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RESUMEN

Suplementacion de Betacaroteno sobre la eficiencia reproductiva en cabras
jovenes y adultas: actividad ovéarica y hormonas metabdlicas

Gerardo Arellano Rodriguez
Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro

Dr. Francisco Gerardo Véliz Deras
Director de Tesis

Los carotenoides son un grupo de pigmentos que presenta varias actividades
biolégicas de importancia nutricional y fisiolégica, como precursores de la
vitamina A 0 retinol. El &cido retinoico modula diversos productos genéticos
relacionados con el rendimiento reproductivo, sin embargo, se ha propuesto que
el betacaroteno podria actuar de manera directa, independientemente de la
vitamina A. Sobre estas bases nos hemos planteado la hipo6tesis de que la
suplementacion con betacaroteno podria estar asociada con la eficiencia
reproductiva en cabras jovenes y adultas, midiendo la actividad ovarica total y la
posible relacion del betacaroteno con cambios en el perfil de hormonas
reproductivas, metabdlicas y metabolitos sanguineos. Se realizaron dos
experimentos para evaluar el rol del betacaroteno sobre la funcion reproductiva
en cabras. En el experimento 1 (Exp. 1) se evalud el efecto de la suplementacién
con betacaroteno sobre la actividad ovérica. Se utilizaron 22 cabras adultas (34
meses de edad) las cuales fueron asignadas aleatoriamente a dos grupos
experimentales: 1) Betacaroteno (BETA, n=10) y 2) Control (CONT, n=12). Las
cuales fueron sincronizadas con esponjas intravaginales impregnadas con
Acetato de Fluorogestona (FGA). Las cabras del grupo BETA recibieron 50 mg
de betacaroteno diariamente durante 35 dias pre y 17 dias post-ovulacion. Una
vez que la ovulacion ocurrié, hacia el final de la fase lutea (dia 18) se realizo
ultrasonido a todas las cabras para evaluar el total de foliculos (FT), numero de
cuerpos luteos (CL) y la actividad ovérica total (AOT). Las cabras del grupo BETA
tuvieron una mayor actividad ovérica (P=0.07). En el experimento 2 (Exp. 2) se

analizé el efecto de la suplementacion con betacaroteno sobre el niumero y



volumen de cuerpos luteos, asi como la sintesis de progesterona. Como en el
experimento 1, las cabras fueron asignadas aleatoriamente en dos grupos
experimentales. Las cabras fueron sincronizadas con esponjas intravaginales
impregnadas con Acetato de Fluorogestona (FGA). En el grupo 1 (n= 10) las
cabras recibieron 50 mg de betacaroteno diariamente 35 dias antes y 15 dias
después de la ovulacion mientras que las cabras del grupo control (n= 12) no
recibieron ningun tipo de suplementacion. Los dias 4, 8, 12 y 16 post ovulacion
se tomO una muestra sanguinea de las cabras para medir los niveles de P4 en
sangre y el dia 18 se realiz6 ultrasonografia para evaluar el nimero y el volumen
del CL. Las cabras suplementadas con betacaroteno presentaron un mayor
namero de CL (p=0.07) y mayores niveles de progesteron sérica (p=0.05). Sin
embargo, no hubo diferencias significativas (p=0.53) en el volumen de CL entre
ambos grupos. Estos resultados sugieren que la suplementacion con
betacaroteno afecta positivamente la actividad ovarica en las cabras. El
betacaroteno mejora la funcién ovarica al incrementar la actividad ovarica total,
asi como la sintesis de progesterona. Lo anterior es esencial para la implantacion
y sobrevivencia embrionaria durante el periodo del reconocimiento materno de la
gestacion. Lo anterior es relevante ya que podria ayudar a disminuir las perdidas

tempranas de la gestacion en los caprinos.

Palabras clave: Reproduccién, Actividad ovérica, Carotenoides, Hormonas

metabdlicas y Metabolitos sanguineos.



ABSTRACT

Effect of beta-carotene supplementation upon reproductive efficiency in young
and adult goats: ovarian activity and metabolic hormones

Gerardo Arellano Rodriguez
Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro

Dr. Francisco Gerardo Véliz Deras
Director de Tesis

Carotenoids are a group of pigments that present several activities of nutritional
and physiological importance, as precursors of vitamin A or retinol. Retinoic acid
modulates various genetic products related to reproductive performance,
however, studies have proposed that betacarotene could act directly,
independently of vitamin A. On these grounds we have hypothesized that
supplementation with betacarotene could be associated with reproductive
efficiency in young and adult goats, measuring total ovarian activity and the
possible relationship of betacarotene with changes in the profile of reproductive
and metabolic hormones and blood metabolites. Two experiments were
conducted to evaluate the role of beta-carotene on reproductive function in goats.
In experiment 1 (Exp. 1) the effect of beta-carotene supplementation on ovarian
activity was evaluated. Twenty-two adult goats (34 months old) were used, which
were randomly assigned to two experimental groups: 1) Beta-carotene (BETA, n
= 10) and 2) Control (CONT, n = 12). The goats of both groups were synchronized
with intravaginal sponges impregnated with Fluorogestone Acetate (FGA). Goats
in the BETA group received 50 mg of beta-carotene daily for 35 days before and
17 days post-ovulation. Once ovulation occurred, towards the end of the luteal
phase (day 18) an ultrasound was performed on all the goats to evaluate the total
number of follicles (FT), number of corpora lutea (CLT) and total ovarian activity
(AOT). The goats of the BETA group had a higher ovarian activity (P = 0.07). In
experiment 2 (Exp. 2) the effect of beta-carotene supplementation on the number
and volume of corpora lutea, as well as the synthesis of progesterone, was

evaluated. As in experiment 1, the goats were randomly assigned into two



experimental groups. The goats were synchronized with intravaginal sponges
impregnated with Fluorogestone Acetate (FGA). In group 1 (n = 10) the goats
received 50 mg of beta-carotene daily 35 days before and 15 days after ovulation,
while the goats in the control group (h = 12) did not receive any type of
supplementation. On days 4, 8, 12 and 16 post-ovulation, a blood sample was
taken from the goats to measure the levels of progesterone in the blood and on
day 18 an ultrasound was performed to evaluate the number and volume of CL.
Goats supplemented with beta-carotene presented a higher number of CL (p =
0.07) and higher levels of serum progesterone (p = 0.05). However, no significant
differences (p = 0.53) were observed in CL volume between both groups. The
results suggest that beta-carotene supplementation positively affects ovarian
activity in goats. Beta-carotene improves ovarian function by increasing total
ovarian activity, as well as the synthesis of progesterone. This is essential for
embryo implantation and survival during the period of maternal recognition of
pregnancy. This is relevant as it could help reduce early pregnancy losses in
goats.

Keywords: Reproduction, Ovarian activity, Carotenoids, Reproductive and
metabolic hormones and Blood metabolites.
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1. INTRODUCCION

En los pequefios rumiantes se conoce que una inadecuada nutricion se
caracteriza por perfiles metabdlicos y endocrinos deficientes, por su parte, estos
pueden comprometer el rendimiento reproductivo de los animales, lo que puede
originar un retraso en la pubertad, irregularidad en los ciclos estrales y una caida
en la efectividad reproductiva general (Popwell et al., 1996; Scaramuzzi et al.,
2006; Meza-Herrera et al., 2007). En efecto, la nutricibn es considerada el
principal modulador de la reproduccion, ademas de que el crecimiento de los
foliculos y la maduracion de ovocitos dependen principalmente de las
gonadotropinas hipofisarias (FSH y LH) asi como, también de algunos otros
factores intraovéricos (p. €j., IGF-I). Antes, la funcion del eje hipotalamico-
hipofisario-gonadal (HHG) es modificada por las entradas neuronales, gobernada
por las sefales fotoperiddicas, que modulan la actividad de las terminales
neuronales liberadoras de GnRH en el hipotdlamo teniendo una repercusion en

la homeostasis energética (Meza-Herrera et al., 2013)

Se ha reportado que la influencia de la estacionalidad reproductiva puede ser
alterada por el entorno nutricional, con un periodo de reproduccién mas largo en
cabras con mayor nivel nutricional, lo que se refleja en mejores puntajes de
condicién corporal y peso vivo. Existe evidencia de que en el ganado criollo
mexicano que se mantiene en las latitudes tropicales la duracion del periodo de
anovulacion se modula parcialmente por el estado de energia nutricional
(Gallego-Calvo et al.,, 2014). Al respecto también existe relacion entre
mediadores endocrinos, el estado nutricional y la reproduccion; por ejemplo, el
factor de crecimiento asociado a la insulina (IGF-I), la hormona del crecimiento y
su relaciéon con la insulina, la glucosa regula la liberacion de GnRH ademas de
gue participan en el control del metabolismo de energia en el cerebro (Arroyo,
2011).

Los carotenoides son pigmentos en la naturaleza, los cuales, estan presentes en
los organismos fotosintéticos y no fotosintéticos asi como en bacterias, algas,

hongos, insectos y animales y son responsables de la mayoria de los colores rojo



a amarillo de mucha hojas, frutas, flores y peces. En los animales, presentan
varias actividades biologicas importantes relacionado al estado nutricional y
fisiologico (Fraser y Bramley, 2004; Noziére et al., 2006; Arellano-Rodriguez et
al., 2008).

Los carotenoides, por otro lado, son de suma importancia en los humanos y los
animales como precursores de la vitamina A (Chew et al., 1993; Hattori et al.,
2000; Schweigert et al., 2003). Los B-carotenos, que estan presentes en plantas
verdes, pero también puede sintetizarse quimicamente, ha demostrado tener un
papel clave en una amplia gama de procesos bioldgicos (Schweigert, 1998).
Aunque se sabe que muchos productos genéticos relacionados con el
rendimiento reproductivo estdn modulados por el &cido retinoico, el producto de
la oxidacion del retinol (Harrison et al., 2012), otros estudios han propuesto que
el betacaroteno podria actuar de manera directa, independientemente de la
vitamina A (Kawashima et al., 2010, 2012; Kramer y Aurich, 2010). Sobre la base
de tales hallazgos y estudios previos, nosotros planteamos la hipotesis de que la
suplementacion con betacaroteno podria estar asociada con la eficiencia
reproductiva en cabras jovenes y adultas, midiendo la actividad ovarica total y la
posible relacion del betacaroteno con cambios en el perfil de hormonas

reproductivas, metabdlicas y metabolitos sanguineos.



2. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la suplementacion de Betacaroteno sobre la eficiencia reproductiva en
cabras jévenes y adultas, midiendo la actividad ovarica total y la posible relacién
del Betacaroteno con hormonas reproductivas, metabdlicas y metabolitos

sanguineos.

2.1. Objetivos especificos

1. El efecto de la suplementacion con Betacaroteno sobre la tasa de ovulacion,
namero de cuerpos luteos, el volumen IUteo total y la secrecién pulsétil de LH

en cabras hembras adultas.

2. Evaluar los efectos de un suplemento nutricional de Betacaroteno a corto

plazo sobre la secrecion de P4 y los niveles séricos de GH e IGF-1.

3. Evaluar la posible relacion entre la suplementacion con Betacaroteno y
algunos metabolitos sanguineos relacionados con el metabolismo de lipidos,

carbohidratos y proteinas.

4. Evaluar la posible relaciobn con respecto a la suplementacion con

Betacaroteno y la Triyodotironina sérica al inicio de la pubertad.



