo a la técnica descrita por Jacota
y Dani (1982) con algunas modificaciones, las cuales consistieron en colocar 3.2 mL
de acido tricloroacético al 10 % y se agregaron 800 pL de plasma sanguineo, se
agité vigorosamente por 5 segundos con ayuda de un vortex-Genie 2® y se dejé
incubar por 5 minutos en agua-hielo. Posteriormente, se centrifug6é a 3,000 g por
cinco minutos. Se tomaron 2 mL del sobrenadante y se agregaron 200 uL de
reactivo de Folin-Ciocalteu al 10 % (nUmero de catalogo: 47641, Sigma-Aldrich®).
Se agitd la muestra vigorosamente durante 3 segundos nuevamente con ayuda de
un vortex se incub6 a temperatura ambiente por 10 minutos. La lectura se realizo
por espectrofotometria a 760 nm. Las curvas se realizaron con acido ascorbico
(numero de catalogo: A0278, Sigma-Aldrich®) a concentraciones de 100, 200, 400
y 800 mM. Para el andlisis se utiliz6 un espectrofotémetro Cary 1-E, UV-visible,

marca Varian.
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5.6.4 Progesterona

Para determinar las concentraciones de progesterona se colectaron muestras de
sangre de la vena yugular con tubos vacutainer (5 mL) en los dias experimentales
3, 6,9, 12, 15, 18, 22, 26, 30, 34, 38 y 42 (Figura 1). Se utiliz6 un 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.

5.6.5 Insulina
Las concentraciones de insulina se midieron por radioinmunoanalisis (RIA) con una
sensibilidad de 4.09 ng mL! y coeficientes de variacién intra e inter ensayo de 1.44

y 0.25 %, respectivamente.

5.6.6 Glucosa

Para determinar las concentraciones de glucosa en plasma se utilizé un método
enzimatico colorimétrico con reactivos de la marca Pointe Scientific (Pointe Scientific
Inc. Canton Mi. USA) y un analizador de Bioquimica Clinica Automatizado Mindray
BS-200 (Shenzhen Mindray Bio-Medical Electronics Co. Ltd. Shenzhen, China). Los
analisis para progesterona, insulina y glucosa se realizaron en el laboratorio de
Biologia de la Reproduccion en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion

“Salvador Zubiran”.

5.7 Variables reproductivas

5.7.1 Presentacion de estro
Se determind que una oveja estaba en estro si ésta permitia la monta del macho
guedandose totalmente inmovil. Las ovejas detectadas en estro se separaron e

identificaron para darles monta.
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5.7.2 Retorno a estro

Diecisiete dias después de haberse realizado las montas se realizé nuevamente la
deteccion de estros de igual forma con ayuda de machos con mandil, para registrar
a las hembras que no quedaron gestantes.

5.7.3 Diagnéstico de gestacion

El diagndstico de gestacion se realizd6 30 y 60 dias posteriores a las montas,
utilizando un ultrasonido de tiempo real Sonovet 600 con un transductor lineal
transrectal de 7.5 Mhz (Medison, Cypress, California, USA) para determinar el
porcentaje de gestacion se dividid el nimero de ovejas diagnosticadas gestantes

entre el nimero de ovejas que recibieron monta.

5.7.4 Fecundidad
Para esta variable, se considera el nimero de corderos nacidos entre el nimero

total de ovejas por tratamiento.

5.7.5 Prolificidad
La prolificidad se midié dividiendo el nUmero de borregos nacidos entre el nimero

de ovejas paridas.

5.7.6 Peso de cordero al nacimiento
Los pesos de los corderos se registraron dentro de las primeras 12 horas de paridas

las ovejas.

5.8 Andlisis estadistico

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar, las variables presentacion
de estro, retorno a estro y porcentaje de gestacion se analizaron con una prueba de
X? bajo en procedimiento PROC FREQ de SAS; para el caso de prolificidad y
fecundidad se utiliz6 un modelo estadistico de regresion de Poisson usando el
procedimiento GENMOD. Para la variable peso al nacimiento, se aplicé la prueba

de comparacion de medias de Tukey mediante el procedimiento PROC GLM.
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Para las mediciones de progesterona, insulina, glucosa, capacidad antioxidante,
lipoperoxidacion y acido ascorbico se realizé un analisis de mediciones repetidas a
través del tiempo por medio del procedimiento PROC MIXED vy la prueba de
comparacion de medias de Tukey. Todos los procedimientos se analizaron con el
paquete de sistema de analisis estadisticos (SAS, 2002 version 9.4). EI modelo

estadistico utilizando fue:

Yik= p+ Ti +M;j + TiM; + A+ Eijk
Donde:
Yik= respuesta del i-ésimo tratamiento en el j-ésimo muestreo de la k-ésima
repeticion
pu= Media general
Ti= Efecto de i-ésimo parto
Mj= Efecto del j-ésimo muestreo
TiMj= Efecto del i-ésimo tratamiento en el j-ésimo muestreo
Axi)= Efecto del i-ésimo tratamiento anidado al k-ésimo animal

Eik= Error experimental.
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VI. RESULTADOS

6.1 Variables reproductivas

6.1.1 Presentacion de estro

Después del retiro del CIDR el estro se presenté en el 100% de las ovejas. La
suplementacién de vitamina C no modificé la presentacion de estro (p>0.05)
(Cuadro 4).

6.1.2 Retorno a estro

El porcentaje de ovejas que retornaron al estro a los 17 dias posteriores a primera
monta fue de 9.5 (2/21) parael TOy T1 (0 y 3 g de vitamina C, respectivamente) y
en el T2 (6 g de vitamina C) ninguna oveja retorn6 a estro; sin encontrarse

diferencias significativas entre los tratamientos (p>0.05) (Cuadro 4).

6.1.3 Porcentaje de gestacion

El porcentaje de gestacion no se modifico por la suplementacion de vitamina C en
las ovejas (p>0.05). En los tratamientos TO (testigo) y T1 (3 g de vitamina C), se
obtuvo el 90.5 % de gestacién y en el T2 (6 g de vitamina C) el porcentaje de
gestacion fue del 100% (Cuadro 4).

El porcentaje de gestacion a los 30 dias se mantuvo (p>0.05), no se observaron
absorciones embrionarias, ya que el mismo nimero de ovejas diagnosticadas

gestantes a los 30 dias fueron las que se diagnosticaron gestantes a los 60 dias.

6.1.4 Fecundidad y prolificidad
En el caso de fecundidad y prolificidad no se encontraron diferencias significativas
entre los tratamientos (p>0.05), indicando que la suplementacién de vitamina C no

afecta la fecundidad ni la prolificidad en ovejas (Cuadro 4).

6.1.5 Peso de codero al nacimiento

El peso de las crias al nacimiento no fue afectado por la suplementacién de vitamina
C entre tratamientos (p>0.05). Los pesos promedio de las crias de los tratamientos
fueron: 4.20 (TO), 4.87 (T1) y 4.68 kg (T2).
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Cuadro 4. Variables reproductivas en ovejas sincronizadas y suplementadas con

diferentes dosis de vitamina C protegida

TO T1 T2 Valor de P
Estro (%) 100 100 100
Retorno a estro (%) 9.5 9.5 0 0.6333
(2/121) (2/121) (0/22)
Gestacion a los 30 dias 90.5 90.5 100 0.9986
(%) (19/21) (19/21) (21/21)
Gestacion a los 60 dias 90.5 90.5 100 0.9986
(%) (19/21) (19/21) (21/21)
Prolificidad (%) 1.47 1.37 1.38 0.956
(28/19) (26/19) (29/21)
Fecundidad 1.33 1.24 1.38 0.919
(28/21) (26/21) (29/21)
Peso de la cordero al 4402 4872 4.682 0.3268

nacimiento (kQg)

a: Letras diferentes en fila indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Tukey (p<0.05);

TO: 0 g de vitamina C; T1: 3 g de vitamina C; T2: 6 g de vitamina C.

6.2 Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante en plasma sanguineo utilizando la técnica de FRAP

(poder antioxidante de reduccion férrica) se afectd por la suplementacion de acido

ascorbico a las ovejas por tratamiento, siendo el T1 significativamente mas alto que

el TOy T2 (p<0.05) (Cuadro 5).

