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Resumen:

Las vitaminas C y E se han suplementado por separado para mejorar la fertilidad en el
ganado. EIl objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de las inyecciones combinadas
de dosis aumentadas de vitaminas C y E en parametros reproductivos del ganado lechero.
Las vacas lactantes Holstein (n= 44) se asignaron al azar a uno de tres tratamientos: 1)
Testigo: n =15, las vacas no fueron inyectadas con vitaminas; 2) VCE3: n= 15, recibieron
una unica inyeccion intramuscular de 3,000 Ul de vitamina E antes del estro y multiples
inyecciones subcutaneas de vitamina C con una dosis total de 3,000 mg antes y después
del estro; 3) VCE6: n= 14, las vacas se trataron como en VCE3, pero las dosis de
vitaminas C y E se incrementaron a 6,000 mg y 6,000 Ul. Los indicadores reproductivos
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medidos fueron el didmetro del foliculo preovulatorio, el tiempo al celo, el area del cuerpo
luteo, la tasa de prefiez 35 y 45 dias después de la IA y las concentraciones plasmaticas
de estradiol y progesterona. No hubo efecto del tratamiento en ninguno de los parametros
reproductivos evaluados (P>0.05), excepto que la dosis méas baja de vitaminas mantuvo
tasas de gestacion similares entre los tratamientos, aunque tuvieron concentraciones de
progesterona mas bajas (P<0.05) (19.4 = 2.66 vs 10.1 + 2.55 vs 19.2 + 0.44 ng mL™* para
los grupos Testigo, VCE3 y VCES, respectivamente). En conclusion, la suplementacion
con la mayor cantidad de vitamina C y E (6,000 mg y 6,000 Ul frente a 3,000 mg y 3,000
Ul) no aumenta significativamente los pardmetros reproductivos medidos.
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Introduccion

Igunos estudios han sugerido un papel fisiolégico de las vitaminas C y E en la
reproduccion del ganado®?. Se ha reportado una mejora en la fertilidad del ganado
después de la suplementacion con vitamina EG4. Esta vitamina puede mejorar la
fertilidad por un efecto antioxidante directo en el desarrollo del foliculo y el embrion® o
al influir en la apoptosis y proliferacion de las células foliculares®.

La vitamina C es necesaria para reactivar la actividad antioxidante de la vitamina E(7-®)
El efecto de la vitamina C en la funcion reproductiva esta mediado por su participacion
en la sintesis de colageno, la secrecion de hormonas y sus propiedades antioxidantes®-
Se ha sugerido que varias inyecciones de vitamina C antes y después del estro pueden
mejorar la fertilidad en vacas repetidoras?). Desafortunadamente, hay poca investigacion
que evalue el efecto de esta vitamina en el comportamiento reproductivo del ganado
lechero. Faltan estudios recientes que analicen los impactos de la vitamina C en la
fertilidad; los investigadores pueden haber perdido interés en evaluar las respuestas
reproductivas del ganado a esta vitamina, porque se piensa gque los bovinos no requieren
suplementacion con vitamina C(%),

Se sabe que la tasa de prefiez en vacas mejora cuando se inyectan 3,000 mg de vitamina
C y 3,000 Ul de vitamina E al mismo tiempo el dia esperado de la emergencia del foliculo
preovulatorio, en conjunto con inyecciones de vitamina C al momento de detectado el
celo y dos dias después de la inseminacion artificial (1A)?)- La primera inyeccion de estas
vitaminas tuvo como objetivo afectar el desarrollo del foliculo®® y, posiblemente, la
calidad del ovocito. La segunda inyeccion de vitamina C se administro para emular el
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aumento natural de esta vitamina durante el estro en el ganado®?. La tercera dosis de
vitamina C se inyect6 para influir en la funcionalidad del cuerpo Iiteo®>®- Por tanto,
segun la experiencia anterior, la hipétesis probada en este estudio fue que las vacas
inyectadas con 6,000 mg de vitamina C y 6,000 Ul de vitamina E antes y después del
estro sincronizado tendran una tasa de gestacion mas alta que las vacas inyectadas con
3,000 mg de vitamina C y 3,000 Ul de vitamina E.

