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1. INTRODUCCION

La produccion ovina en México se ha incrementado en los ultimos afios, para
2008 se mencionaba que habia una poblacién de 8.5 millones de cabezas
(FAO, 2008). Actualmente los criadores de razas ovinas se han esforzado en
mejorar el potencial productivo de sus animales, y en ese afan se ha visto la
oportunidad de multiplicar el material genético utilizando diversas técnicas de
biotecnologias reproductivas, tales como: sincronizacion del celo, inseminacién
artificial, ovulacion multiple y transferencia de embriones, entre otras
(Baldassarre, 2007). Sin embargo, la respuesta a los programas de ovulacion
multiple ha sido considerablemente variable, principalmente en la tasa de
recuperacion y calidad de las estructuras (ovocitos y embriones) recuperadas
(Baldassarre, 2007; Sanchez et al., 2013).

Las técnicas de reproduccion asistida se han utilizado durante muchas décadas
en animales de granja. En ovejas, el uso de técnicas reproductivas ha permitido
incrementar la eficiencia reproductiva (Grazul-Bilska et al., 2007). La ovulacién
multiple y la transferencia de embriones (MOET; por sus siglas en inglés), son
importantes para la mejora genética y la conservacion de animales con
caracteristicas productivas y reproductivas superiores en el rebafio, asi como
en programas de rescate de especies en peligro de extincion. No obstante, la
eficiencia de una MOET depende en gran medida del numero de embriones
transferibles en respuesta al tratamiento de superovulacion (Mayorga et al.,
2011).

En los dltimos afios se han realizado estudios con relacion al efecto del dafio
oxidativo a nivel celular, los cuales han sugerido que la participacion de los
antioxidantes es fundamental para impedir el dafio ocasionado por los radicales
libres en la célula. Desde 1922 la vitamina E se ha utilizado como un nutriente
esencial en la reproduccion de los mamiferos (Brigelius-Flohé y Traber, 1999),
siendo uno de los antioxidantes naturales mas importantes en el organismo. La
vitamina E funciona como antioxidante a nivel celular y modula varios procesos

intracelulares y extracelulares, ademas de ser importante en el mantenimiento y



restauracion del equilibrio oxidante y antioxidante en el organismo (Sénmez et
al., 2009; Church et al., 2013). De ahi la importancia de evaluar su efecto en la
calidad de embriones producidos en un programa de ovulacion mdultiple en

ovejas Charollais y Dorper.



2. REVISION DE LITERATURA
2.1Radicales libres

Los radicales libres (RL) son moléculas altamente reactivas que consisten en
electrones desapareados. Los RL son especies ionicas transitorias, altamente
reactivas, que se producen durante la oxidacion de moléculas organicas
(Agarwal et al., 2003). Los RL adquieren electrones de los acidos nucleicos,
lipidos, proteinas e hidratos de carbono y algunas otras moléculas cercanas
para estabilizarse, no obstante, esta unién y estabilizacion provocan una
reaccion que conduce al dafio celular (Agarwal et al., 2006). Existen distintos
tipos de especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales se derivan del
metabolismo del oxigeno, entre los que se encuentran: anién superéxido (O2),
perdxido de hidrégeno (H202) y radical hidroxilo (OH) (Agarwal et al., 2003),
estos ocasionan muchos dafios en drganos, tejidos y células. Cuando el
balance entre ROS y antioxidantes se rompe y hay sobreabundancia de ROS,
ocurre el estrés oxidativo, siendo el metabolismo celular una importante fuente
de radicales libres (Halliwell, 1989).

Las macromoléculas en las células (lipidos, proteinas y acidos nucleicos) son el
blanco de las ROS, causando dafio peroxidativo, el cual dependera del grado
de susceptibilidad de las macromoléculas y la capacidad de las ROS para
circundar el ambiente. Los mecanismos de dafio celular inducido por el estrés
oxidativo se muestran en la Figura 1. Los lipidos son peroxidados causando
disturbios en la actividad enzimatica de la membrana lipidica, y los canales de

iones de las células (Agarwal y Saleh, 2002).

El estrés oxidativo es dafino y benéfico para los organismos ya que algunas
moléculas de ROS cumplen un importante papel en la comunicacién
intracelular, regulacion redox, asi como la modulacion y proliferacion celular,
apoptosis y expresion de genes. Pr otra parte, cantidades moderadas de
superéxido y peréxido de hidrogeno mitocondrial participan en procesos de
comunicacibn que promueven la sobrevivencia celular y resistencia a

enfermedades (Poljsak et al., 2013). Ademas de que la producciéon de O



HOCL, H20:2 por los fagocitos es importante para la defensa o proteccion de

agentes bacterianos y hongos.
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Figura 1. Mecanismo de dafio celular inducido por estrés oxidativo (Agarwal y
Allamaneni, 2004).

2.2Radicales libres y su impacto en la reproduccion

2.2.1 Los radicales libres y su importancia en el foliculo

Al asociarse con fertilidad, las ROS juegan un papel importante en la

reproduccion animal, se encuentran presentes en el liquido folicular y

salpingeal. Las ROS forman parte del microambiente reproductivo, son

sumamente importantes para los gametos, cigotos y durante la segmentacion
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embrionaria, ya que al presentar anormalidades en su composicion quimica se
pueden deteriorar y causar efectos adversos en los procesos reproductivos
(Agarwal et al., 2003). Sin embargo, pequefias cantidades de ROS son
importantes para cumplir funciones vitales en los gametos (Agarwal et al.,
2014). Durante el proceso de ovulacion, la muerte de células de la granulosa y
destruccion de las paredes foliculares induce estrés oxidativo y reduccion en las
enzimas antioxidantes superoxido dismutasa (SOD) 1 y 2 (Miyamoto et al.,
2010), ocasionando en consecuencia que la calidad del ovocito sea baja
(Tamura et al., 2008). Algunos estudios reportan que existe baja oxigenacion
intrafolicular, lo cual esta relacionado con un aumento en la probabilidad de
dafios citoplasmaticos, tales como alteracibn en la segmentacion y una

segregacion cromosomica anormal (Gupta et al., 2010).

Pasqualatto et al. (2004) sefialaron que altos niveles de peroxidacion lipidica y
la capacidad antioxidante total, pueden mediar una amplia gama de condiciones
patolégicas que afectan la fertilidad, por tanto, debe reducirse el estrés oxidativo
manteniendo niveles de oxidantes y antioxidantes en el balance necesario para
garantizar la integridad celular. Por su parte, Agarwal et al. (2014) mencionan la
importancia de mantener el equilibrio entre pro-oxidantes y antioxidantes, pero
ademas sugieren que el estrés oxidativo es fundamental para mantener la
funcién reproductiva normal, y que tanto en machos como hembras, existen
mecanismos de defensa antioxidante que facilitan la regulacion de las ROS,
manteniendo su equilibrio, y confieren proteccion a las células gonadales y

gametos contra el dafo oxidativo.