3. REVISION DE LITERATURA

3.1. Estacionalidad reproductiva

La rotacién de la tierra impone fluctuaciones predecibles en el medio ambiente
en escalas de tiempo diarias y anuales. Estos cambios ciclicos han impactado
profundamente la evolucién. La capacidad de realizar oportunamente funciones
especificas proporciona una ventaja adaptativa significativa que mejora el estado
fisico. Por lo tanto, los organismos desarrollaron mecanismos de temporizacion
enddgenos para mantenerse en sintonia con su entorno, anticipar los proximos
cambios y mostrar la respuesta fisioldgica adecuada en el momento adecuado
(Dardente et al., 2016).

Los primeros humanos fueron némadas y se adaptaron a la disponibilidad
estacional de productos animales. A lo largo del proceso de domesticacion, se
perdié la estacionalidad de muchos productos ganaderos. Sin embargo, los
productos como la leche y la carne proporcionados por la cria de ovejas y cabras
permanecieron estacionales en muchas regiones del mundo (Balaro et al., 2018).

Los animales de granja muestran diferencias en algunos parametros de
produccion, contribuyendo de este modo la disponibilidad de productos de origen
animal frescos (carne, leche y queso). Esto es debido, a que ovejas y cabras, son
reproductores de dias cortos, se reproducen durante el otofio. Debido a que estos
animales tienen un periodo de gestacion de aproximadamente cinco meses, sus
crias también nacen y se crian durante la primaveray el verano (Guh et al., 2019)
teniendo asi una mas o menos marcada época de nacimiento, donde aseguran
la supervivencia de su progenie (figura 1), siendo esta una de las ventajas de la
reproduccion estacional donde los animales pueden evitar gastar energia para la
reproduccion en una época inapropiada del afio (por ejemplo, en el invierno), y la
supervivencia de la descendencia se maximizara si son paridos y criados en

estaciones con un clima moderado (Balaro et al., 2018; Guh et al., 2019).
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Figura 1. Calendario de reproductores estacionales de dias cortos (Adaptado de Gu et
al., 2019).

Algunas especies tienen variaciones estacionales sobre la frecuencia de
ovulacion (presencia o ausencia), la espermatogenesis (disminucién a ausencia),
la calidad del gameto (variaciones de fertilizacion y supervivencia embrionaria) y
del comportamiento sexual (Chemineau et al., 2008). En ovejas y cabras ademas
de ser reproductoras estacionales la actividad reproductiva es dependiente de las
hormonas, en varios casos el entorno social puede ejercer alguna accién
moduladora (Veliz et al., 2002). En ovinos y caprinos el fotoperiodo es el principal

en la regulacion de la actividad reproductiva (Chemineau et al., 2008).

Es complicado superar la estacionalidad intrinseca del estro en las cabras, pero
se han logrado cambios que son operativos, aumentando el entendimiento de la
fisiologia reproductiva, y la reproduccién estacional de la cabra mediante el

desarrollo gradual de tecnologias de la reproduccion (Luo et al., 2019).

En cabras, hay variables extrinsecas (los cambios estacionales) e intrinsecas
(tamafio corporal, la duracion reproductiva). Los principales factores que
participan en la reproduccion son temperatura, humedad, cantidad y distribucién
de lluvias, radiacion solar, fotoperiodo, nutricibn, manejo del sistema de
produccion y las interacciones sociales entre individuos dentro de la misma
poblacion (Chemineau et al., 2008; Gallego-Calvo et al. 2014; Delgadillo et al.,
2015; Morales et al., 2016). La asociacibn de todos ellos parecen ser

componentes esenciales en la plasticidad cerebral (Balaro et al., 2018).



3.1.1. Control fotoperiddico

Aunque el fotoperiodo es una sefal importante, la naturaleza de la respuesta a
un fotoperiodo determinado depende de la especie. Por lo tanto, para las ovejas
y las cabras, el fotoperiodo corto se asocia con una mayor competencia
reproductiva, lo que significa que la "temporada de reproduccion” es durante el
otofio, lo que permite que las crias nazcan 5 meses mas tarde en los calidos dias
de la primavera, cuando la disponibilidad de alimentos es 6ptima. El fotoperiodo
corto también se asocia con una menor ingesta de alimentos y una disminucion
del peso corporal (Helfer et al., 2018). Aunque estos efectos, no son
permanentes, cuando estan sujetos a un fotoperiodo los animales se vuelven
“refractarios”, del fotoperiodo: los dias largos dejan de ser inhibidores, y los dias
cortos dejan de estimular (Malpaux et al., 1998; Chemineau et al., 2010). En
cabras y borregas, esto podria ser considerado conceptualmente como el primer
paso n del ritmo circanual, el cual puede ser sobrepasado por animales en
transferencia del fotoperiodo opuesto (Malpaux et al., 1998), conocido como
refraccion a los dias cortos, lo cual ocurre de manera natural en borregas durante
finales de invierno, y se rompe por dos meses de exposicién a dias largos en
diciembre-enero, permitiendo que la eficacia de los dias cortos se restablezca
(Arrebola et al., 2010).

En caprinos de climas templados, el fotoperiodo y sus variaciones determinan los
cambios estacionales de la actividad neuroendocrina. Por intermedio de la
duracion de la secrecion de melatonina. Los dias cortos estimulan la actividad
pulsatil de LH y los dias largos la inhiben. La testosterona comienza a elevarse
desde la cuarta semana después de los dias cortos y disminuye la segunda

semana después de los dias largos (Chemineau y Delgadillo, 1993).



3.1.2. Neuroendocrinologia de la estacionalidad

Hay una marcada relacion entre el ambiente y la conducta reproductiva, en los
reproductores estacionales, de acuerdo a factores proximales, especialmente el
fotoperiodo que provoca cambios fotoneuroendocrinos (Bustos-Obregon y
Torres-Diaz, 2012).

En los mamiferos, la retina transmite informacion fotoperiddica a los nucleos
supraquiasmaticos hipotaldmicos en el sistema nervioso central (SNC). El SNC
alberga el reloj circadiano principal, que sincroniza una miriada de relojes
centrales y periféricos a través de vias neurales y humorales. En el contexto de
la estacionalidad, el control diario ejercido por el SNC sobre la glandula pineal es
de suma importancia ya que da forma al patrén nocturno de produccién de
melatonina (figura 2); por lo tanto, la melatonina lleva un mensaje diario y
estacional a los tejidos que expresan sus receptores especificos MT1 y MT2.
Multiples tejidos en todo el cuerpo, incluidas varias regiones del cerebro,
expresan estos receptores, particularmente el subtipo MT1. Sin embargo, una
sola regiobn es comun en todas las especies y muestra invariablemente la
expresion MT1 mas fuerte de todos los tejidos examinados: la pars tuberalis (PT),
gue constituye la parte rostral de la hipdfisis anterior. Debido a que el papel
fundamental de la PT en el control estacional de la prolactina (PRL) y las
gonadotropinas (LH y FSH) (Dardente et al., 2016). Las gonadotropinas, asi
como la secreciébn de melatonina, intervienen en esta regulacion (Bustos-
Obreg6n y Torres-Diaz, 2012).
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Figura 2. Esquema del tracto fotoneuroendocrino en reproductores de dias largos y dias
cortos (Tomado de Bustos Obregén y Torres-Diaz, 2012).

Los endocrinocitos establecen un asa de retroalimentacion con la adenohipofisis
y el hipotalamo en un circuito de asa larga, corta y ultracorta. Los sustentocitos
son importantes por su rol mecanico, trofico y metabolico respecto a la secrecion

de la activina e inhibina (Bustos-Obregén y Torres-Diaz, 2012).

Como reproductores estacionales, los machos cabrios también muestran
grandes cambios en la actividad sexual. La temporada de reproduccion de los

machos cabrios comienza a principios del otofio y termina a fines del invierno. El



comportamiento sexual, el tamafo testicular, un indice de la actividad
espermatogénica y la produccion de esperma cuantitativa y cualitativa
disminuyen draméticamente durante la temporada no reproductiva. La evaluacion
de las funciones reproductivas de los machos cabrios se realiza generalmente
entre los 7y 9 meses de edad en un corral individual en 15 colecciones de semen
durante el comienzo de la temporada de cria, de los machos jovenes se recolecta
dos veces por semana, mientras que de los machos adultos se pueden recolectar

de 3 a 5 veces por semana (Luo et al., 2019).

En el macho también se refleja la estacionalidad en testosterona y el tamafio
testicular (Santiago-Moreno et al., 2005). La actividad sexual del macho es de
mayo a diciembre (verano — otofio) seguida de un periodo de reposo sexual de
enero a abril (invierno - primavera). Existe una variacion marcada segun la
estacion del afio en que se encuentren (Chemineau et al., 2010). Durante el
reposo sexual, la LH, testosterona, el peso testicular y la produccién espermética
reducen (Delgadillo et al., 2001), por lo tanto, el comportamiento sexual de los
machos reduce y las copulaciones pueden desaparecer totalmente. Esta
estacionalidad depende de las variaciones anuales del fotoperiodo (Duarte et al.,
2010); esta accién se genera a nivel de eje hipotalamo-hipofisario-gonadal

mediante la glandula recibe las variaciones de horas luz (Chemineau et al., 1993).

La melatonina, mantiene un patron circadiano caracterizado por niveles basales
durante el dia y elevados durante la noche. Las variaciones en la secrecién de
esta hormona reflejan el fotoperiodo (Malpaux et al., 1998) regulando la secrecion
de la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH), que a su vez regula la
secrecion de la hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH)
(Clarke y Caraty, 2013). El principal mecanismo de regulacion de la
estacionalidad por parte de la melatonina se efectiia mediante una modulacién,
a nivel hipotaldmico. La disminucion en la secrecién de melatonina determina un
incremento a la accion inhibitoria de los esteroides gonadales, estableciéndose

una inhibicion de la actividad reproductiva (Bustos-Obregdén y Torres-Diaz, 2012).
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El inicio del incremento del tamafio testicular y de la secrecion de testosterona
en el mes de septiembre, coincide con los grupos mixtos y las luchas entre
machos, que estableceran el orden en la cubricion de las hembras en el mes de
octubre. Este mecanismo est4 orientado a conseguir el nivel mayor de
testosterona y produccion espermatica. Sin embargo, al final de la estacion
reproductiva hay una disminucion en la produccién seminal, los machos pueden
mantener una capacidad de fecundacion, y poder cubrir a aquellas hembras que
no quedaron gestantes con las primeras ovulaciones de otofio (Bustos-Obregon
y Torres-Diaz, 2012).

A nivel testicular, la FSH controla la actividad de las células de Sertoli, regulando
la espermatogénesis y la secrecion de inhibina (Lincoln et al., 1990). El
incremento de la frecuencia de los pulsos de LH durante el otofio, tiene un efecto
de retroalimentacion negativo de la testosterona, que permitira un adecuado

desarrollo de las glandulas accesorias (Santiago-Moreno et al., 2005).

La reactivacion gonadal origina un aumento en el peso testicular durante el
periodo verano-otofio, a nivel celular se constata un aumento del volumen de las
células de Leyding con un incremento del tamafio del nucleo (Bustos-Obregon y
Torres-Diaz, 2012).