Material y métodos

Todos los procedimientos técnicos y de manejo de animales en este estudio se realizaron
siguiendo las pautas del Consejo Canadiense para el Cuidado Animal (Canadian Council
on Animal Care)®",

Animales, tratamientos y disefo experimental

El experimento se realizd en la granja de investigacion en ganado lechero de la
Universidad Auténoma Chapingo, México. Se asigno al azar a vacas lecheras Holstein
lactantes (n= 44) de 4.6 £ 0.35 afios de edad, con un promedio de 163.4 £ 20.0 dias de
lactacion y en un hato con registro historico de 22 L dia® vaca?l, a uno de tres
tratamientos: 1) Testigo: n= 15, las vacas no fueron inyectadas con vitaminas; 2) VCES3:
n= 15, las vacas recibieron una inyeccion i.m. de 3,000 Ul de vitamina E ((z) a-
tocoferol®, Sigma-Aldrich) en el dia-5 (el dia 0 es el dia de la extraccion del dispositivo
intravaginal) e inyecciones s.c. de 3,000 mg de vitamina C (acido ascérbico®, Q.P.,
Reasol) el dia-5, inmediatamente después de la deteccion del estro y 2 dias después de la
inseminacién artificial; 3) VCE6: n= 14, las vacas se trataron como en el grupo VCES3,
pero las dosis de vitaminas E y C se incrementaron a 6,000 Ul y 6,000 mg,
respectivamente. El disefio experimental fue completamente aleatorio y la unidad
experimental fue una vaca.

Manejo reproductivo

La onda folicular de las vacas se sincroniz6 con un dispositivo intravaginal que contenia
1.0 g de progesterona (Sincrogest®, Ourofino Agronegocio, Sao Paulo, Brasil), insertado
intravaginalmente durante 8 dias, y una inyeccion i.m. de 250 pg de un anélogo de GnRH
(GnRH®, Sanfer) al momento de la insercion del dispositivo intravaginal. La regresion
del cuerpo luteo se indujo por inyeccion i.m. de 500 pg de cloprostenol (Celosil®, MSD
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Animal Health) al momento de extraer el dispositivo intravaginal. Una vez que se retir6
el dispositivo intravaginal, los animales se monitorearon constantemente (al menos cada
2 h) mediante observacion directa en busca de signos externos de estro (se considerd una
vaca en celo cuando ésta aceptdé la monta de otra). Las vacas se inseminaron
artificialmente 12 h después de la deteccion del estro con una dosis Unica
(aproximadamente 20 x 108 espermatozoides) de semen de un solo toro de fertilidad
comprobada.

Nutricion y alimentacion

Los animales recibieron una dieta que proporcioné 1,117 Ul de vitamina E (51.5 kg
dia-! vaca-! con alfalfa fresca (21.9 kg), maiz ensilado (21.9 kg) y concentrado comercial
(7.7 kg), llamado Ganadero 18, Productos Agropecuarios Tepexpan, SA de CV con 18 %
de proteina, 4 % de grasa y 12 % de fibra. El contenido de vitamina E en la dieta se
determin6 mediante cromatografia liquida de alta resolucion(®-

