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RESUMEN

El objetivo fue examinar la adicion de AGP ®-3 en dieta basada en harina y aceite de pescado el perfil
hormonal de progesterona (P4) insulina (INS) y variables reproductivas en ovejas primalas inseminadas
mediante la técnica de laparoscopia (IAL). Cuarenta y dos ovejas fueron asignadas a dos grupos
experimentales: grupo AGP (n=21) con harina y aceite de pescado (4 y 0.8% bms) y el grupo testigo (TES,
n=21) sin la adicion de estos ingredientes. La sincronizacion del estro inicié con esponjas de cronolone
durante 11 dias al momento de su retiro las ovejas recibieron una inyeccién intramuscular de 200 Ul de
eCG. La IAL inicio a las 48 h retirada la esponja y detectado el estro. La presentacion de estros no fue
diferente (p=>0.05) entre grupos; sin embargo, el inicio del estro fue diferente (p<0.05; TES: 35.1 +2.1; AGP
41.0 £ 1.8 h). No se encontraron diferencias en concentraciones promedio P4 (AGP: 3.8 £+ 1.2; TES: 3.5 %
1.4 ng mL?) e INS en suero (AGP: 0.12 £+ 0.02; TES: 0.13 + 0.03 ng mL™?). La alimentacién con AGP no
influyo sobre la gestacion, pero si en la prolificidad entre tratamientos (p<0.05). Se concluye que la adicion
de AGP durante un periodo corto en ovejas modifica el inicio del estro y prolificidad.

Palabras clave: Acidos grasos poliinsaturados, insulina, laparoscopia, ovejas, progesterona.
ABSTRACT

This study was conducted to assess the effect of AGP ®-3 diet that included fish oil and meal on the
progesterone (P4) and insulin (INS) profile, and on reproductive variables in virgin ewes artificially
inseminated by laparoscopy (AIL). Forty-two Dorset ewes were assigned to two experimental groups: first
group (FMO, n=21) fed a diet supplemented with fish meal and oil (4 and 0.8%), as well as to a control
group (CON, n=21) with no supplementation. The synchronization of estrus onset with chronolone sponges
for 11 days. When sponges were removed, the ewes received 200 IU of eCG. The AIL began 48 h after
sponge removal and estrus detection. The time of estrus onset was different among groups (p<0.05; CON:
35.1£2.1; FMO: 41.0 £ 1.8 h). No differences in average P4 concentrations (FMO: 3.8 £ 1.2; CON: 3.5 %
1.4 ng mLY) or INS in serum (FMO: 0.12 £ 0.02; CON: 0.13 + 0.03 ng mLt). Adding fish meal and oil to
the diet did not affect pregnancy percentage but it did affect the prolificacy index (p<0.05). It was concluded
that the addition of fish meal and oil to the diet of virgin ewes over a short period modifies time of estrus
onset and prolificacy.
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INTRODUCCION

La fertilidad de la hembra bajo el uso de la inseminacion artificial por laparoscopia (IAL) es
influenciada por diversos factores como el estado nutricional, fisioldgico, y corporal de la hembra,
aunado al sistema de la granja y elementos ambientales (Paulenz et al., 2002; Anel et al., 2005).

Actualmente existe interés en comprender los mecanismos que regula la nutricion sobre los
aspectos reproductivos y su impacto en la fertilidad (Hess et al., 2008). La suplementacion con
dietas energéticas durante periodos cortos en los dias 9 al 13 del ciclo estral modifican la secrecién
de hormonas metabolicas, las oleadas foliculares y tasa ovulatoria (Vifoles et al., 2005; Scaramuzzi
et al., 2006); la adicién de acidos grasos poliinsaturados (AGP) pueden influir de forma positiva
en el crecimiento del foliculo ovulatorio, desarrollo embrionario, actividad uterina, componentes
de membrana celular, sintesis de esteroides y prostaglandinas (Heravi et al., 2007; Zachut et al.,
2008).