En la Figura 3, se observa que durante los muestreos realizados, la capacidad

antioxidante disminuyo en los dias de comienzo del empadre (dia 15) y en los dias

experimentales 26 al 30.
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Cuadro 5. Concentracion de capacidad antioxidante y lipoperoxidacion en plasma
sanguineo de ovejas suplementadas con vitamina C protegida

Tratamientos Trolox MDA
(nmol mL1) (nmol mL™1)
0 244.39+6.73P 7.32+0.492
1 284.73+6.822 7.82+0.512
2 261.68+6.39° 8.77x0.472
a.b| etras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05) TO:

0 g de vitamina C; T1: 3 g de vitamina C; T2: 6 g de vitamina C; FRAP: Poder antioxidante de
reduccion férrica; MDA: Malondialdehido.
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Figura 2. Capacidad antioxidante en plasma sanguineo de ovejas suplementadas
con diferentes dosis de vitamina C protegida.

TO: 0 g de vitamina C; T1: 3 g de vitamina C; T2: 6 g de vitamina C; PGFza: prostaglandinas; CIDR:
dispositivo intravaginal de progesterona.

6.3 Lipoperoxidacion

En el Cuadro 4, se muestran los resultados de la prueba de oxidacion lipidica
(TBARS) donde se muestra que la suplementacién de vitamina C no modificé la
lipoperoxidacion en ninguno de los tres tratamientos, ni entre los muestreos (p>0.05)
(Figura 3).
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Figura 3. Concentraciones de lipoperoxidaciéon en plasma sanguineo de ovejas
suplementadas con diferentes dosis de vitamina C protegida.

TO: 0 g de vitamina C; T1: 3 g de vitamina C; T2:6 g de vitamina C; PGFza: prostaglandinas; CIDR:
dispositivo intravaginal de progesterona.

6.4 Acido ascérbico

En el Cuadro 6, se presentan las concentraciones de vitamina C en plasma
sanguineo de las ovejas de los diferentes tratamientos, en donde se observa que
los T1 y T2 son significativamente diferentes al tratamiento testigo (p<0.05), sin

embargo, entre muestreos no se observaron diferencias significativas (Figura 4).

Cuadro 6. Concentraciéon de acido ascorbico en plasma sanguineo de ovejas
suplementadas con diferentes dosis de vitamina C protegida

Tratamientos Acido ascorbico
(g/mL™)
0 10.77+0.52P
1 13.02+0.492
2 12.85+0.502

a b: | etras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba
de Tukey (p<0.05); TO: 0 g de vitamina C; T1: 3 g de vitamina C; T2: 6 g de vitamina C.
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Figura 4. Concentracién de &acido ascorbico en plasma sanguineo de ovejas
suplementadas con diferentes dosis de vitamina C protegida.

TO: 0 g de vitamina C; T1: 3 g de vitamina C; T2: 6 g de vitamina C; PGFza: prostaglandinas; CIDR:
dispositivo vaginal liberador de progesterona.

6.5 Progesterona

La suplementacion de vitamina C no modificé la concentracion de progesterona en
ninguno de los muestreos realizados (Figura 5), en los muestreos se observé que
después de la insercion del CIDR en los tres tratamientos la concentracion de
progesterona se incrementd (p<0.05), disminuyéndose posterior a su retiro
(muestreos de los dias 15 y 18) donde se llevo a cabo el empadre, seguido por un
incremento gradual conforme al avance de la gestacion, que es el perfil de secrecién

normal para esa etapa fisioldgica.
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Figura 5. Concentracibn de progesterona en plasma sanguineo de ovejas
suplementadas con diferentes dosis de vitamina C protegida.

TO: 0 g de vitamina C; T1: 3 g de vitamina C; T2: 6 g de vitamina C; PGFza: prostaglandinas; CIDR:
dispositivo vaginal liberador de progesterona.

6.6 Glucosa e insulina

En el Cuadro 7 se observa, que existen diferencias significativas entre tratamientos
(p<0.05), obteniendo resultados mas bajos de glucosa en T1 (ovejas con 6 g de
vitamina C). Sin embargo, no se encontraron diferencias entre los muestreos
(p>0.05).

En cuanto a los resultados de las concentraciones de insulina en plasma no se

encontraron diferencias significativas entre tratamiento por efecto de la adiccién de
acido ascorbico, ni entre los muestreos (p>0.05) (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Concentraciones de glucosa e insulina en plasma sanguineo de ovejas
suplementadas con diferentes dosis de vitamina C protegida

Tratamientos Glucosa Insulina
(mg/dL1) (ng/mL1)

0 67.0092 0.51582

1 60.237° 0.51592

2 67.4182 0.55612

a b Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05);
TO: 0 g de vitamina C; T1: 3 g de vitamina C; T2: 6 g de vitamina C.
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Figura 6. Concentraciones de glucosa en plasma sanguineo de ovejas
suplementadas con diferentes dosis de vitamina C protegida.