En el foliculo hay muchas fuentes potenciales de ROS, incluidos macrofagos y
neutroéfilos, asi como la actividad metabdlica de las células de la granulosa. No
obstante, aunque se ha demostrado la presencia de ROS en el liquido folicular,
de igual manera se encuentran presentes antioxidantes como la SOD vy la
glutation peroxidasa dependiente de Se (SeGPx) que protegen al ovocito del
dafio inducido por las ROS (Revelli et al., 2009), pues de no estar presentes
ocurriria un desarrollo anormal del ovocito, como consecuencia del dafio

inducido al ADN, al citoesqueleto y a la membrana (Oyawoye et al., 2003;

5



Agarwal y Allamaneni, 2004). Los foliculos primarios son menos sensibles al
estrés oxidativo, mientras que los foliculos antrales y las células de la granulosa
y ovocitos preovulatorios son mas sensibles al cambio antioxidante, en
particular a la concentracion de glutation, que al disminuir evita la formacion del
pronucleo masculino postfecundacion, incrementandose el nimero de foliculos
antrales atrésicos y la apoptosis de las células de la granulosa y la teca interna
(Liu et al., 2014).

Otros estudios reportan que bajos niveles de ROS actian como moléculas de
comunicacién, modulan la proliferacion celular, apoptosis y expresion de genes
a través de la activacion de factores de transcripcion como NF-k-B (Poljsak et
al., 2013). Los ROS también pueden participar como mensajeros intermedios
para citosinas, incluido el factor necrosis tumoral alfa (TNFa; Tiku et al., 1990;
Lo y Cruz, 1995), el cual es considerado un mediador de la ovulacion mediante
la estimulacién de la apoptosis folicular y ruptura de la matriz extracelular en la
pared del foliculo (Murdoch et al., 1997; Crespo et al., 2010).

2.2.2 Radicales libres durante el desarrollo embrionario

El estrés oxidativo compromete el ambiente folicular y la actividad ovérica, ya
gue es el principal responsable de los dafios a nivel embrionario. Tanto las ROS
como el Oz son capaces de difundir y pasar a través de las membranas
celulares, alterando muchos tipos de moléculas, tales como lipidos, proteinas y
acidos nucleicos. En consecuencia, ocurren alteraciones a nivel de mitocondria,
blogueo de la membrana celular, agotamiento del ATP y apoptosis (Liu et al.,
2014). También juega un papel importante en el desarrollo temprano del
embrién, pues se ha demostrado que en condiciones in vitro s6lo unos pocos
ovocitos se desarrollan a embriones. Lo anterior sugiere que los embriones
generan ROS, producto de su propio metabolismo y el ambiente que los rodea,
los cuales pueden retardar o bloquear el desarrollo embrionario temprano
(Guérin et al., 2001).

El metabolismo del embridon genera ROS en diferentes vias por mecanismos

enzimaticos, lo cual depende de la especie, el ambiente y las condiciones de



cultivo. Existen multiples mecanismos para la proteccion del embrion contra las
ROS; las protecciones externas presentes en el foliculo y que comprenden
antioxidantes no enzimaticos como taurina, hipotaurina y acido ascorbico; la
proteccion interna esta conformada por enzimas antioxidantes: superéxido
dismutasa, glutatién peroxidasa y Y-glutamicociseina sintetasa. Dichas enzimas
estan presentes en el ovocito, embrion y oviducto (Guérin et al., 2001). Las
ROS pueden ser originadas internamente por las células del embrion o por el
ambiente externo del mismo, pues inclusive la preimplantacion embrionaria
puede ocasionarlos, ya que involucra fosforilacion oxidativa, NADPH oxidasa y
xantino oxidasa (Filler y Lew, 1981). Las fuentes exdgenas de ROS son de gran
importancia en la reproduccion, no obstante, las concentraciones de ROS son
mayores en embriones cultivados in vitro que in vivo. Lo cual es debido a que
las concentraciones de oxigeno en el oviducto son menores que las
atmosféricas (laboratorio), aunque una fuente importante de ROS son los iones
metalicos y las amino oxidasas de los espermatozoides muertos, el endometrio
y aquellas producidas por la cavidad peritoneal (Goto et al.,, 1993; Van
Langendonckt et al., 2002).

2.3 Importancia de los antioxidantes

Un antioxidante biol6gico se define como una sustancia que esta presente en
bajas concentraciones con relacion al sustrato oxidable (Poljsak et al., 2013). El
uso de antioxidantes ha sido una alternativa empleada para tratar de mejorar la
calidad embrionaria en programas de ovulacion mdultiple, tanto en animales
como en humanos (Aréchiga et al., 1998; Paula-Lopes et al., 2003; Agarwal y
Allamaneni, 2004; Agarwal et al., 2006; Fortier et al., 2014). Diversos estudios
han examinado el posible papel del balance entre radicales libres y
antioxidantes en la maduracion del ovocito, fertilizacion, regresion luteal y
mantenimiento luteal durante la prefiez (Riley y Behrman, 1991),
demostrandose que el incremento en los radicales libre puede ser una causa de
infertilidad en ganado lechero (Aréchiga et al., 1998). Aunque autores
mencionan que el uso de antioxidantes neutraliza los ROS y disminuyen el

estrés oxidativo, esto no siempre puede ser benéfico (Salganik, 2001). Por otra
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parte, Poljsak et al. (2013) mencionan que no hay efecto benéfico con la terapia
del uso de antioxidantes y que su consumo inapropiado puede causar estrés
antioxidante, por lo que es importante determinar los niveles de estrés oxidativo,

para asi poder prescribir su suplementacion.

2.3.1 Los antioxidantes en el desarrollo embrionario

El desarrollo embrionario ha sido asociado negativamente con elevadas
concentraciones de lipidos peroxidados (Noda et al.,, 1991). Durante el
metabolismo celular la produccién de piruvato incrementa, ademas de ser uno
de los sustratos preferidos durante el desarrollo embrionario en la etapa de 12
células, por lo que la oxidacién aumenta durante las fases de compactacion de
la morula y blastulacion (Azzi-Moghadam, 2012). El uso de antioxidantes como
protectores del embrién de las fuentes de ROS, ha sido una valiosa herramienta
en reproducciéon animal desde hace algunos afos (Aréchiga et al., 1998;
Agarwal y Allamaneni, 2004). Los embriones pueden usar multiples
mecanismos para protegerse del estrés oxidativo generado por si mismo o el
ambiente que los rodea, pues de manera natural producen antioxidantes no
enzimaticos como la vitamina C, el glutatién, hipotaurina y taurina, que los
protegen de las fuentes externas de ROS, ademas de otros como son SOD,
catalasa y glutation peroxidasa (Agarwal y Allamaneni, 2004). Muchos
antioxidantes han sido estudiados debido a que han demostrado tener efectos
benéficos en la calidad embrionaria. Por ejemplo, las vitaminas C y E, las
cuales ayudan a prevenir el dafio en la célula ocasionado por las ROS, ademas
se han observado incrementos en la capacidad de desarrollo embrionario,
reduccion de blastocistos degenerados, incremento en las tasas de desarrollo
en blastocistos y reduccion de apoptosis, asi como mejoras en el ambiente para
la preimplantacién embrionaria, al suplementar con dichas vitaminas (Agarwal
et al., 2006).