Aunque de alguna manera, la actividad espermatogénica y el comportamiento
sexual de los machos cabrios estan presentes, varian con la estacion
(Chemineau et al., 2010). Los cambios se originan por la glandula pituitaria (Rosa
y Bryan, 2002), la cual, es controlada en el sistema portal-cerebral a nivel
pituitario (Chemineau y Delgadillo, 1993). La frecuencia de la liberacion de GnRH
es un mensaje esencial para controlar todo el eje hipotalamo hipofisiario—gonadal
(Thiery et al., 2009). Estos cambios son accionados por el fotoperiodo y la
melatonina (Malpaux et al., 2001), que actla como sincronizadora del ritmo
endogeno de la reproduccién (figura 3) (Thiery et al., 2009; Calderon-Leyva,
2017).
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Figura 3. Estacionalidad reproductiva en reproductores de dias largos y dias cortos
(Tomado de Calderdn-Leyva, 2017).

En las razas estacionales, ejemplo, en el macho cabrio Alpino de enero a mayo,
los niveles basales de testosterona son de 0.3 ng/ml en plasma, la frecuencia de
los pulsos es alrededor de 1 en 8 horas, la amplitud de éstos son menores de 0.2
ng/ml y, como consecuencia, la concentracion media de LH (0.4 ng/ml de

plasma), es baja (Zarazaga et al., 2012).
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3.1.3. Regulacion de la reproduccién estacional por Kisspeptina

Muchas especies de animales domeésticos tienen estaciones claras de actividad
reproductiva con ciclicidad poliestrica y produccion de espermatozoides junto con
periodos de inactividad reproductiva. La comprensién de los sistemas que
controlan esta reproduccion estacional es esencial para gestionar la reproducciéon
y la productividad de estas especies y dado el pronunciado papel estimulante de
la kisspeptina en la pubertad y del estado reproductivo del adulto, este péptido
representaba un atractivo sistema candidato responsable de controlar los
cambios estacionales en la reproduccion (Kriegsfeld et al.,, 2015). Las
kisspeptinas estan reguladas por estacion/ fotoperiodo fue discutida por primera
vez cuando se observé que el numero de células que contienen ARNm de KISS1
fue mayor en el nucleo arqueado en las ovejas durante la temporada de
reproduccion que durante la temporada de no reproduccién. Un estudio posterior
encontré una diferencia similar en el niumero de células kisspeptina en el nucleo
arqueado medio y caudal en la cabra y en la yegua, a pesar de que la yegua es
reproductora de dia largo, mientras que las ovejas y las cabras son reproductoras
de dia corto (Scott et al., 2019). La literatura ha demostrado la participacién de
estos péptidos en los aspectos de la maduracion y la funcién del eje reproductivo.
La reproduccién debe ser un "buen didlogo" entre el cerebro, la hipdfisis y las
gonadas (Clarke y Caraty, 2013). Los genes de kisspeptina se expresan en una
amplia gama de tejidos. En el cerebro de ovejas, las kisspeptinas se localizan en
el arcoy el area predptica (POA) (Kitahashiy Parhar, 2013). En la mayoria de las
especies, es mediada principalmente por una accidon estimulante de GnRH
(Clarke y Caraty, 2013; Kriegsfeld et al., 2015).

Los aspectos en la regulacion génica de la kisspeptina, los cuales estimulan la
liberacién de la GnRH, ademas, en la mayoria de las especies de vertebrados es
evidente la existencia de multiples kisspeptinas, por lo tanto, es importante
aclarar los mecanismos para su regulacion para entender las funciones de sus
multiples formas en el cerebro. Estos aspectos se centran en los aspectos

comparativos de kisspeptina y su regulacion de genes, que incluyen a los
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esteroides gonadales, el fotoperiodo y las sefiales metabdlicas (Kitahashi y
Parhar, 2013; Kriegsfeld et al., 2015; Scott et al., 2019).

Las especies domésticas tienen una estacionalidad por funcion reproductiva por
cambios en la secrecién de GnRH. En particular, la kisspeptina, al transducir el

efecto de retroalimentacion de los esteroides gonadales (Clarke y Caraty, 2013).

Se conoce que las hormonas como el estradiol (E2) y la testosterona (T4), son
los principales reguladores de los genes kisspeptina (Kitahashi y Parhar, 2013).
Aunque la melatonina tiene un papel importante en la transduccion de fotoperiodo
con el sistema reproductivo, las células de kisspeptina no parecen expresar el
receptor de la melatonina, por lo que los medios por los cuales la estacionalidad
cambia el nivel de la actividad kisspeptina sigue siendo desconocido (Clarke y
Caraty, 2013). Algunos estudios plantean que la kisspeptina es parte del
mecanismo de regulacion ambiental de la reproduccion (Kitahashi y Parhar,
2013).

3.1.4. Aspectos nutricionales y su relacién con lareproduccion
estacional
La nutricion y el efecto de la condicion corporal (CC) y el peso vivo (PV) pueden

influir en la actividad reproductiva en diferentes razas de cabras.

Se ha reportado que la influencia de la estacionalidad puede modificarse por el
entorno nutricional. Existe evidencia de que en el ganado criollo mexicano que
se mantiene en las latitudes tropicales la duracién del periodo de anovulacion se
modula parcialmente por el estado de energia nutricional. En el area
mediterranea, la mayoria de las cabras se manejan en sistemas extensivos 0
semiextensivos, y la produccidn esta sujeta a variaciones estacionales en la
disponibilidad de alimentos. La eficiencia reproductiva se correlaciona con los

cambios en el peso corporal (Gallego-Calvo et al., 2014).



14

Por otro lado, se ha demostrado que restringir el 25% de requerimientos
nutricionales afecta la reproduccion de la cabras durante el periodo de transicion,

pero no durante la época reproductiva (Rosales-Nieto et al., 2006).

De manera general se concluyo que la secrecion de GnRH se reduce en animales
desnutridos. Sin embargo, se investigaron mediadores endocrinos entre el estado
nutricional y los procesos reproductivos; entre ellos, el factor de crecimiento
asociado a la insulina (IGF-I), la hormona del crecimiento, la colesistoquinina, el
neuropéptido Y (NPY), los péptidos opioides enddgenos y su relacion con la

insulina (Arroyo, 2011).

El higado es el sitio del catabolismo de muchas hormonas lo cual al cambiar la
dieta lo afecta directamente, mientras que un elevado plano de la nutricion podria
resultar en una disminucion en las concentraciones circulantes de testosterona
gue podrian alterar la secrecién de gonadotropinas y por lo tanto, la actividad

testicular en el eje (Martin et al., 1992).

En carneros Merino, la inmunizacion activa contra la inyeccion de GnRH resulté
en la regresion testicular (Hotzel et al., 1992), lo que sugiere que el efecto de la
nutricion en el crecimiento testicular es parcialmente independiente de los

cambios en la secrecion de gonadotropina (Martin et al., 1992).

Los cambios bruscos en la nutricion tienen efectos marcados en el desarrollo

testicular de los caprinos, como en el peso vivo (Walkden-Brown et al., 1994).

Los machos salvajes tienen una marcada respuesta testicular a los cambios
nutricionales, con incrementos testiculares de hasta el 50% la respuesta testicular
es asociada muy estrechamente con aumentos en el peso vivo (Martin y
Banchero, 1999).

En la latitud subtropical, el fotoperiodo es de 1336 h de luz en el solsticio de
verano a 1024 h de luz en el solsticio de invierno. Esta area tiene un clima seco
con una temperatura media anual de 21 °C, que varia de 37 °C entre mayo y

agosto, a 6 °C en diciembre y enero. La precipitacion anual promedio es de 266
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mm (en un rango de 163 a 504 mm) y el periodo seco dura de noviembre a mayo.
En México la poblacion de cabras se distribuye en latitudes subtropicales y
tropicales (<23.5° N). La region de la Comarca Lagunera es una importante area
de produccién de caprinos. Las cabras locales se derivan de las razas espafiola
Granadina, Murciana y Malaguefia. Estos animales fueron cruzados con razas,
Anglo-Nubia, Alpina, Saanen y Toggenburg durante los dltimos 70 afios para
mejorar la produccién de leche y carne. Las hembras generalmente se mantienen
con los machos en condiciones naturales de pastoreo, comiendo solo vegetacion
natural disponible sin alimentacién suplementaria en el corral. De junio a enero,
la disponibilidad de alimentos (%) y el contenido de nutrientes de las dietas
seleccionadas por las cabras disminuyen (Junio: 9.1% CP; 1.7 Mcal / kg; enero:
7.4% CP; 0.9 Mcal / kg; figura 4)
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Figura 4. Cambios anuales en el fotoperiodo (a), lluvia (b), disponibilidad de alimento

(c) y fertilizacion (d) de cabras locales del subtrépico de México mantenidas en contacto
con machos en condiciones naturales de pastoreo (Adaptado de Delgadillo, 2010).

Para evaluar si la desnutricién causa la disminucion estacional de la actividad
sexual durante la temporada no reproductiva en machos cabrios, se determiné el
peso testicular, la secrecién de testosterona y la produccion de esperma en
machos cabrios alimentados con alfalfa ad libitum y 200 g de un concentrado
comercial cuando se mantienen en corrales abiertos, sombreados, bajo
fotoperiodo y cambios de temperatura naturales. En estos machos, el peso
testicular, las concentraciones plasméaticas de testosterona y el semen
cuantitativo y cualitativo variaron estacionalmente y fueron méas altos durante la
temporada de reproduccion, que dura desde finales de primavera (mayo a junio)
hasta finales de otofio (diciembre a enero), que durante la temporada no

reproductiva (Figura 5) (Delgadillo, 2010).
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Figura 5. Variaciones estacionales en el peso testicular (a), concentraciones
plasmaticas de testosterona (b), nimero total de espermatozoides por eyaculado (c) y
motilidad progresiva de los espermatozoides (d) en machos cabrios locales bien
alimentadas y confinados en el subtropico de México mantenidos en un corral abierto
y sometidas a cambios fotoperiddicos y de temperatura naturales (Adaptado de
Delgadillo, 2010).
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3.2. Mecanismos neuroendocrinos de la reproduccién

Los animales han evolucionado diversas variaciones estacionales en fisioldgicas
y reproductivas para adaptar los cambios anuales en las condiciones ambientales
y climaticas. La pars tuberalis (PT) de la hipofisis, que comprende el I6bulo
anterior del tallo pituitario que conecta el hipotdlamo y la hipdfisis, se ha
identificado como un sitio clave involucrado en la regulacion de la estacionalidad
entre aves y mamiferos. Un paso clave en la comprension del papel de la
melatonina en el mamifero como respuesta fotoperiddica fue la identificacion de

receptores de melatonina en la PT (Helferd et al., 2019).

La reproduccion exitosa requiere de la activacion de vias neuronales y
hormonales para sincronizar la ovulacion con la actividad locomotora maxima y
el estado de excitacion. Las hembras mamiferas muestran ritmos de diferentes
escalas de tiempo que van desde minutos (liberacion GnRH pulsatil) a horas/dias
(aumento de LH), dias/semanas (ciclo ovarico) o incluso meses (reproduccién
estacional). Es importante aqui reiterar la definicion de pulso generador como: un
grupo de células organizadas que generan periodos intermitentes de actividad

sincrona suficiente para generar un pulso de GnRH (Hebirson et al., 2018).