TO: 0 g de vitamina C; T1: 3 g de vitamina C; T2: 6 g de vitamina C; PGFza: prostaglandinas; CIDR:
dispositivo vaginal liberador de progesterona.
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Figura 7. Concentracion de insulina en plasma sanguineo de ovejas suplementadas
con diferentes dosis de vitamina C protegida.

TO: 0 g de vitamina C; T1: 3 g de vitamina C; T2: 6 g de vitamina C; PGF:a: prostaglandinas; CIDR:
dispositivo vaginal liberador de progesterona.
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VIl. DISCUSION

7.1 Respuesta reproductiva

El 100 % de las ovejas present6 estro, sin embargo no existieron diferencias entre
tratamientos (p<0.05), lo que significa que la administracién de vitamina C, no afecto
la presentacion del estro. El alto porcentaje de estros observados en la presente
investigacion se debe a la efectividad de la progesterona para la sincronizacién de
estros en ovejas, ya que al retirar el dispositivo intra-vaginal (CIDR) el estro y la
ovulacion se presentan en un tiempo determinado (Godfrey et al., 1999; Ungerfeld
y Rubianes, 1999), sin dejar de lado la accién de las prostaglandinas (PGF2a) para
inducir la lisis de los cuerpos luteos presentes (Rubianes et al.,, 2003). Se ha
observado el 100 % de las incidencias de la respuesta a estro en ovejas que fueron
suplementadas desde dos semanas antes del empadre hasta el término de la
gestacion con 25 0 50 mg de vitamina E / kg de alimento (EI-Shanat y Abdel-Monem,
2011). Por otro lado, Omentese et al. (2017) administraron acido ascérbico en
ovejas, al momento de insercion de los dispositivos, en un programa para
sincronizar estros con esponjas y CIDRs (75 mg, intramuscular), reportando que
hubo una respuesta a estro mayor al 78 % y que el tiempo promedio para el inicio
del estro se observd a las 39 horas, sin encontrarse diferencias significativas y
mencionaron que los resultados obtenidos estan dentro de los rangos reportados
(24-56 h) por otras razas de ovejas luego de la sincronizacién del estro (Hashemi et
al., 2006; Ungerfeld, 2011) sin verse afectado por el tratamiento de &cido ascorbico.
Omentese et al. (2017) sugieren que la buena condicion corporal y la adecuada
alimentacion pudieran interferir para destacar los resultados de la administracion de
la vitamina C, en el presente estudio pudo haber ocurrido lo mismo ya que las ovejas
se encontraban en buena condicion corporal. Existen varios factores que pueden
influir en la fertilidad tales como lo es el tipo de inseminacion, los tratamientos
hormonales, la estacion del afio, el estado nutricional y el efecto del macho
(Simonetti et al., 2000; Ungerfeld, 2011; Gatti y Ungerfeld, 2012). En la presente
investigaciéon todas las ovejas mostraron estro entre las 24 y 36 horas, rangos que

entran en los mencionados por la literatura.
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En un estudio en ovejas a las cuales se les suplementé vitamina A (50,000 Ul) o
Vitamina C (3 g, intramuscular) durante la sincronizacién de estros e inicio de
gestacion (por 50 dias) el porcentaje de fecundidad fue mayor en los animales que
recibieron vitamina A comparados con el tratamiento testigo y el tratamiento que
contenia la vitamina C (Hashem et al., 2016). Sin embargo, la suplementacion de
vitamina C se ha utilizado con fines terapéuticos en rumiantes para el tratamiento
de la infertilidad, y se observado que la administracién subcutanea de vitamina C
(2.2-4.4 mg/ kg de peso vivo) mejoré el rendimiento en toros con registros
reproductivos pobres (Daykin, 1960).