La vitamina E estd representada por una familia estructuralmente compuesta
(vitameros), se encuentra en forma natural en aceites vegetales o materiales

vegetales (Bramley et al., 2000). Es un potente antioxidante soluble lipidico en



plasma, donde se incluyen a-, B-, y- y 0- tocoferoles, estos compuestos
contienen un anillo de cromanol unidos a un fitilo saturado (tocoferoles) e
insaturados (tocotrienoles) y varian de acuerdo al nUmero de grupos metilo o en

el anillo de cromanol (Grilo et al., 2014).

Los requerimientos de vitamina E en rumiantes se evallan de acuerdo a la
cantidad necesaria que ayude a prevenir el desarrollo de miopatias subclinicas.
Por otra parte, se sugiere que el requisito minimo de vitamina E en materia seca
sea de 10-20 mg kg?' equivalente a 15-30 Ul kg?! de MS, en ovejas. La
recomendacion puede aumentar a 15-28 mg kg, si el contenido de selenio (Se)
es bajo en la dieta (Liu et al., 2004). Cuando existen deficiencias de vitamina E,
se tiene como consecuencia la miopatia nutricional, la cual ocasiona una alta
mortalidad en ovinos en crecimiento (Steele et al., 1980). La vitamina E es
importante para asegurar la supervivencia de corderos destetados, ya que
participa en funciones vitales como: inmunidad, mejora los niveles de Se y
aminoacidos azufrados. Se requieren 0.1 mg de vitamina E kg* de MS en la

dieta para mantener la competencia inmune en ganado ovino (Liu et al., 2014).
2.3.2 Importancia de la vitamina E en la reproduccion

La vitamina E juega un papel importante en el control del estrés oxidativo y la
eficiencia reproductiva, tanto en hembras como en machos. Por ejemplo, los
espermatozoides estan sujetos a dafio oxidativo debido a su alta tasa
metabdlica, y a la elevada concentracion de acidos grasos poliinsaturados que
constituyen sus membranas: Por otra parte, en hembras el estrés oxidativo
afecta el desarrollo folicular y compromete la actividad ovarica; siendo
indispensable, en ambos casos, el papel de la vitamina E como antioxidante
gue ayude a mitigar o prevenir el dafio ocasionado por la oxidacion (Murdoch y
Martinchit, 2004). La vitamina E previene el dafo oxidativo en membranas
celulares mediante la destruccion o evitando la formacién de hidroperoxidos,
actia junto con el Se y protege las membranas celulares y los organelos de
dafios peroxidativos, ademas de destruir peréxidos enddgenos (Gupta et al.,
2005).



De igual manera en reproduccion, la vitamina E protege el epitelio ovéarico del
dafio oxidativo inducido por la ovulacién, pues durante ésta ocurre muerte
celular en la superficie del apice de los foliculos preovulatorios para formar el
estigma (Murdoch y Martinchit, 2004). Otros estudios afirman que la
combinacion de Se y vitamina E reduce la retencion de membranas fetales en

ganado lechero (Aréchiga et al., 1998).
2.4 Importancia del a-tocoferol

El a-tocoferol (Figura 2) se ha definido como una cadena de radicales que tiene
una naturaleza hidrofébica que opera en un ambiente lipidico. El a-tocoferol
tiene un efecto antioxidante que restringe los efectos directos en las
membranas, ademas de inhibir las enzimas que producen a los radicales, pero
también funciona como activador de enzimas antioxidantes (Azzi, 2007). El a-
tocoferol tiene una alta potencia bioldgica (Grilo et al., 2014). La digestion de los
tocoferoles y tocotrienoles es similar a los lipidos, de modo que la
emulsificacion y la incorporacion de micelas mixtas se lleven a cabo. Estos
compuestos son absorbidos por los enterocitos y son transportados al intestino
delgado, en estas células los tocoferoles son incorporados por los
quilomicrones y son transportados al sistema linfatico (Grilo et al., 2014). Los
tocoferoles llegan al higado a través de los quilomicrones, el alfa-tocoferol es
transportado por una proteina con alta afinidad por lo que es el isdbmero que se

encuentra en mayor concentracion en el plasma y tejidos (Fu et al., 2014).

c-tocopherol

Figura 2. Estructura molecular del a- tocoferol (Azzi, 2007).

En rumiantes el 50% de acetato de a-tocoferol es degradado en el rumen,

debido a que actia como antioxidante en la alimentacién y es en el intestino
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donde se pueden causar pérdidas antes de su absorcion (EFSA, 2010). BASF
(2005) sugiere que los requerimientos de vitamina E dependen del consumo de
acidos grasos poliinsaturados (mas de 7 g de acido linoleico) en humanos, y
que altos consumos de acidos grasos poliinsaturados incrementan los

requerimientos de vitamina E (EFSA, 2010).

En reproduccién se han realizado investigaciones sobre la suplementacion de
a-tocoferol en combinacion con el acido ascérbico en cultivos in vitro. Natarajan
et al. (2010) y Miclea et al. (2012) reportaron que la combinacion de ambos
antioxidantes (20 uyM a-tocoferol y 750 uM de &cido ascérbico) tienen un efecto
positivo en la maduraciéon de los ovocitos por la expansiéon del cumulus
oophorus. Natarajan et al. (2010) encontraron que la tasa de desarrollo de
blastocistos fue mayor al suplementar con a-tocoferol 100 uM (p<0.01) y 400
MM (p<0.05), con respecto al grupo control. El efecto fue asociado a que se
mejora el ambiente embrionario en cultivos in vitro y los embriones se protegen

del dafio oxidativo.
2.5 Superovulaciéon en ovejas

Los tratamientos hormonales para la superovulacién y subsecuente coleccion
de embriones en ovejas han sido de las herramientas mas eficientes para
programas de mejora genética y preservacion de razas ovinas. Por lo anterior,
se han evaluado diferentes procedimientos enfocados a incrementar el nimero
de embriones transferibles (Forcada et al., 2013; B6 y Mapletoft, 2014). No
obstante, existe una variabilidad impredecible en la respuesta a la
superovulacién, la cual se atribuye a factores tanto enddgenos (genéticos,
estado nutricional, estado folicular, estacion del afio, etc.) como exdgenos
(tratamiento de superovulacién, contaminacion de las gonadotropinas, etc.),
aunque la contribucion de cada uno es dificil de estimar o corregir (Amiridis y
Cseh, 2012).