Parametros reproductivos

Los parametros reproductivos medidos fueron: el didmetro del foliculo preovulatorio, el
tiempo al estro después de la extraccion del dispositivo intravaginal, el area del cuerpo
luteo (CL), la tasa de gestacion y las concentraciones sanguineas de estradiol y
progesterona. El diametro del foliculo preovulatorio y el area de CL se midieron mediante
ecografia en tiempo real (Aloka Prosund 2, equipado con un transductor de matriz lineal
de 7,5 MHz, Hitachi Aloka Medical, Ltd., Japdn) por el mismo técnico. El diametro del
foliculo preovulatorio se calculé mediante el promedio de sus medidas horizontales y
verticales inmediatamente después de la deteccion del estro; mientras que el area de CL
se calculd directamente en el ecografo nueve dias después de la IA. El diagndstico de
gestacion se realiz6 30 y 45 dias después de la A por medio de ecografia. Se colectaron
muestras de sangre de la vena coccigea, utilizando tubos que contenian heparina sodica
como anticoagulante (BD Vacutainer®), inmediatamente después de la deteccion del
estro y nueve dias después de la IA. Las muestras de sangre se centrifugaron a 3,000 rpm
durante 10 min, y el plasma se separd y se almaceno a -20 °C hasta el dia del analisis,
para la determinacion de las concentraciones de estradiol y progesterona por ELISA
(Estradiol y progesterona-Elisa, DRG Instruments, GmbH, Alemania).
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Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizd en las variables procedentes sélo de vacas que
presentaron estro. EI ndmero de vacas que mostraron estro para cada uno de los
tratamientos fue: Testigo= 14, VCE3= 13 y VCE6= 14. Se hizo una prueba de normalidad
de los residuos utilizando PROC CAPABILITY del modelo final para cada variable.
Cuando los residuos no satisfacian la prueba de normalidad, los datos se sometieron a
transformacion logaritmica. EI modelo estadistico incluy6 el efecto fijo del tratamiento.
Ademas, los dias en la leche y la edad de la vaca se incluyeron en el modelo final
unicamente cuando fueron significativas. Los resultados se presentan como media * error
estandar (EE). En todos los casos, P<0.05 se le considerd significativa. Los datos se
analizaron mediante PROC GLM, excepto la tasa de gestacion, y las medias se
compararon con la prueba de Tukey. La tasa de gestacion a los 30 y 45 dias fue analizada
por PROC GLIMMIX considerando una distribucion binaria y utilizando la funcion logit.
Se utiliz6 el paquete estadistico SAS para todos los analisis.

Resultados

Los impactos de inyectar dosis mayores de vitaminas C y E en el desarrollo de estructuras
ovaricas y las concentraciones hormonales en el ganado lechero se muestran en el
Cuadro 1. En general, las vacas suplementadas con las dosis mas altas de vitaminas C y
E tendieron a tener un foliculo preovulatorio de menor tamafio (P= 0.06), pero las
concentraciones de estradiol en sangre no se vieron afectadas por las inyecciones de
vitamina (P>0.05). El tamafio del cuerpo lateo no fue diferente entre los tratamientos.
Sin embargo, las vacas que recibieron la dosis mas baja de vitaminas tuvieron
concentraciones inferiores de progesterona en la sangre (P<0.05) que las del grupo testigo
y las que recibieron la dosis mas alta de vitaminas. Ademas, la tasa de gestacion 30 y 45
dias después de la IA en las vacas del grupo testigo no fue diferente al de las vacas que
recibieron vitaminas (Figura 1).
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Cuadro 1: Efecto de la suplementacion (media£EE) con 3,000 mg y 3,000 U, 6,000
mg y 6,000 IU de vitaminas C y E, en el tamafio de la estructura ovarica, la presentacion
del estro y la concentracion hormonal en vacas lecheras Holstein

Tratamiento

Variable Testigo VCE3 VCEG6 P
Tiempo para el estro, h 48.1+5.17 55.2+5.36 62.1+5.10 0.17
Diametro del foliculo 18.9+0.71 17.1+0.73 165069  0.06
preovulatorio, mm

Concentraciones de estradiol en o, o /19 4014400 38.8¢385  0.92

plasma, pg mL*
Area del cuerpo lteo, cm? 6.7+0.52

Concentraciones de
progesterona en plasma, ng mL™ 19.4+2.66

7.3+0.54  6.0+0.52 0.25

10.1£2.55° 19.2+2.44 0.02

* Significativamente diferente de otros grupos (P<0.05).

VCE3 grupo suplementado con 3,000 mg de vitamina C y 3,000 IU de vitamina E.
VCESG6 grupo suplementado con 6,000 mg de vitamina C y 6,000 1U de vitamina E.