La administracion de vitamina C (500 mg, en forma de pellets de liberacién lenta)
durante el periodo de estimulacién hormonal con gonadotropinas en mujeres ha
mostrado un incremento positivo, aunque no significativo (p>0.05) en el nimero de
embarazos (Crha et al., 2003). Saikhun et al. (2008) mencionan que la adicion de
vitamina C aumenta la velocidad en el desarrollo de embriones de bufalo en medios
de cultivo in vitro. Aunque los rumiantes pueden sintetizar vitamina C a partir de
glucosa o galactosa, varias investigaciones han observado una disminucion
significativa en sus concentraciones durante diversas enfermedades o estrés y su
efecto es beneficioso en el mantenimiento de la salud y la fertilidad cuando se
suplementa. El alivio del estrés caldrico, el manejo de diarrea en terneros, la mastitis
y la infertilidad son algunas condiciones potenciales en las que la administracion de
suplementos de vitamina C pudiera ser til (Foote et al., 2002; Sahinduran y Albay,
2004; Ranjan et al., 2005; Padilla et al., 2006). Sin embargo, el desarrollar
suplementos de vitamina C que sean estables en el rumen y la estandarizacién de
la dosis son factores que se tienen que tomar en cuenta para establecer su uso a
gran escala con fines preventivos y terapéuticos (Ranjan et al., 2012).

En cuanto al peso de cordero al nacimiento no se encontraron diferencias
significativas (p>0.05), sin embargo, Halilloglu y Serpek (2000) observaron una
respuesta positiva entre los niveles de acido ascorbico (500 mg, intramuscular) y el
peso del cordero al nacimiento. De igual forma Hashem et al. (2016) observaron
gue el peso al nacer de los corderos fue mayor (p<0.05) en el tratamiento donde se

incluia la vitamina C (3. 97 kg) comparado con el tratamiento testigo (3.30 kg), a
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pesar de que la suplementacion se realizo al inicio de la gestacion. Por otro lado,
Lee et al. (2004) en humanos observaron que el incremento de vitamina C y E en
suero durante el segundo trimestre de gestacion estan relacionados con el peso y
longitud de los bebes, esto realizado sin ninguna suplementacion. En humanos altas
dosis de vitamina E oral durante el primer trimestre de la gestacion se asociaron con
una disminucion del peso al nacer (Boskovic et al., 2005). En el presente estudio,
no se encontraron diferencias en el peso al nacimiento, posiblemente debido a que
la suplementacion solamente se realizd durante el primer mes de gestacion
considerando que el mayor crecimiento fetal ocurre en el Ultimo tercio de la

gestacion.

7.2 Estado oxidativo y acido ascorbico

El estado oxidativo se ha estudiado principalmente durante el peri-parto, la cual es
la etapa mas susceptible (Bernabucci et al., 2005). Sin embargo, muy poco se sabe
sobre el estado oxidativo durante la sincronizacion de estros y gestacion temprana
(Salinas et al., 2016).

En los ultimos afos, el detectar el dafio que provocan los radicales libres y el
proteger contra dicho dafio se ha vuelto muy importante en estudios relacionados
con la produccion y reproduccién de rumiantes, ya que el nivel de peroxidaciéon
lipidica y el estado antioxidante brindan informacion sobre el estado metabdlico del
animal (Castillo et al., 2003). En ausencia de valores reportados en la literatura
sobre la capacidad antioxidante en rumiantes durante la sincronizacién de estros e
inicio de gestacion, los resultados observados sobre el poder antioxidante (FRAP)
podrian ser referencia para evaluar el estado antioxidante del animal en esta etapa.
En el presente trabajo se observa en los muestreos que la capacidad antioxidante
se disminuye en eventos tales como empadre y reconocimiento materno (12-13 dias
de gestacidn) aunque sin mostrar diferencias (p<0.05). Algunos autores mencionan
gue el estrés oxidativo altera el estado endocrino, la duracion del estro, crecimiento
y desarrollo folicular, y el desarrollo inicial del embrién, los cuales son efectos
perjudiciales para la fertilidad (Dobson et al., 2012). Estos efectos son causados por

el aumento de la formacion de especies reactivas a oxigeno (ERO) sobre la
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capacidad antioxidante. Se ha observado en gallinas (Ciftci et al., 2005), conejas
(Yassein et al., 2008) y ratas (Al-Enazi, 2007) bajo estrés calorico, que la
suplementacion de vitamina C y E mejora los rendimientos reproductivos.