Las gonadotropinas utilizadas en los programas de superovulacion incluyen a la
gonadotropina coridnica equina (eCG) aplicada en una sola inyeccion, o

aplicaciones multiples de hormona foliculo estimulante. También se usa la
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gonadotropina menopausal humana (hMG), la cual tiene efectos similares a la
eCG. La hMG induce regresién luteal prematura, por lo que su uso es limitado
(Hu et al., 2010; Amiridis y Cseh, 2012).

La eCG se ha utilizado para inducir ovulacion multiple (Lozano-Gonzélez et al.,
2012) mediante la aplicacion de una inyeccién al retirar los dispositivos
liberadores de progesterona o progestagenos (Abecia et al.,, 2011). La eCG
presenta mayor actividad de FSH y menor de LH, por lo cual ocasiona un
incremento en el crecimiento folicular y el reclutamiento de foliculos pequenios,
aumentando la tasa de ovulacién (Dias et al., 2001). Sin embargo, la aplicacion
de dosis altas es menos eficiente, y ocasiona la formacion de foliculos
persistentes, ovocitos anormales y anticuerpos que pueden afectar la fertilidad
posterior de las hembras, por lo que su uso ha disminuido en programas de

superovulacién (Abecia et al., 2011; Amiridis y Cseh, 2012).

Debido a los efectos indeseables que presenta la eCG, su uso ha sido
reemplazado por extractos de pituitaria que contienen FSH, principalmente de
origen porcino y ovino (Armstrong y Evans, 1983). Sin embargo, por su corto
tiempo de vida, debe ser suministrada en forma repetida, incrementandose los
costos del tratamiento (Kanitz et al., 2002). Aunque el uso de dosis decrecientes
de FSH es comunmente cuestionado, aparentemente el decremento de la dosis
en el tratamiento reduce la incidencia de foliculos anovulatorios y previene la
atresia de foliculos grandes (Gonzalez-Bulnes et al., 2004). Por otra parte, se
ha demostrado que el uso combinado de FSH y eCG en tratamientos de
superovulacién incrementa la respuesta superovulatoria (Cseh y Solti, 2001). La
aplicaciéon unica de FSH en conjunto con eCG representan un costo bajo, sin
comprometer la tasa de produccién embrionaria. Sin embargo, los embriones
producidos después del uso combinado de estas gonadotropinas presentan
mas bajo numero de células y reducida viabilidad después de la vitrificacion que

los producidos con FSH sola (Leoni et al., 2001).
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4. SUPLEMENTACION DE a-TOCOFEROL EN DOS GRUPOS
RACIALES DE OVEJAS: EFECTO EN LA PRODUCCION DE
EMBRIONES IN VIVO?!

4.1 Resumen

La eficiencia de un programa de ovulacion mdultiple y transferencia de
embriones depende del numero de embriones de buena calidad obtenidos,
algunos estudios sugieren que la suplementacién con antioxidantes puede
ayudar a mejorar la calidad del embrién. El objetivo del estudio fue evaluar el
efecto de la suplementacion con a-tocoferol en la calidad de embriones
producidos en un programa de ovulacion multiple en dos razas ovinas. Para su
estudio se aplicaron 500 Ul a 12 hembras Charollais y 12 Dorper (tratamiento
1), y 0 Ul a 11 hembras Charollais y 8 Dorper (tratamiento 2). Las ovejas se
sincronizaron con esponjas intravaginales por 12 dias y el dia 10 fueron
superovuladas con una fuente purificada de hormona foliculo estimulante. Los
celos se detectaron con machos marcadores y las ovejas se inseminaron por
laparoscopia 18 h después del celo con 4 dosis de semen fresco. La
recuperacion embrionaria se realizé 7 d después del celo por laparotomia. Se
midié la tasa de ovulacion, tasa de recuperacion, fertilizacion embrionaria, y
calidad de las estructuras recuperadas. Los resultados se analizaron mediante
los procedimientos GLM y CATMOD como fue requerido. No se encontro efecto
(p>0.05) de la aplicacién de a-tocoferol, raza o su interaccion en las tasas de
ovulacion y recuperacion. La tasa de fertilizacion fue similar (p>0.05) entre
ovejas tratadas o no con a-tocoferol, pero fue mayor (p<0.05) en ovejas Dorper
que Charollais (45.10 vs. 36.42%). La calidad embrionaria fue similar (p>0.05)
entre razas, pero inferior (p<0.05) en ovejas tratadas (53.91%) que en las que
no recibieron a-tocoferol (70.33%). La misma tendencia se presentd en las dos
razas. La aplicacion de a-tocoferol no mejoré la tasa de fertilizacion ni la calidad
de los embriones recuperados bajo las condiciones del estudio.

Palabras clave: ovinos, estrés oxidativo, ovulacion multiple, calidad
embrionaria.

1 Tesis de Maestria en Ciencias en Innovacion Ganadera, Universidad Autonoma Chapingo
Autor: Yesenia Lépez Del Valle
Director de Tesis: Raymundo Rangel Santos, Ph. D.
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5. a-TOCOPHEROL SUPPLEMENTATION IN TWO RACIAL
GROUPS OF EWES: EFFECT ON IN VIVO EMBRYOS
PRODUCTION?

5.1 Abstract

The efficiency of a multiple ovulation and embryo transfer (MOET) program
depends on the number of good quality embryos obtained., Some studies
suggest that supplementation with antioxidants can improve embryo quality. The
objective of the study was to evaluate the effect of a-tocopherol supplementation
on embryo quality of a MOET program in two sheep breeds. In the study 500 1U
a-tocopherol were administered to 12 Charollais and 12 Dorper ewes (treatment
1), and 0 IU were given to 11 Charollais and 8 Dorper females (treatment 2).The
ewes were synchronized with intravaginal sponges for 12 days, on day 10th they
were superovulated with a purified source of follicle stimulating hormone. Estrus
was detected with teaser rams; ewes in estrus were inseminated by laparoscopy
18 h after estrus onset with 4 doses of fresh semen. Embryo recovery was done
7 d after estrus by laparotomy. Ovulation rate, recovery rate, fertilization rate,
and embryo quality were recorded. The results were analyzed using GLM and
CATMOD procedures. There was no significant (p>0.05) effect of a-tocopherol
application, breed or their interaction on ovulation and recovery rates.
Fertilization rate was similar (p>0.05) among ewes treated or not with a-
tocopherol, but was higher (p<0.05) in Dorper than in Charollais ewes (45.10 vs.
36.42%). Embryo quality was similar (p>0.05) among breeds, but lower (p<0.05)
in treated (53.91%) than non-treated (70.33%) a-tocopherol ewes. Application of
a-tocopherol did not improve fertilization rate and embryo quality of
superovulated ewes under the conditions of the study.