Estudios recientes indican que los AGP ®»-3 suprimen la sintesis de PGF,, mediante la
reduccion de su precursor el acido araquidénico, lo que repercute de manera directa sobre la
regresion latea y favorece al reconocimiento materno; no obstante, existe poca informacién que
pruebe estas teorias en ovinos (Thangavelu et al., 2007; Childs et al., 2008).

El objetivo de la presente investigacion fue examinar el efecto de una alimentacion focalizada
con una dieta enriquecida en AGP -3 basada en harina y aceite de pescado sobre el perfil hormonal
de progesterona (Pa), insulina (INS) y las variables reproductivas en respuesta del estro, gestacion
y prolificidad en ovejas primalas inseminadas mediante la técnica de laparoscopia.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 en la unidad ovina de la granja experimental del Colegio de Postgraduados,
Campus Montecillo, Texcoco, Estado de México. Localizada a 98° 48’ 27" de longitud oeste y a
19° 48’ 23" de latitud norte, a 2,241 msnm. El clima es templado subhtimedo con una precipitacion
media anual de 632.5 mm y una temperatura entre 12 y 18 °C (Garcia, 1988).

Animales y tratamientos

Se utilizaron 42 ovejas de las razas Dorset; en época reproductiva, con un peso promedio de 54 +
4.2 kg y una condicion corporal de 3 en escala de 1 a 5 (Russel et al., 1969); las cuales fueron
previamente desparasitadas (IVOMEC®, Merial) y vitaminadas (Vigantol A.D.E®, Bayer).
Ademas, se realiz6 una ecografia transvaginal con un ultrasonido SONOVET 600 para determinar
gue no se encontraran gestantes. Las ovejas fueron distribuidas aleatoriamente en dos grupos para
la asignacion de los tratamientos experimentales. Los tratamientos evaluados fueron dos dietas
isoenergéticas e isoproteicas: el grupo AGP (n=21) adicionada con harina y aceite de pescado (4 y
0.8%, respectivamente; con base en materia seca) y grupo testigo (TES, n=21) sin la adicion de
estos ingredientes (Cuadro 1). Ambas dietas se formularon para cubrir los requerimientos de
proteina cruda (14%) y energia metabolizable (2.6 Mcal kg) recomendado por el NRC de ovinos
(2007).

Las ovejas fueron alojadas en jaulas individuales de 1.2 x 2.0 m (2.4 m?), ofreciendo por
animal 0.8 kg d* de alimento, posteriormente a la alimentacion fueron liberadas en corrales con
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sombra en donde recibieron agua a libre acceso. El periodo corto de alimentacion en las ovejas con
las dietas experimentales fue durante 15 dias, iniciando cuatro dias antes de la sincronizacion del
estro y terminando el dia del retiro de la esponja intravaginal.

Cuadro 1. Contenido de nutrientes en las dietas experimentales adicionadas con harina y aceite de
pescado (AGP) y grupo testigo (TES).

Ingredientes (% MS?) Dieta experimental

AGP TES
Maiz 33.64 25.09
Sorgo 10.13 10.15
Pasta de soya 7.43 13.75
Harina de pescado 4.01 -
Aceite de pescado 0.84 -
Heno de avena 37.40 44.46
Melaza 4.75 4.76
Mezcla mineral ° 1.80 1.79
Analisis determinado
Proteina cruda (%) 14.20 14.45
Energia bruta (Mcal kg?) 2.64 2.61
Calcio (%) 0.45 0.42
Fosforo (%) 0.36 0.31

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

Sincronizacién del estro

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

La deteccidn del estro se inici6 24 h después del retiro de la esponja con ayuda de sementales
con mandil; posteriormente se monitored el comportamiento del estro cada 6 h, durante 48 h, para
determinar el inicio del mismo antes de la IAL. El diagndstico de gestacién se confirmé a los 30
dias posteriores de la inseminacion utilizando un equipo de ultrasonido Sonovet 600 con un
transductor de 7,5 MHz, por via transrectal (Medison, Inc., Cypress, California, EUA).
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Inseminacién artificial por laparoscopia