Figura 1: Porcentaje de gestacion 30 y 45 dias despueés de la IA en vacas Holstein del
grupo testigo (barras blancas), VCE3 (barras negras) y VECG6 (barras achuradas)
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VCE3 grupo suplementado con 3,000 mg de vitamina C y 3,000 U de vitamina E; VCE6 grupo
suplementado con 6,000 mg de vitamina C y 6,000 U de vitamina E.
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Discusion

Se ha reportado en el ganado lechero una relacion entre el tamafio del foliculo
preovulatorio y la probabilidad de que una vaca sea diagnosticada como gestante después
de una IA a tiempo fijo®?). Las vacas con foliculos preovulatorios entre 13.5y 17.5 mm
tienen méas probabilidades de quedar gestantes después de una IA a tiempo fijo®®. Una
posible explicacion del efecto del tamafio del foliculo preovulatorio en la tasa de gestacion
podria depender del grado de competencia del ovocito. De acuerdo con los resultados de
un estudio in vitro®Y, a medida que el foliculo aumenta de tamafio de 3 a 15 mm, el
didmetro del ovocito también aumenta, y se ha informado que los ovocitos de mayor
tamafio tienen mayor capacidad de desarrollo®?. Otra posibilidad es que los cuerpos
luteos en desarrollo provenientes de foliculos grandes produzcan méas progesterona que
aquellos provenientes de foliculos pequefios®®®). Como respaldo a los hallazgos anteriores,
las vacas donadoras con foliculos preovulatorios mayores de 12.5 mm tuvieron una mayor
probabilidad de producir embriones de buena calidad®, pero aquellas con foliculos
preovulatorios mayores de 20 mm estan en riesgo de pérdida de la gestacion®-

Las vacas inyectadas con vitaminas C y E tenian foliculos preovulatorios que caian por
debajo del umbral en el que aumenta la probabilidad de obtener una gestacion después de
la IA®9- Dado que las vacas inyectadas con las dosis mas altas de vitaminas tendieron a
tener foliculos preovulatorios méas pequefios, se esperaria una tendencia similar en las
concentraciones de estradiol. Sin embargo, las concentraciones de esta hormona y la tasa
de gestacion entre los grupos experimentales no fueron diferentes. Los resultados de
estudios in vitro indican que la vitamina C no afecta la produccién de estradiol folicular,
pero si afecta la estructura del foliculo®?, y la vitamina E mejora la supervivencia de las
células de la granulosa®- Los resultados del presente estudio coinciden con los obtenidos
en estudios in vitro sobre la produccion de estradiol. Ademas, investigaciones anteriores
encontraron que las concentraciones de estradiol y la tasa de prefiez no se ven influidas
por el tamafio del foliculo preovulatorio en vacas que muestran estro).

La progesterona producida por el cuerpo lGteo después de la 1A es responsable del
mantenimiento de la gestacion. Las vacas lecheras con buen mérito genético para los
rasgos de fertilidad tuvieron un cuerpo lGteo mas grande y producen mas progesterona
que las que tienen un mérito genético deficiente”)- Por tanto, el aumento en el tamafio
del cuerpo luteo y la produccion de progesterona podrian manipularse para mejorar la
fertilidad en el ganado lechero. Con base en su relevancia fisioldgica, la vitamina C puede
ser un activo importante para influir en el desarrollo del cuerpo lGteo. Se ha reconocido
que el &cido ascorbico apoya la biosintesis de colageno durante la formacién de tejidos y
la maduracion del cuerpo lGteo®®): alcanzando la concentracién mas alta en la fase litea
media®®)- Ademas, las concentraciones de vitamina C se correlacionan positivamente con
el tamafo del cuerpo lGteo y las concentraciones de progesterona®®)- Sin embargo, el
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tamarfio del cuerpo Gteo no se vio afectado por la suplementacion con vitaminas en este
estudio y las concentraciones de progesterona fueron menores en las vacas inyectadas con
las dosis més bajas de vitaminas C y E.