Key words: sheep, oxidative stress, multiple ovulation, embryos quality.

2 Master of Sciences Thesis, Universidad Autonoma Chapingo
Author: Yesenia Lopez Del Valle
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5.2 Introduccién

En ovejas las técnicas de reproduccion asistida se utilizan para incrementar la
eficiencia reproductiva (Grazul-Bilska et al., 2007). Loa programas de ovulacion
multiple y la transferencia de embriones (MOET) es una herramienta importante
para la mejora y conservacion de animales de alto valor genético, no obstante,
la eficiencia de una MOET depende en gran medida del nimero de embriones
transferibles obtenidos (Mayorga et al., 2011).

El uso de antioxidantes ha sido una de las alternativas empleadas para tratar de
incrementar el nimero de embriones de buena calidad en programas de
superovulaciéon (Agarwal y Allamaneni, 2004; Agarwal et al., 2006; Fortier et al.,
2015). Diversos estudios han examinado el papel del balance entre radicales
libres y antioxidantes en la maduracion y fertilizacion del ovocito (Riley y
Behrman, 1991), y se ha demostrado que la excesiva produccion de radicales

libres puede ser una causa de infertilidad (Aréchiga et al., 1998).

En la Ultima década se han realizado diversos estudios sobre el dafio oxidativo
a nivel celular. Desde 1922 la vitamina E se ha considerado un nutriente
esencial en la reproduccion de los mamiferos (Brigelius-Flohé y Traber, 1999),
ya que protege a los érganos reproductivos del dafio oxidativo causado por la
peroxidacioén lipidica y mejora la eficiencia reproductiva (Hong et al., 2009). La
vitamina E se agrupo segun el tipo tocoferoles a, B, y y & y de tocotrienoles en
a, B, vy 6 (Brigelius-Flohé y Traber, 1999). Se ha demostrado que el uso de a-
tocoferol mejora la maduracion del ovocito y la expansion del cumulus oophorus
(Miclea et al., 2012). Ademas, restringe efectos directos sobre la membrana
celular, inhibe enzimas que producen radicales libres y activa enzimas
antioxidantes (Azzi, 2007). El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto
de la raza y la suplementacién de a-tocoferol en la fertilizacion y calidad

embrionaria de ovejas superovuladas.
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5.3 Materiales y métodos
5.3.1 Localizacion

El experimento se realiz6 en un rancho comercial ubicado en el municipio de
Jocotitlan, Estado de México, entre las coordenadas 19°42°40” latitud norte y
99°47°20” longitud oeste, a una altura promedio de 2538 msnm. Con una
temperatura media anual de 12.4°C vy lluvias en verano con una precipitacion
anual de 757 mm (CONAGUA-SMN, 2016).

5.3.2 Animales

Se utilizaron 43 ovejas multiparas Charollais (24) y Dorper (19), con promedio
de peso vivo (PV) de 84.3+2.03 y 81.9+3.04 kg, respectivamente.

5.3.3 Disefio del estudio

El estudio se realizd durante el mes de diciembre de 2014. Las hembras se
distribuyeron por raza y se asignaron aleatoriamente a los tratamientos: 1,
aplicacion intramuscular de 500 Ul de a-tocoferol (a-Tocopherol ®, Sigma-
Aldrich, Alemania) utilizando como vehiculo aceite de oliva extra virgen (El

Espafiol ®, México) y 2, sin aplicacion de a-tocoferol (0 Ul).
5.3.4 Manejo alimenticio

Las ovejas fueron alimentadas con ensilado de maiz y concentrado comercial
(Borregas reproductoras ®, Maltacleyton, México), a cada oveja se le ofrecieron

2 kg de la mezcla por dia y agua a libre acceso.
5.3.5 Protocolo de sincronizacion y superovulacion

El dia O se insertd una primera esponja intravaginal impregnada con 20 mg de
cronolona micronizada (Chrono Gest ®, Intervet, México), ademas se aplicaron
5 mg de selenio y 68 Ul de vitamina E (MU-SE ®, Intervet, México). El dia 6 del
protocolo se removio la primera esponja y se insertd una segunda. Durante los
dias 8, 9, 10, 11 y 12 se llevé a cabo la superovulacién, mediante la aplicacion
de FSH (20 mg de FSHp mL?; Folltropin-V ®, Vetepharm, Canada) en dosis
decrecientes (50 y 46; 46 y 30; 30 y 26; 26 y 14 mg de FSHp d1; am y pm,
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respectivamente). El dia 8 del protocolo se realizé la aplicacion de 500 Ul de a-
tocoferol por via IM por oveja, al momento de aplicar la FSHp. El dia 9 las
ovejas recibieron 250 pg cloprostenol (Celosil ®, Intervet, México) y 200 Ul de
gonadotropina coridnica equina (eCG; Folligon ®, Intervet, México). El dia 11 se
suministraron 250 pg de cloprostenol, y se removid la segunda esponja.
Ademas, se aplicaron 200 pg de gonadorelina (GnRH ®, Sanfer, México) al

momento del celo.
5.3.6 Inseminacion artificial

La deteccion del celo se realiz6 24 h después de remover la segunda esponja.
Las ovejas se inseminaron por laparoscopia 24 h después de detectado el celo,
con dosis diluidas de semen fresco (100x10° espermatozoides dosis™)
provenientes de machos de la raza Charollais y Dorper de fertilidad conocida. El
semen fue envasado en pajillas de 0.25 mL, aplicandose la mitad de la dosis en

la parte media de cada cuerno uterino.
5.3.7 Recuperacién embrionaria

La recuperacién embrionaria se realiz6 mediante laparotomia, para llevarla a
cabo se aplicaron 0.2 mg Kg* PV mg de xilacina IM (Procin ®, Pisa, México) y 6
mg Kg* PV de ketamina por via IV (Anesket ®, Pisa, México). Se lavo, rasur6 y
desinfectd la regién ventral enfrente de la ubre. La cavidad abdominal fue
insuflada con COg, y se realizd una incision de aproximadamente 5 cm en la
linea media, incidiendo piel y peritoneo. Posteriormente se exteriorizaron los
cuernos uterinos con una pinza Babcock y se fijaron con gasa para evitar su
retorno a la cavidad abdominal. En seguida se realiz6 una puncion en la base
de uno de los cuernos con una pinza chica por donde fue introducido un catéter
Foley No.12. El catéter fue fijado en el cuerno al aplicar 4 a 6 cm? de aire. En
seguida se practicO una segunda puncion cerca de la unidn utero-tubarica,
donde se coloco un Punzo-cat No. 18 conectado a una jeringa conteniendo 60
mL de medio de lavado (Flushing ®, Bioniche). El procedimiento fue realizado
en ambos cuernos cuando el numero de cuerpos luteos fue de tres o mas. El

medio de lavado fue colectado en un filtro estéril (Emcon ®, Biogenec) con
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malla de 80 pum, el cual fue colocado a la salida del catéter Foley. Una vez
finalizado el lavado del cuerno, se retir6 el filtro, se vacio el contenido en una
caja de Petri, y se procedi6 a la busqueda de estructuras (embriones: mérulas y

blastocistos, y ovocitos) con la ayuda de un microscopio esteroscopico.
5.3.8 Evaluacién embrionaria