Todas las ovejas fueron dietadas durante 24 h antes de ser inseminadas con semen congelado
(pajillas de 0.25 mL, con 90 x 10° espermatozoides). La tranquilizacion preanestésica se realizé
con una inyeccion intramuscular de hidrocloruro de xilacina al 2% (Rompun®, Bayer) en una dosis
de 0.1 mL 10 kg™ de peso vivo; como anestésico se aplico ketamina (Anesket ®, Pisa) en una dosis
de 0.2 mL 10 kg* de peso vivo por via endovenosa (Mejia, 1997). La inseminacion artificial se
realiz6 de acuerdo a la metodologia descrita por Ramirez et al. (2005).

Toma de muestras y analisis de laboratorio

Las muestras de sangre (5 mL) fueron colectadas mediante puncion de la vena yugular a las 09:00
h (2 h después de la alimentacion). Para determinar la concentracion de P4 en suero, las muestras se
colectaron dos dias antes de insertar las esponjas, y posteriormente cada 48 h durante el ciclo estral
sincronizado (12 dias). Las muestras de INS se colectaron cada 48 h durante 15 dias, periodo
correspondiente a la alimentacién con las dietas experimentales. Todas las muestras se
centrifugaron a 1500 g a 4 °C durante 15 min en una centrifuga (IEC Centra 8R, International
Equipment Company, EUA); el suero sanguineo fue separado y almacenado en tubos de
polipropileno para su conservacion a -20 °C en un congelador hasta realizar el analisis hormonal.
Los analisis de P4 se realizaron mediante ensayo inmunoenzimatico (Immunometrics, UK Ltd, 280
Muster Road, London SW6 6BQ). La sensibilidad analitica fue de 0.13 ng mL™ con coeficiente de
variacion intra e inter ensayo de 9.59 y 13.7%, respectivamente. La determinaciéon de las
concentraciones de INS se realiz6 por RIA con una sensibilidad de 4.09 ng mL™ y coeficientes de
variacion intra e inter ensayo de 1.44 y 0.25%, respectivamente.

Las dietas experimentales fueron analizadas en el laboratorio para determinar la concentracion
de proteina cruda por el método de Kjeldahl (AOAC, 1990); energia bruta en una bomba
calorimétrica adiabatica (Oxygen Bomb Calorimeter, Parr Instruments Co. lllinois, EUA),
siguiendo la metodologia propuesta por Tejada (1992); calcio por espectrofotometria de absorcion
atomica (Espectrofotometro Varian Spectr AA 10 plus, Varian, Australia), y fosforo total por
espectrofotometria de absorcién de rayos UV (Espectrofotometro Varian Cary 1E UV-vis, Varian,
Australia), siguiendo las metodologias de Fick et al. (1979). La determinacion de lipidos totales de
las dietas experimentales se realizo siguiendo el método 923.07 de la AOAC (2000) (Cuadro 2).

La identificacion y cuantificacion de los &cidos grasos se realizo por cromatografia de gases
en un equipo Varian 3400 CX (Varian Inc., Palo Alto, CA, USA) con auto-muestreador 8400 y
detector de ionizacion de flama; la columna utilizada fue una DB23 (30 m X 0.25 mm d.i., Varian
Inc., Palo Alto, CA, USA), utilizando N> como gas acarreador a un flujo de 30 mL min™. La
concentracion de los &cidos grasos de la muestra se calculd utilizando el area de cada pico con
relacion al area conocida del estandar.
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Cuadro 2. Perfil de acidos grasos poliinsaturados en las dietas experimentales adicionadas con
harina y aceite de pescado (AGP) y grupo testigo (TES).