La importancia de la secrecion pulsatil de GnRH y LH para la fertilidad normal
esta bien establecida. Los diferentes patrones de liberacion pulsatil de la GnRH
a través del ciclo ovérico regulan diferencialmente la biosintesis y secrecion de

la gonadotropina pituitarica (Thompson y Kaiser, 2015)

La generacion de la oleada de LH requiere de altos niveles de circulacion de
estradiol (E?), indicativo de maduracion del foliculo, asi como una sefial diaria,
para asegurar que la ovulacién se produzca en el momento adecuado para
optimizar el éxito de la reproduccién. En las hembras adultas hay dos sefiales
importantes al tiempo de la ovulacion: el nivel circulante de las hormonas
gonadales, especificamente el estradiol, que es un indicador de maduracion de

los ovocitos, y la hora del dia en que surgen los relojes biolégicos. Esta doble
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regulacion garantiza que el momento de la ovulacién coincida con el periodo de

maxima actividad y motivacién sexual (Simonneaux y Bahougne, 2015).

3.2.1. Eje hipotdlamo-Hipéfisis-Gonadal

La actividad reproductiva de las cabras lecheras esta controlada por diversos
factores tanto in vivo como in vitro. Entre ellos, el eje hipotalamo-hipofisis-gonadal
desempefia un papel importante en la regulacion con el hipotdlamo modulando
la secrecibn de gonadotropinas hipofisarias o factores inhibitorios. La
gonadotropina actla sobre la gonada a través de la circulacién sanguinea
periférica, la gonadotropina puede controlar el desarrollo y el proceso
reproductivo del individuo al afectar las glandulas exocrinas y endocrinas
(Nagamalleswari et al., 2004). La mayoria de las cabras lecheras son mamiferos
de uno o dos fetos, con 1 a 3 foliculos maduros por ciclo estral, mientras que
otros foliculos de las cabras se inhiben en atresia y apoptosis. La seleccién de
los foliculos dominantes depende basicamente de dos aspectos: nivel de
gonadotropina en la sangre y la expresion de los receptores hormonales en los
foliculos (Graff et al., 2000). La FSH es importante, estimula el desarrollo de los
foliculos y el reclutamiento de évulos inmaduros. La LH controla el desarrollo, la
seleccion y la ovulacion del foliculo dominante, y también induce la apoptosis de
otros foliculos pequefios. En condiciones fisiologicas, cuando la FSH se eleva
hasta un umbral, los foliculos de 2 a 5 mm de diametro pueden ser reclutados
periodicamente, el tiempo de duracion del reclutamiento del foliculo determina el

namero de foliculos reclutados (Leyvaocariz et al., 1995).

Durante el proceso de seleccion de foliculos dominantes de los animales, debido
a la diferente sensibilidad de los foliculos a la elevacion de la concentracion de
gonadotropina, se seleccionan varios foliculos sensibles del grupo de foliculos. A
través del efecto de la FSH, estos foliculos sensibles aumentan el numero de
células granulosas y liquido folicular, lo que resulta en el crecimiento de los
foliculos. El reclutamiento, el desarrollo, la seleccion y la ovulacion de los foliculos

son los factores principales que afectan la fertilidad de las cabras (Leboeuf et al.,
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2008). En el proceso de desarrollo folicular, el reclutamiento de foliculos
primordiales, el desarrollo de foliculos preantrales, la seleccion de foliculos
antrales, la maduracion y ovulacion de foliculos dominantes son factores clave
que determinan el numero y la calidad de los 6vulos; estos factores juegan un
papel clave en la determinacién de la tasa de prefiez y el tamafio de la camada
en cabras. Un estudio en Israel indicé que un alto nivel de produccion de leche
tiene efecto adverso significativo en el rendimiento reproductivo (Gootwine y
Pollott, 2000). La heredabilidad del tamafio de la camada fue muy baja (~ 0.05),
y la correlacion genética con la produccion de leche también fue baja (0.0 a 0.2)
(Hamann et al., 2004).

Las cabras lecheras como reproductoras estacionales tienen naturalmente un
periodo de anestro durante la primavera en el hemisferio norte, y los machos
también muestran grandes cambios en la actividad sexual. La temporada de
reproduccion de los machos cabrios comienza a principios del otofio y termina a
fines del invierno. El comportamiento sexual, el tamafio testicular, la actividad
espermatogénica, y la produccién de esperma cuantitativa y cualitativa de los
machos cabrios disminuyen draméticamente cuando no hay estacionalidad

reproductiva (Leboeuf et al., 2008).

La evaluacion de las funciones reproductivas de los machos cabrios de razas
lecheras se realiza generalmente entre los 7 y 9 meses de edad en un corral
individual por 15 colecciones de semen durante el comienzo de la temporada de
cria, de los machos cabrios jovenes se recolecta dos veces por semana, mientras
que en los machos cabrios maduros se pueden recolectar de 3 a 5 veces por
semana (Leboeuf et al., 1995). Para tener mas produccion de cabritos, los
productores generalmente prefieren inseminar utilizando protocolos de
tratamiento hormonal, aunque tales practicas de tratamiento hormonal estan
restringidas en Europa (Martin et al., 2004). Alternativamente, el efecto macho
puede ser una forma eficiente de inducir celos en un programa de IA. La
inseminacion podria realizarse una o dos veces durante un periodo de 24 h

después de que se detecte el celo, como mediante la introducciéon de un macho
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cabrio o por la introduccion del macho cabrio celador (Leboeuf et al., 2008). En
medio del anestro estacional, se obtuvo un alto nivel de fertilidad (71% a 78% de
la IA) utilizando semen congelado en cabras sometidas a tratamiento con largos
dias artificiales y progestageno, seguido de IA 52 h después de la introduccion

del macho cabrio equipado con un mandil (Pellicer-Rubio et al., 2008).

La reproduccion estacional de los machos cabrios inhibe la recoleccion de semen
durante 6 meses cada afo, lo que limita el nUmero total de dosis de semen
producidas por macho durante su vida. Los ciclos fotoperiodicos artificiales,
ampliamente utilizados en la industria avicola introducida por primera vez para
carneros, permiten el control de la actividad sexual de las razas estacionales. La
variacion de 1 a 2 meses de dias largos (16 h de luz: 8 h de oscuridad) seguido
de 1 a 2 meses de dias cortos (8 h de luz: 16 h de oscuridad), disminuye la
variacion estacional en la actividad sexual de los machos cabrios (Delgadillo et
al., 1999; Leboeuf et al., 1998; Pelletier et al., 1998).

Se inform6 que los machos cabrios bajo tratamientos fotoperidédicos durante 3
afios consecutivos y con recolecta seminal dos veces por semana dieron una
tasa de fertilidad idéntica y un mayor nimero de espermatozoides totales que los
machos cabrios de prueba, con recolecta seminal dos veces por semana durante
la temporada reproductiva. En otro ensayo con un régimen de recoleccibn mas
intensivo de 4 veces/semana durante el afio, los machos cabrios que tuvieron un
tratamiento de 2 meses de dias largos seguidos de 2 meses de dias cortos
produjeron mas dosis de semen que los machos cabrios mantenidos bajo el
mismo ritmo de recoleccién y con luz natural de septiembre a febrero (Leboeuf et
al., 1998; Leboeuf et al., 2004; Pellicer-Rubio et al., 2007).

El conocimiento de los diferentes efectos del fotoperiodo en las vias
neuroendocrinas y la actividad reproductiva en las cabras ha permitido a los
productores aplicar con éxito tratamientos con luz/melatonina para controlar la
actividad reproductiva estacional en condiciones de campo y también en machos
cabrios criados en centros de IA (Chemineau et al., 1992; Abecia et al., 2012,

Zaja et al., 2018). Los machos cabrios tratados con fotoperiodo tienen la misma
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capacidad que los machos cabrios tratados con melatonina para inducir una
respuesta en la reproduccion de las cabras durante la primavera (Zarazaga et al.,
2019). Actualmente, este esquema fotoperiodico se utiliza en Francia y otros
paises europeos en estaciones de ganado como parte del programa de cria de
cabras. El semen congelado es sin duda beneficioso para los programas de
reproduccion. EI semen de un macho cabrio superior se puede crioconservar
para la mejora genética después de las pruebas de progenie. Ademas, el semen
fresco que es menos costoso que el semen congelado podria usarse para el
manejo reproductivo, lo cual es una practica comun en los paises en desarrollo
(Barrell et al., 1992).

La Actividad neuroendocrina se sabe desde hace mucho tiempo que los dias
largos inhiben mientras que los dias cortos estimulan la actividad sexual en los
reproductores de dias cortos, como ovejas y cabras. Sin embargo, estos efectos
especificos de la duracion del dia no son permanentes, y cuando son sometidos
a un fotoperiodo constante, los animales se vuelven ‘refractarios’, escapan del
fotoperiodo prevaleciente: los dias largos ya no son inhibitorios y los dias cortos
ya no son estimulantes. En cabras y ovejas, esta refractariedad podria
conceptualmente ser considerado simplemente como el primer paso de la
expresion de los ritmos endbdgenos circanuales. Puede ser superado transfiriendo
animales al fotoperiodo opuesto: refractariedad a los dias cortos, que ocurre
naturalmente en las ovejas a fines del invierno, se rompe por 2 meses de
exposicion a dias largos en diciembre-enero, permitiendo restablecer la eficiencia
de los dias cortos estimuladores (Jackson et al., 1988). Por lo tanto, controlar la
estacionalidad de la reproduccién es posible sometiendo a los animales a
fotoperiodos opuestos. Esta propiedad ahora se usa comunmente en
tratamientos fotoperiddicos aplicados en granjas o en centros de IA (Chemineau
et al., 2007). La definicién de lo que realmente es dias largos y dias cortos no es
sencillo: es posible definir un umbral de fotosensibilidad basada en el numero de
horas de luz por dia, bajo el cual dias largos son estimulantes y bajo del cual dias

cortos son inhibitorios. Ahora se acepta comunmente que dias largos son dias
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mas largos que los anteriores, y que los dias cortos son dias mas cortos que los

anteriores.

La temporada de reproduccion para una raza dada puede ser muy estable de un
afo a otro, con fechas fijas de inicio y fin de actividad de la ovulacion y un periodo
de méaxima calidad y produccion de esperma. Este momento preciso es
mecanismo complejo que permite a los animales ‘localizar su temporada de
reproduccion durante el afio y expresar su actividad sexual en el momento
adecuado, sincrénicamente con factores ambientales externos y entre sexos. En
estos mamiferos estacionales, de manera similar al reloj circadiano (es decir, con
un periodo de ejecucion libre cercano a las 24 h que genera ritmos circadianos
enddgenos), al ritmo enddgeno circanual es probable que los animales generen
periodos alternos de descanso sexual con periodos de actividad sexual durante
todo el afio. Estos periodos alternos pueden ser observados experimentalmente
durante al menos dos afios consecutivos, cuando los animales se mantienen bajo
constantes regimenes artificiales fotoperiédicos (dias cortos constantes). Las
ovejas y los hamsters son dos modelos experimentales que han contribuido a
una mejor comprension de los ritmos enddgenos y de refractariedad,
mecanismos esenciales que rigen la reproduccién estacional (Larkin et al., 2002;
Lehman et al., 2002; Paul et al., 2008) o la muda del pelaje (Paul et al., 2008). En
las ovejas, este ritmo enddgeno se cronometra por sefiales discretas dadas por
cambios externos en el fotoperiodo (Barrell et al.,, 2000). Sin embargo, los
mecanismos fisioldgicos subyacentes a este sistema circanual permanecen en
gran medida desconocidos. La entrada fotoperiddica se percibe en mamiferos
exclusivamente a través de los ojos, luego es transmitida a través de una via
multisinaptica a la glandula pineal, que transduce la sefial fotica en una sustancia
guimica. Se piensa que la melatonina es entregada a los tejidos periféricos por
la circulacion sistémica y al cerebro a través del liquido cefalorraquideo (Thiery
et al., 2009).