Los embriones se contabilizaron y se clasificaron de acuerdo a sus
caracteristicas morfoldgicas en calidad buena (forma esférica, simetria de color
y textura, tamafo de células uniforme, sin imperfecciones, pocos blastomeros
extruidos) y mala (forma irregular, presencia de blastémeros extruidos,
vesiculas y pocas células degeneradas), de acuerdo a la clasificacion propuesta
por Lindner y Wrigth, (1983).

5.3.9 Analisis estadistico

Las variables de respuesta de tasa de ovulacion y tasa de recuperacion
embrionaria se analizaron, bajo el supuesto de que cuentan con distribucién
normal, mediante el procedimiento GLM de SAS (SAS 9.3, 2013).

Las variables de respuesta tasa de fertilizacion y la calidad embrionaria, se
analizaron mediante modelos de datos categoéricos con el procedimiento
CATMOD de SAS (SAS 9.3, 2013).

El modelo estadistico utilizado para tasa de ovulacion, tasa de recuperacion

embrionaria fue el siguiente:
yijk = Tz + Utj + ‘Sijk

yijx = Tasa de ovulacion y/o tasa de recuperacion embrionaria de la oveja de

la i-ésima raza con la j-ésima aplicacion de vitamina E.

rz; = Efecto de la raza de la oveja, i = Charollais, Dorper
vt; = Efecto de cantidad de vitamina E aplicado a la oveja, j = 0 Ul, 500 UI
ik = Error (0, o)
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El modelo estadistico utilizado para las variables analizadas mediante modelos

de datos categoricos (tasa de fertilizacion y calidad embrionaria) fue el

siguiente.
eﬁ0+ B1TZ+ ﬁzvt
pl = 1 _I_ eﬁo‘l‘ ﬁer‘l‘ Bzvt
p; = Probabilidad de la hembra sea fecundada, y la calidad del embrién

segun la raza de la oveja y/o la dosis de vitamina E aplicada.

B; = Coeficientes de regresion parcial asociados a la ordenada al origen (|

=0), el efecto de raza (j =1) y el efecto de la dosis de vitamina E aplicado

Efecto de la raza de la oveja, k = Charollais, Dorper.

TZy

vt; = Efecto de la I-ésima dosis de vitamina E aplicada, | = 0 Ul, 500 UI.

5.4 Resultados
5.4.1 Tasade ovulacién

No se encontraron diferencias (p>0.05) en el nuimero de cuerpos lateos
presentes en el ovario derecho (CLOD), izquierdo (CLOI) y totales (CLT) entre
razas, entre ovejas suplementadas y no suplementadas con a-tocoferol, y de la

interaccidn entre raza y suplementaciéon con a-tocoferol (Cuadro 1).

Cuadro 1. Influencia de la raza, suplementacion con a-tocoferol y su interaccion

en la tasa de ovulacion® de ovejas superovuladas.

Tasa de ovulacién (X+E.E.)

item N CLOD CLOI CLT

Raza

Charollais 24 9.04+0.842  10.63+1.08%  19.67+1.652

Dorper 19 8.55+0.952  8.03x1.232  16.57+1.872
p=0.70 p=0.12 p=0.22
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Dosis de a-tocoferol (Ul)

500 24 8.34+0.862 9.51+1.112 17.84+1.682
0 19 9.25+0.942 9.15+1.212 18.40+1.842
p=0.70 p=0.83 p=0.83
Raza Dosis de a-
tocoferol (Ul)
500 12 8.58+1.852 10.83+1.532 19.42+2.332
Charollais
0 11 9.50+1.852 10.42+1.532 19.92+2.332
500 12 8.09+1.242 8.18+1.602 16.27+£2.432
Dorper
0 8 1.90+1.452 7.88+1.872 16.88+2.852
p=0.87 p=0.47 p=0.65

“Porcentajes con diferente literal * en cada columna son estadisticamente diferentes (p<0.05).

5.4.2 Tasade recuperacion embrionaria

No se encontraron diferencias (p>0.05) en el niumero promedio de estructuras

totales recuperadas (EST) y el porcentaje de recuperacion (YoREC) entre razas,

ovejas suplementadas o no con a-tocoferol, asi como en la interaccion entre

raza y suplementacion con a-tocoferol (Cuadro 2).

Cuadro 2. Efecto de la raza, suplementacion con a-tocoferol y su interaccion en

el nimero promedio’ de estructuras totales recuperadas (EST) y el porcentaje”

de recuperacion embrionaria (% REC) de ovejas superovuladas.

Tasa de recuperacion
embrionaria (XtE.E.)

% REC
item CLT EST
Raza
Charollais 19.67+1.652 12.58+1.612 61.14+5.292
Dorper 16.57+1.872 8.12+1.832 45.95+6.022
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p=0.22 p=0.70 p=0.70
Dosis de a-tocoferol (Ul)
500 24 17.84+1.682 10.56+1.642 54.17+5.412
0 19 18.40+1.842 10.15+1.808  52.92.+5.922
p=0.83 p=0.87 p=0.88
Dosis de
Raza a-tocoferol
(Un
500 12 19.42+2.332 12.75+2.274 63.57+7.482
Charollais
0 11 19.92+2.332 12.42+2.274 58.70+7.482
500 12 16.27+2.432 8.36+2.372 44.76+7.822
Dorper
0 8 16.88+2.852 7.88+2.782 47.13+£9.172
p=0.65 p=0.35 p=0.28

YMedias o Zporcentajes con diferente literal * en cada columna son estadisticamente diferentes
(p<0.05).

5.4.3 Tasa de fertilizacién

La tasa de fertilizacion embrionaria fue diferente (p<0.05) entre razas, sin
embargo, fue similar (p>0.05) entre ovejas suplementadas y no suplementadas
con a-tocoferol. Se encontré efecto (p<0.05) de la interaccién entre raza y
suplementacién con a-tocoferol (Cuadro 3). En ovejas de la raza Charollais la
aplicacién de a-tocoferol produjo porcentaje de fertilizacion (41.18%) mayor que
el de ovejas no suplementadas (31.54%), no obstante, estos porcentajes no
fueron diferentes estadisticamente. Para la raza Dorper, el mayor porcentaje de
fertilizacion se obtuvo en las ovejas del grupo control (69.84%), con respecto al
de las suplementadas (56.52%), no obstante, estos porcentajes no difirieron

estadisticamente.