Esteres metilicos de &cidos Dieta experimental
grasos (%o) AGP TES
Palmitico 9.18 14.23
Palmitoleico 0.41 1.13
Heptadecanoico N.D. 2.86
Estearico 3.15 4.29
Oleico 25.60 28.05
Linoleico 52.20 40.12
a-Linolénico 4.28 2.64
Araquidico 0.65 0.46
Eicosenoico 0.28 1.23
Eicosapentanoico 0.89 0.30
Erdcico 1.16 1.09
Lignocérico 0.14 0.16
Otros 2.15 2.85
Saturados 13.12 22.63
Monoinsaturados 27.45 31.50
Poliinsaturados 59.52 45,91

N. D: No detectable.
Anadlisis estadistico

Se realiz6 un disefio completamente al azar, en donde cada oveja representd una unidad
experimental. El porcentaje de presentacion de estros y gestacion fueron analizados a través de la
prueba de 2 por medio del PROC FREQ. Para el inicio del estro se realizd un analisis de varianza
por medio del PROC GLM y la prueba de comparacion de medias de Tukey. Para la concentracion
de P4 e INS se realiz6 un analisis de varianza de mediciones repetidas a través del tiempo por medio
del procedimiento PROC MIXED, el cual incluyo efectos fijos del tratamiento y dia, e interaccion
de ambos. Para este procedimiento, la estructura de covarianza fue modelada usando el efecto de
la oveja dentro del grupo, determinandose para la presente variable usar la estructura autoregresiva
de primer orden (AR 1) para determinar la correlacion entre las mediciones secuenciales dentro del
mismo animal (Littell et al., 1998). Los valores medios fueron comparados por el método de medias
de minimos cuadrados (Herrera y Barreras, 2005). Todos los procedimientos fueron realizados por
el paquete del sistema de andlisis estadistico (SAS, 2009).
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RESULTADOS
Presentacion e inicio del estro

La respuesta del estro a la sincronizacion no mostré diferencias (p>0.05) entre tratamientos,
registrando 95% para el grupo TES y 100% para el grupo AGP; el inicio del estro fue diferente
entre tratamientos (p<0.05), con un inicio temprano el grupo TES (35.1 £ 2.1 h) en relacién al
grupo experimental AGP (41.0 + 1.8 h) (Cuadro 3).

Cuadro 3. Respuesta de las variables reproductivas en ovejas adicionadas con harina y aceite de
pescado e inseminadas mediante laparoscopia.

Variables reproductivas Tratamientos
AGP (n=21) TES (n=21)

Respuesta del estro (%) 100 (21/21) 95.2 (20/21)

Inicio del estro (h)* 41.0+1.8°2 35.1+2.1°

Gestante (%)2 52 57

indice de prolificidad® 1.682 1.25°

AGP: Grupo suplementado con harina y aceite de pescado. TES: Grupo testigo.'Tiempo referido al retiro de la esponja
de FGA. ?Basado en los perfiles de P4 en suero y ultrasonografia en el dia 30.  NUmero de corderos nacidos por oveja
parida. *° Valores con distinta literal entre columnas son diferentes (p<0,05). TMedias + error estandar.

Perfil hormonal
Progesterona (P4)

No se encontraron diferencias entre tratamientos (p>0.05) por efecto de la adicion de acidos grasos
poliinsaturados en las concentraciones promedio de P4 en suero (AGP: 3.8 + 1.2; TES: 35+ 1.4
ng mL™) no obstante si fue diferente (p<0.05) la concentracion de P4 en el d 8 de la fase litea
sincronizada (AGP: 5.5 + 1.4; TES: 4.2 + 1.2 ng mL™), antes del retiro de la esponja (Figura 1).