Salinas et al. (2016) mencionan que un consumo mayor de antioxidantes y una
mayor sintesis de antioxidantes enzimaticos son mecanismos por los que se puede
modificar la capacidad antioxidante. En la presente investigacion las ovejas se
encontraban en el mismo estado fisioldgico, por lo que al encontrarse la mayor
capacidad antioxidante observada en el tratamiento 1 (T1) pudo deberse a la
suplementaciéon de los 3 g de vitamina C, sin embargo, en el tratamiento 2 (T2)
donde se proporcionaban 6 g de la vitamina no se incrementd la capacidad
antioxidante de forma significativa. Paul y Datta-Gupta (1977) reportaron que un
consumo excesivo de acido ascorbico causa problemas reproductivos en ratas
machos. Sin embargo, es muy raro observar reacciones toxicas en dosis menores
a 4 g/dia, aunque altas dosis de vitamina C son tolerables por el organismo, el
exceso de la vitamina es rapidamente eliminado en la orina (Sneer et al., 1968). Se
ha demostrado que una dosis oral diaria de vitamina C (3 g 0 mas) puede contribuir
a aliviar el estrés por calor y mejora la respuesta reproductiva (Hashen et al., 2016),
en la presente investigacion, al suplementarse 6 g de vitamina C no ocasioné
problemas a nivel reproductivo.

En humanos se ha reportado que el estrés oxidativo se presenta con un aumento
de malonaldehido (MDA) durante la etapa media del cuerpo luteo, coincidiendo con
la maxima capacidad esteroidogénica (Vega et al., 1994) y la formacion de MDA es
un indicador crucial de la regresion latea y muerte celular (Greenhagh, 1990). En la
presente investigacion, no se observaron diferencias entre los tratamientos ni entre
muestreos (p<0.05) al determinar la lipoperoxidacion en plasma. En un estudio que
se llevo a cabo en ratas macho, se observé que al aumentarse la concentracion de
acido ascorbico en suero sanguineo en los animales tratados, los niveles de
lipoperoxidacion disminuyeron (Sonmez et al., 2005). Las altas concentraciones de
acido ascorbico actutan como defensa contra los radicales libres, lo cual se ve
reflejado en los bajos niveles de lipoperoxidacién que coinciden con el aumento en

los niveles de acido ascorbico.
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En ovejas durante el periodo de estro se ha observado que los niveles de MDA
comienzan a aumentar después de las montas y la gestacion (Mohebbi-Fani et al.,
2012). Los mismos autores concluyen que el comienzo de la actividad ciclica ovarica
durante la temporada de servicio y la gestacion resulta en un estrés oxidativo y se
requiere una mayor demanda de vitaminas antioxidantes en los tejidos
reproductivos. El estrés oxidativo aumenta durante la gestacion temprana debido a
todos los procesos metabdlicos que se llevan a cabo para la formacién de la
placenta. Una reduccion del sistema antioxidante placentario se ha sugerido como
un factor clave en el fracaso temprano del embarazo en humanos (Liu et al., 2006).
Las vitaminas antioxidantes, solas o combinadas disminuyen la mortalidad
embrionaria/fetal, reabsorciones y malformaciones (Cederberg et al., 2001; Coffey
y Britt, 1993). La lipoperoxidacion generalmente sigue la misma tendencia de la
capacidad antioxidante, sugiriendo que el descenso de la capacidad antioxidante se
relaciona al hecho de que los antioxidantes son utilizados para disminuir la
lipoperoxidacién (Salinas et al., 2016).