Dentro de la interaccibn (Raza x Dosis de a-tocoferol), ovejas no

suplementadas (0 Ul) de la raza Dorper tuvieron una mayor tasa de fertilizacién
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(p<0.05) que Charollais (69.84% vs. 31.54%), mientras que en ovejas

suplementadas (500 Ul) la tasa de fertilizacion fue similar entre razas (41.18%

vs. 56.52%); sin embargo, la tasa de fertilizacion fue similar entre ovejas

suplementadas y no suplementadas, de la misma raza (Charollais: 41.18 vs.
31.54%; Dorper: 56.52 vs. 69.84%).

Cuadro 3. Efecto de la raza, suplementacién con a-tocoferol y su interaccion

sobre la tasa de fertilizacion® embrionaria.

Estructuras Huevos %
Item N
Totales fertilizados fertilizacion
Raza
Charollais 24 302 110 36.422
Dorper 19 155 96 45.10P
p<0.01
Dosis de a-
tocoferol (Ul)
500 23 245 115 46.932
0 20 212 91 42.92a
p=0.39
Raza Dosis de a-
tocoferol (Ul)
500 12 153 63 41.182b
Charollais
0 11 149 47 31.54P
500 12 92 52 56.52a¢
Dorper
0 8 63 44 69.84¢
p<0.01

“Porcentajes con diferente literal ** en cada columna son estadisticamente diferentes (P<0.05).
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5.4.4 Calidad embrionaria

El porcentaje de embriones de calidad buena y mala fue similar (p>0.05) entre
razas, aungue el porcentaje de embriones de calidad buena fue mayor (p<0.05)
en las ovejas del grupo control (70.33 vs. 53.91%), mientras que el porcentaje
de embriones de calidad mala fue superior en las ovejas tratadas con a-
tocoferol (46.09 vs. 29.67%). No se encontro efecto de la interaccion (p>0.05)
entre raza y suplementacion con a-tocoferol en el porcentaje de embriones de

calidad buena y mala (Cuadro 4).

Cuadro 4. Efecto de raza, suplementacion con a-tocoferol y su interaccién sobre

la calidad® embrionaria.

Embriones
Totales Calidad buena Calidad mala

item N No. % No. %
Raza
Charollais 110 69 62.722 41 37.282
Dorper 88 57 59.372 39 38.12

p=0.62
Dosis de a-tocoferol (Ul)
500 115 62 53.912 53 46.09°
0 91 64 70.33° 27 29.672

p<0.05

Raza Dosis de
a-tocoferol (Ul)
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500 63 36 57.142 27 42.862

Charollais
0 47 33 70.212 14 29.792
500 52 26 50.002 26 50.002
Dorper
0 44 31 70.452 13 29.552
p=0.09

“Porcentajes con diferente literal * en cada columna son estadisticamente diferentes (P<0.05)

5.5 Discusion
5.5.1 Tasade ovulacion

La tasa de ovulacién fue similar en OD y Ol. Los resultados son contrarios a los
reportados en ovejas por Karami et al. (2009), quienes indicaron que el ovario
derecho tiene mayor actividad que el ovario izquierdo, ya que el ovario derecho
presentd mayor incidencia de ovulaciones dobles, lo cual puede estar asociado
a mayor circulacion sanguinea y alta concentracion de progesterona en suero.
Posiblemente las diferencias se deban a que en el presente estudio las ovejas
fueron estimuladas con gonadotropinas exégenas y en el caso de Karami et al.

(2009), se usaron ovejas no estimuladas hormonalmente.

No se encontraron diferencias (p>0.05) en la tasa de ovulacion entre ovejas
Charollais y Dorper (19.67+1.65 vs. 16.57+1.87). Los resultados son diferentes
a los reportados por Rodriguez (2004), quien reportd mayor (p<0.05) tasa de
ovulacion en ovejas Charollais que en Dorper (18.16+0.99 vs. 10.70+0.86). La
variacion en la tasa de ovulacién fue mayor en el presente estudio, lo cual
podria ayudar a explicar la ausencia de diferencias significativas entre razas. La
mayor respuesta en las ovejas Charollais ha sido asociada al niumero de
corderos nacidos que normalmente produce dicha raza (Schmidova et al.,
2014), lo cual sugiere que podria presentar una poblacién folicular con
capacidad de responder a la aplicacion de gonadotropinas exdgenas mayor que
las ovejas Dorper. Estudios en ovejas (Lopez-Alonso et al., 2005), vacas (Malhi

et al., 2008) y cabras (Lehloenya y Greyling, 2010) han reportado mayores
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tasas de ovulacibn en hembras con poblaciones foliculares ovéricas altas

sometidas a tratamientos de superovulacion.

La tasa de ovulacion fue similar entre ovejas suplementadas o no con a-
tocoferol (17.84+1.63 vs. 18.40+1.84). Los resultados concuerdan con los
reportados por Raasch et al. (1997), al aplicar 300 Ul de vitamina E en ovejas
Suffolk y Hampshire (2.2+.1 vs 2.3+.1), aunque en dicho estudio las ovejas no

fueron estimuladas con gonadotropinas exogenas.

No se encontrd efecto significativo (p>0.05) de la interaccién entre raza y la
dosis a-tocoferol, lo cual sugiere que la tasa de ovulacion entre razas fue

independiente de la aplicacion de a-tocoferol.
5.5.2 Tasade recuperacion embrionaria

En el presente estudio la tasa de recuperacion embrionaria fue similar (p>0.05)
entre ovejas raza Charollais (61.14+5.29) y Dorper (45.95+6.02). Los resultados
son similares a los reportados por Rodriguez (2004) quien obtuvo una tasa de
recuperacion embrionaria para Charollais de 75.76+8.6 y para Dorper de
63.61+7.5, sin encontrar diferencias (p<0.05). Por otra parte, Cordeiro et al.
(2003) y Forcada et al. (2011) mencionan que la tasa de recuperacion
embrionaria puede ser afectada por la presencia de adherencias post-
operatorias, y en el presente estudio, algunas hembras ya habian sido
candidatas en programas de transferencia de embriones. Ademas, la presencia
de foliculos grandes o en crecimiento al inicio del tratamiento de superovulacién
disminuye la produccion de embriones (Veiga-Lopez et al., 2006; Bartlewski et
al., 2008).