Se ha demostrado recientemente que la tasa de rotacion de LCR en ovejas

cambia de acuerdo con ciclo claro-oscuro; se incrementa durante los dias cortos
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y se reduce en dias largos, por lo tanto este fendbmeno podria explicar las
diferencias en las concentraciones hormonales en CSF, y podria afectar en cierta
medida a los mensajes melatonérgicos de los sitios receptivos dentro del cerebro.
Para controlar la actividad reproductiva, y especialmente la actividad pulsatil de
GnRH en ovejas, la melatonina actia sobre el area premamilar del hipotalamo
(PMH). Se demostré claramente que implantes de melatonina insertados dentro
del PMH desencadenaron actividad GnRH-LH, mientras que los implantes de
melatonina que se insertan dentro de la pars tuberalis de la pituitaria no modifican
la secrecion de LH (aunque una fuerte densidad de receptores de melatonina se
expresan en ovejas como en la mayoria de mamiferos) (Malpaux et al., 1998). La
melatonina se puede detectar en las transcripciones del receptor MT1, y los
receptores de membrana se expresan en ovejas ILe-de-France mediada por el
PMH. Aproximadamente 45 dias después del inicio del dia impregnacién de
melatonina estos es probable que los receptores participen en la estimulacion de
la actividad pulsatil de GnRH que, a su vez, conducira a actividades sexuales

gonadales y conductuales (Migaud et al., 2005).

En ovejas la actividad dopaminérgica inhibe la pulsatilidad de GnRH. Mas
recientemente, el papel estimulante de kisspeptina y su receptor GPR54 se
mostré en la temporada y control del fotoperiodo y la pulsatilidad GnRH/LH,
sugiriendo que esta pareja juega un papel clave para la estimulacion de la
pulsatilidad y que las neuronas de kisspeptina, ellas mismas estan sujetas a

estacionalidad y control del fotoperiodo (Wakabayashi et al., 2010).

La variabilidad entre razas tiene grados variables, por ejemplo, ovejas merinas y
manchegas (Santiago-Moreno et al., 2000) asi como las ovejas Chios (Avdi et al.,
1993), presentan una expresion moderada de estacionalidad, mientras que las
ovejas Soay y Texel son altamente estacionales (Hafez, 1952). En los tropicos,
las razas locales generalmente presentan una muy baja estacionalidad o ciclo
todo el afio sin periodo anovulatorio. Los productores de los tropicos estan
interesados por esta baja estacionalidad, ya que pueden organizar la temporada

de cria de su rebafo durante todo el afio, sin tratamientos hormonales caros. Por
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desgracia cuando son sometidos a las grandes variaciones fotoperiodicas y
climas templados de los paises del norte, una marcada estacionalidad se expresa
en estas razas (Chemineau et al., 2004). Esto impide su posible practica de uso
en bandadas bajo latitud templada y también perjudica su uso experimental para
explorar los mecanismos involucrados en el control genético de la estacionalidad

de la cria y actividad bajo latitudes templadas.

La variabilidad entre razas también existe en razas templadas mantenido bajo
condiciones ambientales similares de donde se originan. Algunos rasgos
reproductivos incluyendo el inicio, el final y la duraciéon de la temporada de
reproduccion se encontraron repetibles y heredables, y son por lo tanto, rasgos
candidatos para la seleccion genética. La fertilidad fuera de la temporada también
demostrd ser un rasgo que puede usarse para una seleccion divergente exitosa.
Para evitar efectos nocivos de seleccionar experimentalmente contra fertilidad,
rasgos indirectos como la presencia de actividad ovulatoria espontanea en
principios de la primavera, lo que probablemente indica una temporada de
reproduccion mas prolongada y esta vinculada a la fertilidad potencial, se
encontré que era heredable en ovejas Merinas y podria ser utilizado en la
seleccién. En esta raza, la seleccion divergente en este rasgo es factible
(Teyssier et al.,, 2002). Tales lineas podrian ser utilizadas en el futuro para
explorar con mas detalle los mecanismos por los cuales las razas estacionales
controlan su capacidad reproductiva anual y los genes involucrados para

controlar esto (Sakamoto et al., 2010).

Las neuronas de la GnRH en el prosencéfalo basal son la via comun final a través
de la cual el cerebro regula la reproduccion. La secrecién de GnRH ocurre de
manera pulsatil, y la evidencia indirecta sugiere que las neuronas de kisspeptina
en el nucleo arqueado (ARC) sirven como el marcapasos central que impulsa la
secrecion pulsatil de GnRH. Los estudios genéticos en humanos han revelado
que la kisspeptina y la neuroquinina B (NKB) estan involucradas en el mecanismo

de control central de la secrecion de GnRH. Se ha demostrado que la
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administracion de kisspeptina o NKB (0 sus analogos) aumenta la secrecion de
LH (Wakabayashi et al 2010; Oakley et al., 2009).

Mientras que la administracion de sus antagonistas suprime la secrecioén de LH
(Ramaswamy et al., 2010). Una poblacion de neuronas en el nlcleo arqueado
(ARC) coexpresa estos 2 neuropéptidos en una variedad de mamiferos, incluidos
los ratones, ratas, ovejas, cabras y monos. La evidencia emergente reciente
sugiere que la poblacion de neuronas de kisspeptina/NKB en el ARC es un
candidato probable para la fuente intrinseca del generador de pulsos GnRH. Esta
hipotesis esta respaldada por los hallazgos de que el electrodo activo que detect6
la descarga de la actividad de unidades multiples (MUA), estaba ubicado muy
cerca de las neuronas kisspeptina/NKB en la porcion caudal del ARC en caprinos
tanto en machos como en hembras. Por lo tanto, es razonable plantear la
hipoétesis de que la sefial neural de la feromona masculina se transmite y procesa
en neuronas de kisspeptina ARC/NKB para facilitar la actividad del pulso
generador de GnRH (Sakamoto et al., 2010).

3.2.2. Rol de las kisspeptinas en el proceso reproductivo

La Kisspeptina es un neuropéptido hipotalamico que es critico para la fertilidad.
En practicamente todas las especies, las neuronas kisspeptina estimulan la
secrecion de la GnRH y actian como transmisores para la retroalimentacion de

esteroides sexuales a las neuronas GnRH.

Las neuronas Kp se localizan dentro de dos areas hipotalamicas, en el nucleo
arqueado (ARC) y el nacleo periventricular rostral del tercer ventriculo, también
llamado nucleo anteroventral periventricular (AVPV), o el area preética (segun la
especie). El receptor Kp, Kiss1R (anteriormente GPR54), se expresa altamente
en las neuronas de GnRH, pero también en otras areas cerebrales (Herbison et
al., 2010; Simonneaux et al., 2013), y en la mayoria de los tejidos endocrinos
como la glandula, ovario y placenta (Kotani et al., 2001); ademas se habla del

reloj circadiano maestro ubicado en el nucleo supraquiasmatico hipotalamico
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(SCN) que se sincroniza con el ciclo diario principalmente a través del ciclo de
luz/oscuridad y a una extension menos por otras sefiales de tiempo (ingesta de
alimentos y actividad de suefio/vigilia); los transmisores remiten la informacién
diaria al eje reproductivo: la arginina vasopresina (AVP) es el transmisor diario
mas esencial que se proyecta a las neuronas kisspeptin (Kp) de los nucleos
anteroventrales periventriculares (AVPV), que a su vez activan fuertemente las
neuronas GnRH ubicadas en el &rea predptica (POA); a lo largo del ciclo estral,
el estradiol se retroalimenta en diferentes niveles del eje reproductivo
principalmente a través del receptor de estrogeno (ER). Las neuronas Kp son los
principales objetivos de estradiol con un efecto inhibitorio de bajo estradiol en las
neuronas Kp del nucleo arqueado (ARC) y una accion estimulante de alto
estradiol en las neuronas Kp AVPV. Ademas del reloj circanual maestro, los
relojes periféricos se encuentran en las neuronas AVPV Kp, neuronas GnRH,
gonadotrofos pituitarios, y los diferentes tipos de células del ovario (Simonneaux

y Bahougne et al., 2015)

Curiosamente, la retroalimentacion de estradiol en roedores depende de la
localizacion de la neurona Kp ya que el estradiol estimula la expresion Kissl en
el AVPV e inhibe la expresion Kissl en el ARN (Smith et al., 2005). En los
mamiferos no roedores, se observa una diferencia similar por estradiol, también
se observa con un efecto estimulante en el nucleo periventricular/POA rostral y
un efecto inhibitorio en el ARN (Hoffman et al., 2011). La mayoria de las funciones
bioldgicas, incluida la reproduccion de las hembras, son sincronizadas con la
variacion diaria de los factores ambientales. Entre estos factores, el ciclo de
luz/oscuridad recurrente es el ambiental predecible utilizado por los mamiferos
para ajustar su comportamiento y fisiologia apropiadamente (Simonneaux y
Bahougne et al., 2015).

Aunque el AVP libera las neuronas SCN por la tarde (Kalsbeek et al., 2010), el
AVP puede activar las neuronas Kp por la mafiana o por la tarde, indicando que
el control diario de la oleada de LH no esta cerrado por las Neuronas del AVPV
Kp (Williams et al., 2011).
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Cada tipo de célula del ovario, incluyendo células Iuteas, células de granulosa, y
los ovocitos tienen un reloj circadiano (Sellix et al., 2015). Otros analisis han
reportado que los ritmos genéticos del reloj sélo se observan en la granulosa
madura y células luteas, lo que indica que estos ritmos se activan en una etapa
especifica del desarrollo del foliculo, posiblemente bajo el control de FSH
actuando como un sincronizador de las actividades de células foliculares (Chen
et al., 2013)

3.3. El betacaroteno

Los carotenoides son pigmentos que estan presentes en todos los organismos
fotosintéticos y no fotosintéticos asi como en bacterias, algas, hongos, insectos
y animales y son responsables de la mayoria de los colores rojo a amarillo de
mucha hojas, frutas, flores y peces. Los colores caracteristicos de muchas aves,
insectos e invertebrados marinos, se han originado en la dieta debido a la
presencia de carotenoides (Fraser y Bramley, 2004; Noziére et al., 2006; Young
y Lowe, 2018).

La principal funcion biologica es de servir como pigmentos en los procesos de
fotosintesis, y como sustancia fotoprotectora. Ademas, actia inhibiendo la
propagacion de ROS y otros radicales libres (Fraser y Bramley, 2004; Noziere et
al., 2006).

Estos pigmentos organicos sintetizados a partir de unidades de isopreno en
plantas y algas, representan uno de los grupos mas extendidos de pigmentos
naturales. Existen 1117 carotenoides conocidos y caracterizados
estructuralmente (Yabuzaki, 2017). Las plantas los sintetizan de novo, pero estan
presentes en los animales, donde se acumulan sin cambios de la dieta o
modificados metabodlicamente. Los carotenoides vegetales son la fuente dietética
primaria de provitaminas A, con el betacaroteno como el ejemplo mas conocido.
El requisito estructural esencial en la molécula de vitamina A unido a una
estructura de polieno conjugada intacta, por lo que el betacaroteno con dos

unidades estructurales esenciales es la provitamina A mas potente. El sitio
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principal de la conversion de betacaroteno a vitamina A es la mucosa intestinal y
dos enzimas estan involucrados: la oxigenasa que divide la molécula en el centro
para producir la retina (aldehido de vitamina A) y la reductasa retiniana que
convierte la retina en retinol (Goodman et al., 1965). El retinol y los metabolitos
como el acido retinoico son importantes en la vision, las funciones inmunes y

cerebrales la remodelacion de tejidos y el metabolismo (Brossaud et al., 2017).