La concentracion de vitamina C en plasma sanguineo se incremento
significativamente en los tratamientos 1 (T1) y 2 (T2) comparados con el testigo
(P>0.05), sin embargo, entre las dosis de vitamina C no se observaron diferencias
significativas (P>0.05). Padilla et al. (2014) observaron que en vacas se incremento
la concentracién de vitamina C (recubierta de aceite de soya hidrogenado) en
plasma conforme se incrementaba la dosis, por lo cual indican que al estar protegida
la vitamina C, puede atravesar el rumen y por consiguiente ser absorbida en el
intestino delgado. EI mismo incremento se pudo observar en la presente
investigacion ya que al estar protegida la vitamina C ayudo a que se incrementaran
lo niveles en plasma. Mohebbi-Fanni et al. (2012) encontraron que las vitaminas con
capacidad antioxidante tales como las vitaminas A, E y C disminuyen al inicio de la
gestacion, lo cual implica una reduccion de la capacidad antioxidante debido a que
aumentan las ERO, ocasionando un estrés oxidativo. Sin embargo, en este caso se
observo una disminucion en la concentracion de vitamina C durante eventos como
aplicacion de prostaglandinas (PGF2q) y retiro de CIDR aunque sin presentarse
diferencias significativas entre los tratamientos. Miszkiel et al. (1999) reportan que
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el nivel de &cido ascorbico que se encuentra en el cuerpo liteo cambid
significativamente en las diferentes etapas del ciclo estral de manera similar a los
cambios de progesterona tanto en novillas como en vacas ciclando o gestantes, lo
cual explica que la concentracion de acido ascoérbico en cuerpo lateo disminuya
durante la regresion lutea. Ademas, se ha demostrado que las prostaglandinas F2q
causan una rapida disminucion del ascorbato almacenado en cuerpo liteo cuando
se aplican en ratas (Leowit et al., 1969; Sato et al., 1974) y cerdos (Petroff et al.,
1998), en esta investigacion se observa esa misma respuesta, ya que en el dia
experimental 12 donde se realizé la aplicacion de PGF2q, hubo un descenso de acido
ascorbico (figura 5). En bufalas se ha mostrado que el cuerpo liteo en etapa
funcional es una fuente enriquecida de acido ascorbico en comparacion con el fluido
folicular y el tejido estromal ovéarico. Se ha demostrado que el &cido ascérbico tiene
una funcién importante en el crecimiento y capacidad esteroidogénica de las células
lGteas (Meur et al., 1999).

Un aumento de ERO se ha observado en caso de deficiencia de vitamina A, C y E,
debido a que estos compuestos ademas de obstaculizar directamente los efectos
de las ERO, también controlan la expresién genética y el metabolismo, manteniendo
asi su papel crucial en la concepcion y mantenimiento de la gestaciéon (Mohebbi-
Fani et al., 2012). Por lo tanto, a medida que progresa la gestacion, la transferencia
placentaria de vitamina A, C, E y algunas vitaminas del grupo B (Quirk y Norton,
1987) y minerales (Hidiroglou et al., 1994) aumenta con el tiempo, para equilibrar
los efectos de las ERO, lo cual se puede reflejar en el Gltimo muestreo de &cido
ascorbico donde se obtuvieron los niveles mas altos en los tratamientos, o bien, se
pudo deber a que las etapas mas demandantes como sincronizacién de estro,
empadre y reconocimiento materno, ya habian pasado por lo cual el uso de

antioxidantes se disminuye, teniendo como resultado un aumento en la vitamina C.

7.3 Progesterona
Varios autores han sefialado que un alto requerimiento de acido ascérbico es
necesario para facilitar la produccion de progesterona (Luck y Zhao, 1993; Sheldrick

y Flint, 1989). La progesterona es la principal hormona encargada de mantener la
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gestacion y sus bajas concentraciones al inicio de la misma pueden desencadenar
abortos (Diskin y Morris, 2008), durante la gestacion se requiere una secrecion
continua de progesterona para proveer un medio ambiente uterino apropiado para
el mantenimiento de la misma (Niswender et al., 2000). Las concentraciones de
acido ascorbico y progesterona en plasma sanguineo siguen una misma tendencia,
ya que se ha observado que se almacena principalmente en cuerpo lateo, seguido
por los compartimentos de la teca interna y granulosa (Deane, 1952; Luck et al.,
1995; Meur et al.,, 1999). El cuerpo lateo junto con la placenta secretan mas
progesterona que la requerida después del dia 60 (Al- Gubory et al., 1999).

En un estudio realizado con vacas Holstein, no se observo ninguna correlacion entre
la concentracion de vitamina C y los niveles de progesterona en plasma (Ataman et
al., 2009) por otro lado, Wise et al. (1987) reportaron que no existe una relacién
significativa entre vitamina C, niveles de progesterona de fluido folicular y diametro
folicular en vacas. En la presente investigacion la adicion de vitamina C no modifico
la concentracion de progesterona en ninguno de los muestreos, sin embargo, en
mujeres con fase IUtea defectuosa, a las cuales se les administraron oralmente 50
mg/ dia de &cido ascoérbico se ocasiond un incremento en la concentracion de

progesterona (Henmi et al., 2003).