Insulina (INS)

No se encontraron diferencias entre tratamientos (p>0.05) por efecto de la adicion de acidos grasos
poliinsaturados en las concentraciones promedio de INS en suero (AGP: 0.12 £ 0.02; TES: 0.13 +
0.03 ng mL™?) sin embargo, las concentraciones de INS si se vieron influenciadas (p<0.05) por la
interaccion de dieta X tiempo los d 10, 16 y 18, correspondientes al periodo de alimentacion (AGP
0.13 + 0.06, 0.13 + 0.04, 0.14 + 0.02; TES: 0.20 * 0.01, 0.09 + 0.04, 0.10 + 0.03 ng mL™,
respectivamente) (Figura 2).
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Figura 1. Concentracién de progesterona durante la fase lGtea sincronizada de ovejas adicionadas
con harina y aceite de pescado (AGP) y grupo testigo (TES).
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AGP: Grupo adicionado con harina y aceite de pescado. TES: Grupo Testigo. *Indica diferencia estadistica (p<0.05)
con respecto al grupo testigo.

Figura 2. Concentracion de insulina en ovejas adicionadas con harina y aceite de pescado (AGP)
y grupo testigo (TES).

Gestacion y prolificidad
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El porcentaje de ovejas gestantes entre tratamientos no fue diferente (p>0.05; TES: 55 y AGP: 52%
(Cuadro 3). Sin embargo, existié diferencias con respecto al indice de prolificidad (p<0.05),
mostrando un indice mayor el grupo AGP (1.68) respecto al grupo TES (1.25).

DISCUSION
Presentacion e inicio del estro

La respuesta del estro entre tratamientos a la sincronizacion con esponjas intravaginales (95 y
100%, TES y AGP, respectivamente) es semejante a otras investigaciones en las que reportan 87,
90 y 100% de estros (Urviola et al., 2005; Mustafa et al., 2007). En lo que se refiere al inicio del
estro para el tratamiento TES (35.1 £ 2.1 h) es similar a lo reportado en otras investigaciones. Ali
(2007) observo un inicio de estro de 32 + 5.6 h, después de retirada la esponja; mientras que
Mustafa et al. (2007) reportan un inicio de estro de 34.5 + 2.6 h posterior al retiro del dispositivo
y la administracion de 500 UI de eCG; sin embargo, en este experimento solo se aplicaron 200 UI
de eCG debido al posible efecto negativo que causan las elevadas dosis de eCG sobre la tasa de
fertilidad probablemente por el desarrollo de foliculos quisticos anovulatorios, no obstante, existen
diversos estudios en donde la dosis de 200 UI de eCG en combinacion con progestagenos y PGF,
presenta resultados aceptables a la sincronizacion de estros (Ramirez et al., 2005; Martemucci y
Alessandro, 2011).

Por otra parte, el grupo AGP presentd un estro mas tardio (41.0 £ 1.8 h), posiblemente este
efecto se debid al incremento de Psen el dia 8 antes del retiro de la esponja (Figura 1). Sin embargo,
en diversas investigaciones se ha observado que la alimentacion con harina y aceite de pescado no
afecta las concentraciones de P4en suero (Wamsley et al., 2005; Childs et al., 2008), por lo tanto,
los mecanismos por los cuales los AGP pueden influir sobre el inicio del estro no son todavia
conocidos y requieren investigaciones futuras.

Concentraciones de progesterona (P4) e insulina (INS) en suero

Las concentraciones de P4 en la presente investigacién no se vieron influenciadas por la
alimentacion de ambos tratamientos (AGP y TES), y de acuerdo con la literatura el comportamiento
de P4 en contexto de los AGP es inconsistente, en algunos reportes su concentracién en suero
incrementa (Stronge et al., 2005), en otros disminuye (Robinson et al., 2002; Nieto et al., 2010) o
simplemente no cambia (Mattos et al., 2002; Heravi et al., 2007).