3.3.1. Estructuray propiedades quimicas de los carotenoides

Los carotenoides son moléculas lipofilicas clasificadas por estructura como
carotenos y xantofilas. Ambas clases comparten una estructura comun
poliisoprenoide C40 que contiene una serie de enlaces dobles conjugados
ubicados centralmente (Fratianni et al., 2010). Algunos carotenoides son
moléculas de polieno de cadena abierta, mientras que otros tienen grupos
extremos cerrados, como un anillo de b-ionona. Los carotenos (por ejemplo, b-
caroteno, a-caroteno y licopeno) son hidrocarburos no polares. Las xantofilas
mas polares (por ejemplo, luteina, zeaxantina, canthaxantina y b-criptoxantina)
contienen oxigeno como un grupo hidroxilo o ceto contenido en el grupo final
(Deming y Erdman, 1999).

Las funciones de una molécula de carotenoide dependen principalmente de su
estructura quimica, se considera el factor mas importante en las reacciones de
transferencia de energia, que es absorber la luz durante la fotosintesis y proteger
las células de la fotosensibilizacién (Demmig-Adams et al., 1996; Young y Lowe,
2001).

La estructura no solo determina la absorcion de luz y color de las moléculas de
carotenoides, sino que también puede proporcionar informacion sobre su
absorcion, metabolismo y efectos biolégicos complejos, que pueden ser
relevantes para procesos in vivo en especies de mamiferos, esta caracteristica

de la molécula también permite la extincién de 'Oz (Young y Lowe, 2001).

El anillo de b-ionona de seis miembros de b-caroteno, a-caroteno y b-

criptoxantina proporciona a estos principales carotenoides dietéticos la capacidad
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de ser metabolizados a vitamina A. La presencia de un anillo de seis miembros
ubicado en el extremo de la estructura polieno se ha asociado con la estimulacion
de la comunicacion de uniones gap intercelular (Sies, 1997). De los carotenoides
de provitamina A, se ha demostrado que el betacaroteno induce las proteinas de

las uniones gap, las conexinas (Deming y Erdman, 1999).

Las uniones gap son canales de membrana que permiten la transferencia de
iones y moléculas pequefias entre células contiguas (Huang et al., 1998). Las
conexinas (Cxs) son las proteinas que forman los canales y la comunicacion
intercelular de uniones gap (GJIC) juega un papel clave en la comunicacion
celular y la homeostasis en organismos multicelulares. GJIC puede disminuir
progresivamente durante la carcinogénesis de etapas mdultiples y la prevencion
de la baja regulacion de GJIC en las células cancerosas sin comunicacion podria

ser un enfoque quimiopreventivo y quimioterapéutico efectivo (Trosko, 2003).

Zhang et al. (1992), encontraron que los carotenoides inducen GJIC a través de
una mayor expresion de conexina 43 (Cx43) en la linea celular de fibroblastos de
embrion de ratdn. Cx43 es un componente del canal de union GAP en muchos
tipos de células, incluidas las células pulmonares humanas (Cesen-Cummings.,
et al 1998). La actividad de estimulacion estd asociada con las propiedades

estructurales de los carotenoides (Sies, 1997; Stahl y Sies, 2005).

Beta caroteno

Esteres de retinol
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Figura 6. Férmulas estructurales del betacaroteno y sus metabolitos

3.3.2. Contenido de betacaroteno en forrajes

El contenido de carotenoides en los forrajes depende de su sintesis y
degradacion en la planta, la sintesis se da a partir de la formacion de isopreno y
ocurre en muchos niveles de la planta (Armstrong y Hearst, 1996; Gandul y
Minguez, 1996). El betacaroteno (BC) es importante, sin embargo el contenido

de betacaroteno en los forrajes es variable (Latscha, 1990). Ademas existen
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otros factores que intervienen en la concentracion de carotenoides, de acuerdo a

la especie, los niveles de carotenos varian de 5-10 veces (Livingston et al., 1968).

En la mayoria de los casos, incluso si la concentracion de b-caroteno y a-tocoferol
en el forraje es alta, los requerimientos de vitaminas A y E de los rumiantes no
pueden ser cubiertos adecuadamente por su consumo diario de forraje
(McDowell, 2002). Por lo tanto, varios factores pueden modificar el suministro
nutricional de vitaminas A y E del forraje. El nivel de conversion de b-caroteno
varia (1 mg de betacaroteno = 400 Ul de vitamina A en una vaca lechera lactante)
segun el estado de salud y la cantidad consumida. La tasa de conversion se
reduce a medida que aumenta el nivel consumido, y generalmente se acepta que
este factor de conversién para rumiantes solo es valido en los niveles de ingesta

correspondientes al mantenimiento (Bondi y Sklan, 1984).

Entre otros factores que intervienen en la variacion del contenido de BC esta la
estacion del afio, como la alfalfa que tiene mayor concentracion en marzo/abril
(349 mg kg-1) vs mes julio (251 mg kg-1) (Williams y Morgan 1998). De igual
forma, el contenido de BC varia segun la edad de la planta, al encontrar mayor
concentracion de BC en el raygrass inmaduro vs maduro y la fertilizacién con N
incrementa la concentracion de caroteno en especies cultivadas; podria deberse

a la actividad de los carotenos en la biosintesis de proteinas (Park et al., 1983).

3.3.2.1. Efecto de los procesos de preservacion de forrajes
cultivados sobre las concentraciones de carotenoides

En forrajes secos expuestos al sol, decrece fuertemente la concentracion de
carotenoides, especialmente cuando éstos son humedecidos por la lluvia durante
el henificado. Las diferencias entre especies sobre el contenido de carotenos,
son menos importantes que las diferencias del contenido de carotenos cuando
éstas se someten a un proceso de secado. La degradacion ocurre rapidamente
por oxidacion, principalmente por alta exposicion a la radiacion solar (Chauveau-
Duriot et al.,, 2010), ellos observaron en promedio una pérdida de 83% de
carotenoides entre el corte directo y el henificado. Esta pérdida de carotenoides

es principalmente por la radiacion solar, debido a la exposicion a los rayos UV,
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gue son capaces de destruir todos los carotenos (Cardinault y Noziere, 2004).
Sin embargo, ocurren pérdidas moderadas de carotenoides durante el
almacenamiento del heno (Bruhn y Oliver, 1978), debido probablemente a la
presencia de oxigeno.

El principal factor responsable de la variacion en los niveles de betacaroteno es
la proporcién de hoja a tallo. La formacién de tallos se acomparfa de un aumento
en la concentracion de MS. Por lo tanto, existe una correlacion negativa entre el

contenido de MS y el nivel de betacaroteno (Ballet et al., 2000).

El ensilado de maiz es bajo en carotenoides, independientemente del
marchitamiento, el proceso de ensilado disminuye en varios niveles la
concentracion de carotenoides. La pérdida de carotenoides es dependiente del
pH y favorecida por la condicion aerdbica. La pérdida de carotenoides es superior
en leguminosas que en pastos cuando el pH es bajo (pH=5) y cuando esto se
adiciona al tiempo en el retraso al silo y aumenta el tiempo de almacenamiento
en el silo, las pérdidas de carotenos incrementan. La maxima pérdida puede estar
alrededor del 80% de la concentracion inicial, pero cuando se hace el ensilado,

las pérdidas en la concentracion son generalmente del 20% (Ballet et al., 2000).

La deshidratacion de alfalfa resulta en una pérdida de caroteno y xantofilas y
depende de la extension del proceso, esta pérdida es elevada especialmente de
xantofilas a causa de la alta temperatura del proceso y cuando el producto final
contiene una elevada humedad. Cuando la temperatura es muy elevada (mas de
150°C) y la humedad de 3%, puede resultar en una pérdida superior a 33% de

caroteno y 73% de xantofilas (Burdick y Fletcher, 1985).

En general la pérdida de betacaroteno en los diferentes procesos de
conservacion de forrajes es evidente. Williams y Morgan (1998), determinaron los
valores medios de betacaroteno en 196, 159, 81 y 36 mg kg-1 MS para forrajes

verdes, forrajes deshidratados, ensilados y henos, respectivamente.
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3.3.3. Metabolismo Retinoide

El metabolismo retinoide, ocurre en la porcion proximal del intestino delgado tanto
en la luz como en el enterocito (Blomhoff et al., 1991). Para una absorcion éptima
del retinoide, la grasa debe consumirse junto con el retinoide recién ingerido. Esto
facilita la entrada de retinoides en los enterocitos desde la luz del intestino y
permite la formacion 6ptima de quilomicrones, ya que los retinoides, como otros
lipidos de la dieta, ingresan al cuerpo como un componente de quilomicrones

nacientes ricos en triglicéridos.

Los carotenoides proretinoides de la dieta, como el betacaroteno, asi como los
carotenoides no proretinoides como el licopeno y la luteina se liberan de la matriz
alimentaria y se emulsifican con acidos grasos y acidos biliares para facilitar su
absorcion en los enterocitos e incorporarse en quilomicrones e ingresar a la
circulacion general y al cuerpo (Blomhoff et al., 1991). En intestino los
carotenoides proretinoides de la dieta se absorben intactos en el enterocito,
donde se convierten a retinoides o se pueden empaquetar sin modificar en

quilomicrones.

3.3.4. Conversion enzimatica de carotenoides proretinoides en

retinoides

Las enzimas involucradas en la conversion de carotenoides proretinoides en
retinoides existen esas enzimas dentro de los tejidos de los mamiferos que
pueden escindir el betacaroteno, ya sea simétricamente en su doble enlace
central carbono-carbono 15,15 ', formando dos moléculas de retinaldehido, o
asimétricamente en otros enlaces dobles carbono-carbono, formando dos

productos de longitud de cadena desigual (D’Ambrosio et al., 2011).

El producto del gen Bcmol, que codifica una enzima capaz de catalizar la
escision central del betacaroteno, media la formacién de retinoides a partir de los
carotenoides proretinoides en la dieta (Hessel et al., 2007; Fiercea et al., 2008)
dos proteinas  estructuralmente relacionadas, betacaroteno-15,15'-

monooxigenasa (BCMO1), codificada por Bcmol, y betacaroteno-9 ', 10'-
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monooxigenasa (BCMOZ2), codificada por Bcmo2, son las uUnicas enzimas
mamiferas conocidas para escindir los carotenoides. BCMO1 y BCMO2 son
altamente homoélogas entre si y comparten 39% de identidad de secuencia con
BCMO1 y BCMO2 de ratén. Cada una tiene un alto grado de homologia de
secuencia con la proteina retiniana RPE65, que cataliza la isomerizacion de todo
el retinoide trans al isémero 11-cis para su uso en el ciclo visual. La BCMOL1 es
una proteina soluble, que contiene Fe?*, de 63 kDa. Se expresa en el intestino
delgado (a niveles mas altos, mientras mas proximales al estbmago), higado,
rifion, pulmones, piel, testiculos, el epitelio pigmentario de la retina dentro del ojo
y en varios tejidos embrionarios (Paik et al., 2001; Wyss, 2001; Paik et al., 2004;
Wyss, 2004).