7.4 Glucosa e insulina

Los rumiantes pueden sintetizar la vitamina C a partir de precursores de
carbohidratos, incluyendo glucosa y galactosa. La glucosa constituye el nutriente
primario para el crecimiento del embrion y sintesis de leche, es por ello que los
requerimientos nutricionales se aumentan durante la gestacion, especialmente si
existe mas de un feto (Bell y Bauman, 1997). El incremento de las necesidades se
debe a que el feto puede llegar a consumir de un 60 a 70 % de la produccion de
glucosa de la madre y que el 70 % del peso del cordero al nacimiento se obtenga
en las Ultimas seis semanas de gestacion. Esta etapa es critica ya que la oveja no
siempre alanza a satisfacer los requerimientos nutricionales suficientes y debe

compensar esas deficiencias con sus reservas corporales (Milne y Russel, 1979).
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Los niveles normales de glucosa en suero sanguineo en ovinos van de 50-80 mg/dL
(Kaneko, 1980). En un estudio llevado a cabo con ovejas santa Inés, las cuales se
sincronizaron con esponjas (Progespon®), se reportaron niveles promedio de
glucosa de 64.8 mg/dl durante la época de verano e invierno (Balaro et al., 2015).
Aungue no existe informacion de los niveles de glucosa en empadre y gestacion
temprana con alguna suplementacion antioxidante los resultados obtenidos entran
dentro del rango mencionado en la literatura. Sin embargo, en trabajos realizados
durante la lactancia, MacLeod et al. (1999) indicaron que en vacas altas productoras
presentaban baja sintesis de acido ascérbico como resultado de las altas demandas
de glucosa, especialmente durante el inicio de la lactacion. Por otro lado, Santos et
al. (2001) reportaron que las concentraciones de acido ascorbico en plasma no se
vieron afectadas en ninguna etapa de la lactacion, sugiriendo que la sintesis de
acido ascoérbico endoégena cumple con las demandas de vitamina C en vacas
lactando.

Patnaik (1968) mencionan que la produccion enddgena de vitamina C puede
disminuirse si se cuenta con vitamina C exdgena, ya que el consumo de acido
ascorbico redujo su produccion en higado en ratas, indicando que la sintesis de
vitamina C en el higado es determinada por la concentracion de la sangre portal y
la suplementacion en el alimento. Sin embargo, en este trabajo no se observo
diferencia (P>0.05) entre los tratamientos que indiquen que la suplementacion de
vitamina C pudiera actuar como un mecanismo de preservacion de la glucosa para
ser potencialmente dirigido hacia el crecimiento del embrion, en lugar de la
produccion de la vitamina C.

La insulina es una hormona metabdlica esencial en los procesos reproductivos y
esta estrechamente relacionada a la concentracion de glucosa circulante. En este
estudio las concentraciones de insulina se encontraron en un rango de 0.50 a 0.55
ng/ml entre tratamientos durante la sincronizacion de estro, empadre e inicio de
gestacidon. Las concentraciones tienden a aumentar durante la gestacién ya que
responde a los cambios en el aporte energético. En la gestacion temprana, la
capacidad de respuesta de la insulina a los nutrientes, sobre todo de la glucosa

suelen estar aumentados (Spellacy y Goetz, 1963; Bleicher et al., 1964; Kalkhoff et
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al., 1964). Se ha observado que el suministro de concentrado incrementa las
concentraciones de glucosa e insulina (Razz y Clavero, 2004; Noro et al., 2006). Sin
embargo, en animales con subnutricién, la disminucidén en las concentraciones de
glucosa es acompafiada por una disminucion en las concentraciones de insulina, no
obstante, en la presente investigacion se utilizaron ovejas de buen estado corporal,
lo cual provocd que los niveles de insulina y glucosa se mantuvieran estables (Sosa
et al., 2006).
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VII. CONCLUSION

La suplementaciéon de vitamina C protegida (3 o 6 g) en ovejas via oral durante la
sincronizacion, empadre e inicio de gestacion, aumenté los niveles de vitamina C
en plasma y mejoro la capacidad antioxidante, sin tener efectos perjudiciales en las
variables reproductivas, concentraciones de progesterona, glucosa e insulina, no
obstante, se requieren mas investigaciones en el tema para determinar beneficios

adicionales y las etapas especificas en la reproduccion.
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