Referente al incremento de la concentracion de P4en el dia 8 de la fase lutea sincronizada no
existe una relacién directa con los AGP proporcionados en la dieta, no obstante, resultados
parecidos se muestra en un estudio donde alimentaron vacas Holstein con dietas enriquecidas en
acidos grasos insaturados basadas en semillas de linaza y girasol (AGI: acidos linoleico y a-
linolenico) comparada a una dieta con &cidos grasos saturados (SAT: &cidos palmitico y esteérico),
presentando una mayor concentracion de P4 en las vacas alimentadas con AGI durante losd 7y 8
de la fase lutea respecto a la dieta SAT (Thangavelu et al., 2007).

Wamsley et al. (2005), sugieren que los AGP ®-3 presentes en la harina de pescado pueden
disminuir la sefial luteolitica en vacas con baja concentracion de P4 durante la fase lutea mediante
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la supresion en la sintesis de PGF»,, o que repercute de manera positiva en la fertilidad de la
hembra, no obstante, en la presente investigacion no se midi6 el efecto de los AGP ®-3 en la
secrecion de PGFy.

La INS es una hormona metabdlica esencial en los procesos reproductivos, existe evidencia
de que la INS en plasma puede ser manipulada por la suplementacién de AGP; sin embargo, en la
presente investigacion la concentracion de INS en suero no fue influenciada por efecto de los AGP
presente en la dieta y tampoco por la dieta TES; no obstante, el grupo AGP presentd incrementos
en el periodo terminal de la alimentacion (16 y 18 d). Garnsworthy et al. (2008a), encontraron que
la INS en vacas disminuye cuando cambia la alimentacion de dietas isoenergéticas enriquecidas de
almiddn a dietas altas en grasa; en un segundo experimento Garnsworthy et al. (2008b), probaron
la hipdtesis de que la INS presenta una correlacién negativa con el consumo de grasa en la dieta,
cuando el animal excede los 15 g kg™ de materia seca (MS) en la dieta (Megalac), este efecto se
atribuye a la estimulacién de la colecistoquinina y la liberacion de polipéptidos pancreaticos
independientemente del consumo de MS (Choi et al., 2000).

Gestacion y prolificidad

Los resultados obtenidos en la tasa de gestacion no estuvieron influenciados por las dietas
experimentales (AGP y TES), sin embargo, el indice de prolificidad present6é un incremento el
grupo de ovejas alimentadas con AGP respecto al grupo TES, se menciona que la alimentacion con
una dieta energética durante un periodo corto (5-7 d) incrementa las oleadas foliculares y el nimero
de foliculos en crecimiento, este efecto es inmediato y regulado por hormonas reproductivas y
metabdlicas (Vifioles et al., 2005; Scaramuzzi et al., 2006), no obstante, en este estudio la dieta
AGP no modifico las concentraciones promedio de INS y P4, pero posiblemente si influyé sobre la
tasa ovulatoria. Herrera-Camacho et al. (2008), reportan un aumento en la tasa ovulatoria en ovejas
superovuladas suplementadas con AGP presentando mayor numero de embriones.

En la presente investigacion se esperaba que la dieta enriquecida con AGP incrementara la
tasa de concepcion, debido al efecto de los AGP (w-3) sobre la disminucién en la sintesis de PGF,
y el reconocimiento materno (Bilby et al., 2006; Santos et al., 2008); sin embargo; la mayoria de
estas investigaciones se han realizado en vacas y durante periodos de suplementacion mayores a
35 dias, no obstante queda establecido que el periodo corto de suplementacién con AGP no
modifica la tasa de gestacion pero si influye sobre la prolificidad.

CONCLUSION

Bajo las condiciones en las que se realizo el presente experimento, se concluye que la adicién de
AGP en la dieta durante un periodo corto en ovejas primalas no modifico las variables
reproductivas respecto a la presentacion del estro y tasa de gestacion, no obstante, si influyd sobre
la prolificidad. Las concentraciones de P4e INS presentaron pequefias variaciones por efecto de los
AGP, aunqgue estas no fueron determinantes, se requieren investigaciones con mayores niveles de
AGP en la dieta para determinar los efectos y comprender los mecanismos que regulan estos
procesos en la oveja.
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