No se encontrd efecto (p>0.05) de la aplicacién de a-tocoferol en la tasa de
recuperacion embrionaria, ni tampoco efecto de la interaccion entre raza y dosis

de a-tocoferol (p>0.05).
5.5.3 Tasade fertilizacion embrionaria
La aplicacion de tratamientos de superovulacion en general incrementa las

concentraciones de estradiol, modificando el ambiente a nivel del oviducto y en

33



consecuencia se incrementa la cantidad de ovocitos no fertilizados y embriones
degenerados (Folch et al., 2001). La tasa de fertilizacion fue menor (p<0.01) en
ovejas Charollais que en Dorper (36.42% vs. 45.1%). La tasa de ovulacion
puede afectar la tasa de fertilizacion. Al respecto, tasas de ovulacién altas
(12.6+0.25; Lymberopoulos et al., 2001), medias (10.9+2.3; Armstrong y Evans,
1984) y bajas (7.8£1.39; McKelvey et al., 1985) han sido asociadas con
porcentajes de fertilizacion medios (81.9), bajos (72.0) y altos (90.0),
respectivamente. En el presente estudio, aunque no se encontraron diferencias
significativas en la tasa de ovulacion entre razas, las ovejas Charollais
presentaron respuestas aritméticamente mayores que las ovejas Dorper, por lo
gue la tasa de fertilizacion pudo verse disminuida. Por otra parte, la formacién
de adherencias post-operatorias también afecta el transporte espermatico y en
consecuencia se incrementa la cantidad de ovocitos no fertilizados (Forcada et
al. 2011). Ademas, la induccion de ovulaciones frecuentes disminuye el
contenido de ADN mitocondrial, generando ovocitos de baja calidad (Miyamoto
et al., 2010).

La tasa de fertilizacion embrionaria fue similar (p>0.05) entre ovejas
suplementadas o no suplementadas con a-tocoferol (46.93% vs. 42.92%).
Aunque algunos autores (Agarwal y Allameni, 2004) afirman que en el foliculo
existen fuentes potenciales de ROS, como resultado de la actividad metabdlica
normal de las células de la granulosa, las cuales podrian reducir la tasa de
fertilizacion. La ausencia de efecto al aplicar a-tocoferol podria sugerir que en el
liquido folicular se encuentran compuestos antioxidantes que protegen al
ovocito del dafio producido por las ROS. Sin embargo, la produccion excesiva
de ROS puede producir dafios que afectan la calidad del ovocito (Tamura et al.,
2008). Ademas, ovocitos con baja capacidad antioxidante tienen menor

posibilidad de ser fecundados y desarrollarse (Kazemi et al., 2013).

La suplementacion con a-tocoferol no afectd la tasa de fertilizacion dentro de
razas, porcentajes similares se observaron en ovejas de la misma raza
suplementadas y no suplementadas. Sin embargo, la tasa de fertilizacion fue

mayor (p<0.01) en ovejas Dorper sin suplementacion con a-tocoferol (69.84%),

34



con respecto a la de ovejas Charollais suplementadas (41.18%) y no
suplementadas (31.54%).

5.5.4 Calidad embrionaria

No se encontraron diferencias (p>0.05) en los porcentajes de embriones de
buena (62.72 vs. 59.37%) y mala calidad (37.28 vs. 38.1) para las razas
Charollais y Dorper, respectivamente. El porcentaje de embriones de buena
calidad es similar al 69% reportado en ovejas Suffolk (Tabarez-Rojas et al.,
2009) y 66% en ovejas Katahdin (Sanchez et al., 2013) superovuladas. Las
ovejas superovuladas pueden presentar tasas de ovulacion altas, medias o
bajas y las bajas respuestas han sido asociadas con mayor calidad embrionaria
(Lymberopoulos et al., 2001). Ademas, D’Alessandro et al. (1996) sugieren que
la aplicacion de 250 Ul de FSHp puede generar mayores porcentajes de

embriones viables en ovejas superovuladas.

La suplementacién con a-tocoferol afectdé la calidad de los embriones
recuperados. El porcentaje de embriones de buena calidad fue menor (p<0.05)
en las ovejas suplementadas con 500 Ul de a-tocoferol que en las no
suplementadas (53.91 vs. 70.33%), mientras que el porcentaje de embriones de
calidad mala fue mayor en las ovejas suplementadas (46.09 vs. 29.67%). Los
resultados fueron contrarios y no concuerdan con los encontrados por Wang et
al. (2002), quienes sugieren que al suplementar con a-tocoferol se incrementa
la cantidad de embriones de buena calidad y el numero de blastocistos. No
obstante, Sales et al. (2008) indicaron que la suplementacion con a-tocoferol no
mejoré la calidad embrionaria en vaquillas superovuladas. Ademdas, bajo
condiciones in vitro la inclusiéon de vitamina E (600 y 800 uM) puede ser
embriotoxica (Wang et al., 2002) y perjudicar el desarrollo embrionario (Sudano
et al., 2010).

Heinonen y Albanes (1994) mencionan que altas dosis en la suplementacion de
a-tocoferol puede causar hemorragias e interrumpir la coagulacién sanguinea,
ademas, en trabajos in vitro, dosis altas inhibieron la agregacion de plaquetas.

Por otra parte, Ebner et al. (2008) reportaron que la presencia de coagulos de
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sangre en el complejo cumulus-ovocito estuvieron asociados a una reducida
calidad del ovocito, tasa de fertilizacion y formacion de blastocistos en
comparacion con los no afectados; estos mismos autores sugirieron que la
presencia de sangre tiene un efecto detrimental en la calidad del ovocito y la
futura segmentacion en el estadio de blastocisto, y que la remocién de los
coagulos de sangre no mejora la calidad del ovocito o el embrién.

La calidad embrionaria fue similar (p>0.05) entre ovejas suplementadas o no
con a-tocoferol independientemente de raza. No obstante, se encontr6 un
menor porcentaje de embriones de buena calidad en las ovejas suplementadas
con 500 Ul de a-tocoferol (Charollais: 57.14% y Dorper: 50%), mientras que un
mayor porcentaje de embriones de buena calidad se obtuvo en las ovejas que
no fueron suplementadas (Charollais: 70.21% y Dorper: 70.45%). Es posible
que la calidad embrionaria pudo ser afectada por la aplicacion de FSH
(D’Alessandro et al., 1996), que en conjunto con la aplicacion de a-tocoferol,
probablemente provocé un desbalance entre la cantidad de compuestos
oxidantes y antioxidantes (Agarwal et al.,, 2014). Finalmente, reduciendo la
calidad del ovocito y posteriormente del embrion. Por otra parte, EFSA (2010),
afirman que no hay evidencia suficiente de que los requerimientos minimos de
a-tocoferol en animales sean de 450 Ul por dia, por lo que es probable que la
suplementacién no haya sido adecuada.

5.6 Conclusién

La aplicacion de 500 Ul de a-tocoferol, en ovejas superovuladas de las razas
Charollais y Dorper, no mejor0 la tasa de fertilizacion ni la calidad de los
embriones recuperados. Sin embargo, la raza Dorper mostré una mayor tasa de

fertilizacion con respecto a Charollais.
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