Los genes Bcmol y Bcmo2 y su expresion: varios laboratorios han estudiado el
gen para Bcmol y la regulacién de su expresion. Se ha demostrado que los
genes de raton y humano para Bcmol contienen elementos de respuesta
funcionales del receptor activado por proliferador de peroxisoma (PPAR) [PPRE]
(Boulanger et al., 2003; Gong et al., 2006).

3.3.5. Esterificacion de retinol por enterocitos

El retinol dietético recientemente absorbido dentro del enterocito debe
esterificarse antes de su envasado como éster de retinilo en quilomicrones
nacientes. La literatura anterior habia indicado que el intestino posee dos
actividades enziméticas distintas capaces de sintetizar ésteres de retinilo a partir
de retinol (Blomhoff et al., 1991). Uno de estos, la lecitina: retinol aciltransferasa
(LRAT), cataliza la transesterificacion del retinol empleando un grupo acilo graso
presente en la posicion Al de una molécula de fosfotidilcolina de membrana. El
otro, acil-CoA: retinol aciltransferasa (ARAT), cataliza la esterificacion del retinol
dependiente de acil-CoA graso. En resumen, LRAT representa la gran mayoria
del éster de retinilo formado en el enterocito tras el consumo de niveles normales
de retinoide en la dieta; DGAT1, un ARAT intestinal, representa la actividad de

esterificacion restante (Wongsiriroj et al., 2008).
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e Proteinade unién aretinol celular, tipo Il (CRBPII)

Los retinoides son muy insolubles en agua y, en consecuencia, dentro del
ambiente acuoso del cuerpo, generalmente se encuentran unidos a proteinas de
union a retinoides especificas. En el adulto CRBPII se expresa Unicamente en la
mucosa intestinal y facilita la absorcion 6ptima de retinol de la dieta (Blomhoff et
al., 1991).

La CRBPII actua para garantizar el suministro adecuado de retinol a un feto en
desarrollo cuando el retinoide en la dieta es limitante. Investigaciones posteriores
gue hacen uso de ratones deficientes en CRBPII criados en el fondo deficiente
en LRAT (que carecen de Crbpll y Lrat) establecieron que CRBPII canaliza
metabdlicamente retinol a LRAT para la sintesis de éster de retinilo (Wongsiriroj
et al., 2008).

3.3.6. Quilomicrones y su metabolismo en la circulacion

Para la absorcion del retinoide de la dieta, el éster de retinilo se envasa junto con
otros lipidos en los quilomicrones nacientes, que se secretan en el sistema
linfatico (Blomhoff et al., 1991). Asi, el carotenoide dietético que no se ha
convertido en retinoide también se incorpora a los quilomicrones. Después de
ingresar a la circulacion general, los quilomicrones se someten a un proceso de
remodelacion que implica principalmente la hidrélisis de triglicéridos por la
lipoproteina lipasa (LpL) y la apolipoproteina E (apoE) de la circulacién, lo que
resulta en la formacion de restos de quilomicrones. Durante mucho tiempo se ha
establecido que el 66-75% del retinoide de la dieta (quilomicrén y retinoide
remanente de quilomicrén) es absorbido por el higado, donde se almacena en
las células estrelladas hepaticas (HSC), y el resto es eliminado por los tejidos

periféricos (Goodman et al., 1965).

La lipoproteina lipasa (LpL) puede hidrolizar el éster de retinilo presente en los
quilomicrones, y se ha propuesto que la hidrolisis del éster de retinilo facilita la
absorcion de retinol por los tejidos periféricos (Blaner et al., 1994). La LpL facilita

la absorcién de retinoide posprandial en los tejidos y han estableciendo que LpL
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actia para modular la absorcion de retinoides posprandial por el musculo
esquelético, el corazon y el tejido adiposo (Blaner et al., 1994; Van Bennekum y
Kako, 1999), el tejido mamario y la leche (Ross et al., 2004; Oliveira et al., 2017),
y probablemente pulmén (Ross y Li, 2007).

3.3.7. Metabolismo hepético retinoide

El higado es el sitio principal del metabolismo retinoide y el almacenamiento en
el cuerpo (Blomhoff et al., 1991). Hay dos tipos de células hepéticas importantes
para estos procesos: las células parenquimatosas (también conocidas como
hepatocitos) y las células estrelladas (también conocidas como células de
almacenamiento de grasa, adipocitos, células de Ito y/o células perisinusoidales).
Los hepatocitos comprenden aproximadamente el 66% de las células en el
higado y contienen el 90% de la masa proteica total (Geerts, 2001; Friedman,
2008). Las células estrelladas hepaticas (HSC) son relativamente mucho mas
pequefias y menos abundantes. Las HSC comprenden solo el 6-8% de las células
en el higado y contienen el 1% de la proteina hepatica (Geerts, 2001; Friedman,
2008). Esta bien establecido que los hepatocitos estan involucrados centralmente
en la absorcién y el procesamiento de retinol en el higado, y que las HSC

desemperfian un papel central en el almacenamiento de retinoides hepaticos.

e Captacion y procesamiento de Chylomicron Retinyl Ester (éster de
retinilo de quilomicron) por el hepatocito

Cuando el retinilo remanente que contiene éster de quilomicrones llega al higado,
pasa al espacio de Disse (ubicado entre el endotelio y el hepatocito) en un
proceso denominado tamizado (Wisse et al., 1985). Solo pueden pasar restos del
tamafio apropiado, mientras que las particulas mas grandes, incluidos los
quilomicrones completos, estan excluidas. Una vez dentro, el remanente es
absorbido exclusivamente por los hepatocitos por una de las dos posibles vias

mediadas por el receptor.

e Hidrdlisis del éster de retinilo en el hepatocito



38

Alingresar al hepatocito, el éster de retinilo se asocia con endosomas tempranos
y se somete a una hidrdlisis rapida (Harrison, 1995). La hidrdlisis del éster
retinilico se lleva a cabo por enzimas las cuales son denominadas en la literatura

como REH, carboxilesterasas y / o lipasas.

e Transferencia de retinol de hepatocitos a las células estrelladas
hepéticas (HSC).

Después de que el éster de retinilo de quilomicrén se hidroliza a retinol dentro del
hepatocito, luego se transfiere a las HSC donde se reesterifica y se almacena en
gotas de lipidos. Esta transferencia ocurre principalmente en tiempos de ingesta
de retinoides suficiente o excesiva, de modo que estas reservas de retinoides
pueden ser utilizadas y movilizadas en tiempos de deficiencia de vitamina A. Los
primeros estudios sugirieron que esta transferencia estd mediada por la proteina
de unidén a retinol (RBP). Blomhoff y col. informaron que los anticuerpos contra
RBP bloquearon completamente la transferencia de retinol de los hepatocitos a
las HSC (Blomhoff et al., 1988).

e Almacenamiento de retinoides en el HSC como éster de retinilo en
gotas de lipidos

El papel de las gotitas de lipidos HSC en el almacenamiento de retinoides: la
caracteristica mas distintiva de HSC es la presencia de numerosas gotitas de
lipidos que contienen éster de retinilo en el citoplasma, que recientemente se ha
propuesto que sean organulos especializados para el almacenamiento de
retinoides (Blaner et al., 2009). El contenido Unico de retinoides de estas gotitas,
su capacidad de respuesta al estado de los retinoides en la dieta, su dependencia
de la sintesis del éster retinilico y su pérdida en diferentes tipos de enfermedades
hepaticas. Estos estudios han demostrado un fuerte papel regulador de los

retinoides en la fisiologia de las gotas de lipidos HSC.

e Esterificacion del retinol en el HSC
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Después de la transferencia del hepatocito al HSC, el retinol se esterifica de
nuevo a retinil éster para almacenarlo en las gotitas de lipidos del HSC. Una vez
en el HSC, el retinol se une a CRBPI y se transfiere a LRAT para la esterificacion
(Boulanger et al., 2003). La union de retinol a CRBPI es necesaria para su
transporte en el ambiente acuoso del citosol y se ha propuesto para evitar que
las enzimas dependientes de acil CoA en el higado catalicen la formacién de
éster de retinilo. Tanto LRAT como CRBPI estan enriquecidos en HSC (Blomhoff
etal., 1991, Blaner et al., 2009), y ambas proteinas son necesarias para asegurar

la acumulacién éptima de HSC de las reservas de retinoides.

3.3.8. Requerimientos de Vitamina A, referidos en betacaroteno en
cabras lecheras

Las vitaminas son nutrientes con alta actividad biolégica y esenciales para un
optimo funcionamiento de todos los tejidos y como resultado un excelente estado
de salud y desempefio, tanto productivo como reproductivo, (NRC, 1981). La
vitamina A puede ser suministrada en los ingredientes de la dieta, asi como sus
precursores. De acuerdo a la NRC (2007), un equivalente de retinol (RE) es
equivalente a 1 ug de trans-retinol, 5 ug de trans 3-caroteno, o 7 ug de otros
carotenoides pro-vitamina A. Ademas, 671 Ul de vitamina A equivalen a 1 mg*
de betacaroteno y 436 Ul de vitamina A = mg de otros carotenoides comunes.
La ecuacion propuesta para los requerimientos diarios de vitamina A para el
mantenimiento-crecimiento, de animales con un peso de 10-40 kg y ganancias

de peso diarias entre los 25 y 300 g (NRC, 2007), es la siguiente:
e A, REKkg-1=31,40x PV
Donde:

PV = peso vivo del animal en kg'; RE = equivalentes de retinol. 1 RE = 1 ug de
trans-retinol, 5 ug de trans 3-caroteno, 6 7 ug de otros carotenoides pro-vitamina
A. Ademas, 671 Ul de vitamina A = mg* de B-caroteno y 436 Ul de vitamina A =

mg* de otros carotenoides comunes.
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Ecuacion para los requerimientos de vitamina A para crecimiento de cabras

lecheras.
e A, REkg'=100x PV
Dénde:

PV = peso vivo del animal en kg*; RE = equivalentes de retinol.

Cuadro 1. Requerimientos de vitamina A para el mantenimiento y suma de
mantenimiento y ganancia de peso de cabras lecheras en crecimiento, expresados en

RE d!y Betacaroteno mg d, de acuerdo a la NRC, 2007.

Peso corporal Ganancia diaria Vit. A B-caroteno
(kg) de peso (g) (REd™) (mg d*)
10 0-200 1000 5
20 0-250 2 000 10
30 0-300 3 000 15
40 0-300 4 000 20

RE= equivalentes de retinol.

3.3.9. Betacaroteno como Antioxidante

Los radicales libres presentan un electrén desapareado de electrones o impar en
el orbital externo, y se pueden formar cuando el oxigeno interactta con ciertas
moléculas. Algunos ROS son anion superéxido (Oze), peréxido de hidrégeno
(H202) e hidroxilo (OHe), otras especies reactivas importantes son el oxigeno
molecular singlete (*0O2), resultado de la excitacién electrénica del estado basal
del oxigeno molecular (triplete), y los radicales perédxidos, presentes en la
peroxidacion lipidica (Sies, 1997).