El cuerpo luteo fue observado y medido por medio de ecografia, y se supone una
correlacion positiva entre su tamafio y funcionalidad ?9). Sin embargo, los resultados de
este y otros estudios estan en desacuerdo. Las vacas inyectadas con la dosis reducida de
vitaminas, independientemente de tener un tamafio similar de cuerpo IUteo, produjeron
menos progesterona que los otros grupos. De manera similar, investigaciones anteriores
no encontraron una correlacion entre el tamafo del CL en la fase de regresion y las
concentraciones de progesterona en vacas®?- Ademas, otros encontraron que después del
dia 8 del ciclo estral, el tamafio del cuerpo liteo no determina las concentraciones de
progesterona®y- Este hallazgo respalda los resultados del presente trabajo, ya que el
cuerpo luteo se midio en el dia 9 del ciclo estral. Se desconoce la razon por la discrepancia
entre los resultados de estos estudios, pero se deben considerar tres puntos cuando las
mediciones de CL y las concentraciones de progesterona se analicen al mismo tiempo.
En primer lugar, a partir de la experiencia de campo, a veces los técnicos que realizan las
ecografias no logran encontrar la posicion en la cual el muestre la vista mas amplia del
CL,; esto puede producir confusion cuando se busca una relacion con las concentraciones
de progesterona. En segundo lugar, el cuerpo lGteo es una estructura ovarica dinamica,
que se identifica y se mide mas facilmente durante la etapa Iitea media del ciclo del estro,
pero la medicién de esta estructura en una etapa muy temprana (dia 2 a 3 después del
estro) del desarrollo requiere una gran experiencia. En tercer lugar, al diagnosticar el
estado del cuerpo IGteo, se debe tener en cuenta no solo su tamafio sino también su aspecto
ecografico®?)

No se encontraron estudios que intenten evaluar el efecto del aumento de dosis de
vitamina E y C en la fertilidad del ganado lechero. Otros estudios han demostrado un
efecto positivo en la tasa de gestacion al suplementar las vitaminas C14 y E®3) por
separado. El efecto estd mediado por la mejora de la supervivencia de las células del
foliculo®, la competencia de los ovocitos, la funcionalidad del cuerpo lGteo®>16:34 g |a
supervivencia del embrion®® %), Si bien algunos experimentos anteriores muestran una
mejora en la tasa de prefiez en vacas inyectadas con vitaminas®?, los resultados del
presente estudio no apoyan tales hallazgos. Sin embargo, vale la pena sefialar que las
vacas inyectadas con la dosis méas baja de vitaminas, a pesar de tener concentraciones mas
bajas de progesterona, fueron capaces de mantener tasas de gestacion similares, 30 y 45
dias después de la IA, en comparacién con los otros grupos evaluados.

La progesterona estimula cambios en el ambiente uterino, lo que permite la receptividad
y la supervivencia del embridon®?). Las concentraciones de progesterona requeridas para
aumentar la probabilidad de que ocurra una gestacion no estan bien establecidas. Se puede
argumentar que las concentraciones de progesterona mas altas son mejores que las mas
bajas para que una vaca se prefie. Sin embargo, las investigaciones han sugerido un rango
de concentraciones de progesterona en la leche, dentro del cual se ha obtenido la maxima
supervivencia del embrion®®), La existencia de un rango de concentraciones de
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progesterona adecuadas para incrementar la probabilidad de obtener una gestacion es
aceptable, porque una gran concentracion de progesterona podria afectar la fertilidad al
crear una asincronia entre el ambiente uterino y el embrion®®; mientras que un ambiente
uterino con bajas concentraciones de progesterona no inducird los cambios necesarios
para albergar el embrion“®, Ademas de la concentracion de progesterona, es bien sabido
que la calidad del embridn afecta la probabilidad de gestacion, y que los embriones de
buena calidad son mejores, para lograr no sélo una gestacion, sino también llevarla a
término en un entorno uterino con concentraciones variables de progesterona, que los
embriones de calidad inferior®Y. Por lo tanto, es posible que las vacas inyectadas con la
dosis mas baja de vitaminas hayan tenido embriones de buena calidad®®), capaces de
sobrevivir y establecer una gestacion en un entorno uterino con bajas concentraciones de
progesterona.

Conclusiones e implicaciones

La suplementacion con vitaminas C y E no afectd el tamario del foliculo preovulatorio y
del cuerpo luteo, la produccién de estradiol en el dia del estro o la tasa de gestaciéon 30 y
45 dias después de la IA. La suplementacion con la mayor cantidad de vitamina C y E no
afectd significativamente los parametros reproductivos evaluados.
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