El estrés oxidativo es cuando la produccion de estas sustancias prooxidantes
supera a la capacidad de respuesta antioxidante del organismo. Si esto ocurre,
las células pueden funcionar mal o morir. Para prevenir el dafio de los radicales
libres, el organismo tiene un sistema de defensa de antioxidantes (Barnham et
al., 2004).
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Todas las células en los organismos eucariotas tienen enzimas antioxidantes que
contrarrestan la generacion de radicales libres. De estas defensas antioxidantes
que posee la célula las tres clases principales de enzimas son, la superoxido
dismutasa (SOD), la catalasa y la glutatién peroxidasa (GSH-px) (Sies, 1997).

Existen ademas una gran variedad de antioxidantes exdgenos, entre los que
destacan: la vitamina C o acido ascorbico, la vitamina E, alfa tocoferol y los
carotenoides, ademas, el selenio, un metal traza que se requiere para la funcion
adecuada de uno de los sistemas de enzimas antioxidantes del organismo a
veces se incluye en esta categoria. El organismo no puede fabricar estos
micronutrientes, por lo que deben suministrarse en la dieta (Elejalde-Guerra,
2001).

Los carotenoides poseen especial habilidad para destruir directamente los
radicales libres (Stahl y Sies, 2005). De hecho, estos pigmentos resultan
particularmente eficientes a la hora de neutralizar los radicales peroxidos (ROO),
los cuales estan directamente relacionados con el mecanismo de peroxidacion
lipidica (Wang, 2006).

e Laoxidacién lipidica no enzimética o peroxidacion lipidica

Una reaccion quimica que generalmente tiene lugar a temperatura ambiente
entre el oxigeno atmosférico y el compuesto organico generalmente se conoce
como autoxidacién. Una caracteristica importante de la autoxidacion es que es
autocatalitica. La tasa de oxidacion espontanea es lenta al principio y aumenta a
medida que avanza la reaccion (Halliwell, 1995). La autoxidacion es una reaccion
en cadena de radicales libres que consiste en los pasos de iniciacion,

propagacion y terminacién (reacciones 1-4).
Iniciacion: X« + RH — R+ + XH (1)
Propagacion: R« + O2 — ROO -« (2)

ROO « + RH — ROOH + R « (3)



42

Terminacion: ROO « + ROO « — [ROOOOR] — productos no radicales (4)

En la etapa de iniciacion, los lipidos poliinsaturados (RH) pueden formar radicales
alquilo (R ¢) que reaccionan muy rapidamente con el oxigeno para formar
radicales peroxilo (ROO ¢). En la 3° etapa de propagacion, una reacciéon en
cadena con mas lipidos produce hidroperéxidos (ROOH), es decir, productos de
oxidacion primaria. Estos hidroperdxidos se descomponen en presencia de
metales para producir radicales alcoxilo (RO ¢), que se escinden en una mezcla
compleja de aldehidos y otros productos, es decir, productos de oxidacion
secundaria (Frankel, 1984; Halliwell, 1995).

3.3.10. Respuesta alasuplementacion de betacaroteno en animales

e Las respuestas en la produccién

Se ha demostrado que los carotenoides tienen acciones biologicas
independientes de la vitamina A (Arechiga et al., 1988; Chew, 1995). La
investigacion de la Universidad de Florida indicé un aumento significativo en la
produccion de leche en vacas lecheras que reciben betacaroteno suplementario
(Arechiga et al., 1988). En este gran estudio de tres partes con manejo intensivo,
las vacas suplementadas (400 mg/dia) produjeron de 6.2 a 11.3 por ciento mas
de leche que los controles no suplementados. Ademas, para las vacas
alimentadas con betacaroteno suplementario por 90 dias, la tasa de prefiez a los
120 dias después del parto aumento en (35.4% vs. 21.1%)

Algunos estudios han encontrado que la suplementacién de betacaroteno afecta
de manera positiva la produccion de leche (Oldham et al., 1990), al suplementar
vacas con 300 mg kg peso-1 de betacaroteno, observaron un incremento en la
produccion de leche en un 6.4%. Del mismo modo ganado expuesto a estrés
calorico complementado con 400 mg kg peso -1 de BC aumento la produccion
lactea acumulada en un 11% (Arechiga et al., 1988).
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La vitamina A y el betacaroteno tienen un papel importante en la proteccion de
los animales contra numerosas infecciones, incluida la mastitis. Los agentes
patégenos potenciales estan regularmente presentes en el orificio del pezoén vy,
en circunstancias adecuadas, pueden invadir e iniciar la mastitis clinica.
Cualquier estado insalubre del epitelio aumentaria la susceptibilidad de una
glandula mamaria a la invasion de patdégenos. Hay informes de mejoria de la
salud mamaria en vacas lecheras suplementadas con betacaroteno y vitamina A
durante los periodos secos Yy lactantes (Chew, 1995). Los neutrofilos polimorfo
nucleares (PMN) son la linea principal de defensa contra las bacterias en la
glandula mamaria. La suplementacion con betacaroteno parece ejercer un efecto
estabilizador sobre la funcién de PMN vy linfocitos durante el periodo de secado
(Chew, 1993). El betacaroteno aumento la actividad bactericida de la sangre y la
leche PMN, contra S. aureus, pero no afecto la fagocitosis. La vitamina A no tuvo
efecto o suprimié la actividad bactericida y la fagocitosis. El control de los
radicales libres es importante para la actividad bacteriana pero no para la
fagocitosis. La actividad antioxidante de la vitamina A no es importante, no apaga
ni elimina los radicales libres. El betacaroteno, por otro lado, tiene propiedades
antioxidantes significativas y apaga eficazmente los radicales libres de oxigeno

singlete (Elejalde-Guerra, 2001).
e Inmunidad

En gran parte debido al papel del betacaroteno como antioxidante, se puede
incrementar la respuesta inmunitaria en el ganado lechero, reportaron que las
vacas con baja concentracion plasmatica de vitamina A y betacaroteno tuvieron
mayores puntajes en los examenes de mastitis en la prueba California (Chew,
1993), al suplementar con 300 mg kg peso* de betacaroteno, 53 KUI vitamina A,
80 KUI vitamina A, 53 KUI vitamina A, o sin suplemento en los 30 dias antes
parto, los datos en porcentajes de vacas con un recuento de células somaticas
(RCS) > 500.000 fueron 13, 27, 54 y 67%, respectivamente, lo que indica que el

betacaroteno mostré un efecto positivo en la respuesta inmune.
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Lucas (2005), suplementd con 300 mg* de betacaroteno, lo que resulté en la
reduccion numérica de RCS en el contenido de la leche, sin mejorar
significativamente la produccion de leche. Otros investigadores no han
encontrado indicios de que el betacaroteno mejora la funcién inmune (Bindas
1984), encontraron que la suplementacion de 600 mg kg-1 de BC por dia no
afectd el RCS, Mientras que Oldham et al (1990), no observaron disminucién en
la incidencia de mastitis al suplementar las vacas con betacaroteno, sin embargo,
encontraron que cuando se produjo un incremento de 100 ug mL-1 de retinol en
la concentracién sérica durante la semana antes del parto, hubo una reduccion

del 60% en mastitis clinica en la lactancia temprana.
e Parametros reproductivos

La suplementacién de betacaroteno mejoro la tasa de concepcion, la involucion
uterina y la ovulacion, asi como la reduccion en la incidencia de quistes ovaricos
y muerte embrionaria temprana. Ademas, los niveles de betacaroteno en la dieta
pueden estar relacionados con la fertilidad como se evidencia por el aumento de
las concentraciones de BC en el ovario, sobre todo el cuerpo luteo (Chew, 1995).
Los beneficios de la suplementaciéon con BC en vaca lechera puede estar
relacionado con la conversion de la circulacion de BC en vitamina A,

especificamente en el Gtero y los ovarios (Schweigert, 2003).

Rakes et al. (1984), encontraron que la suplementacién con 300 mg d-1 de BC
disminuyeron los dias al primer estro y el cuello uterino redujo su diametro. El
efecto de los suplementos de betacaroteno en la reproduccion ha sido reportado
en vacas con quistes ovaricos las cuales presentaban bajas concentraciones
plasmaticas de BC (11 + 2 mg dL-1) con respecto a las vacas sin quistes ovaricos
(33 £ 4 mg dL-1). Asimismo, Graves-Hoagland et al. (1988), demostraron que los
niveles de betacaroteno en plasma, se relacionaron positivamente con la sintesis
de produccién de progesterona en las células del cuerpo luteo y determinaron
qgue la concentracién de betacaroteno en plasma estaba relacionado con la

calidad del embrion en vacas superovuladas. Las concentraciones plasmaticas
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de betacaroteno por encima de 200 mg dL-1 tendieron a aumentar el nimero de
cuerpos lateos y el total de embriones recuperados y de manera significativa

mejorar el nimero de embriones transferibles normales.

Cuando el ganado vacuno se suplement6 con 400 mg d* de BC, se incrementd
la tasa de prefiez de vacas con estrés caldrico a los 120 y 90 dias después del
parto en 35.4%y 21.1% (Arechiga et al., 1988). En el caso de las concentraciones
de betacaroteno en plasma de vacas que ovularon durante la primera ola folicular
posparto presentaron mayor media que vacas anovulatorias (2.97 £ 0.24 mg mL-
1+1.53vs0.14 mg mL* (Kawahsima, 2010). Este mismo grupo de investigadores
suplementaron con 500 o 2,000 mg de betacaroteno por dia durante el periodo
seco, encontraron un aumento en el nimero de vacas ovulando en la primera ola

folicular posparto (Kawahsima, 2010).

Estudios recientes sobre el efecto del BC en la actividad reproductiva en cabras
muestran un efecto positivo sobre la funcidn ovarica, en especial en las fases
folicular, latea, y en la sintesis de P4 (Arellano-Rodriguez et al., 2007; Arellano-
Rodriguez et al., 2008). La suplementacion en cabras adultas con 50 mg de BC
por dia durante un periodo de 51 dias, bajo fotoperiodo natural, mostraron mayor
namero total de cuerpos lateos (CLT) que el grupo control (3.4 vs 2.8), asi como
una mayor concentracion sérica de progesterona, respecto del grupo control (5.6
vs 4.5 ug mL?) (Arellano-Rodriguez et al., 2008).
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Abstract

Arellans-Rodrigoez, G., Meza-Herrern, C.A., Rodriguez-Martinez, B, Velazquez-Mendez, G, Malkads, M.,
Salinas, H., Percz-Tinzo, M.A. and Sanchez, F. 2007, Shert-term belacarotens supplementation positively
affects ovarian [ellisalar deselopment and ovalation rate in goats, J, Appl. Arnim. Res. 32 177180

Thiz lady evadwated the gffect of shoel-term betacarafens supplémeniefion in goods upon cvarion achivify.
Adult goats (r=22, 34 ren ) were rendomiy assigned fo ane of the fawe experimendol growps: 17 Belooerotene
(BETA, n=I0 and 2 Condeol (CONT, m=12), Onee astrually spnchronioed itk Pidoaginel sponges, rhe
BETA group reseived G50 mg of hefearmtene an a dodly bosis dering 35 d pres and 17 d post-ovulotion.
e orwietion cocurred, fowerds the end of the fate fadeel phose ©d T84 trarsrecial pilrasonogrmphic
seagriag wes performed in el andreale fo soelaate fotod fllicles (FT), srpas lfewm member (CLT) and
todel ovarien ootizdty (TOAL The BETA group goofs hod higher ovarion activity (P=0.07) Reeults sugpest
that befeeerotene suphlsmeniofion poeifively affeciad oparion aclivify in @od,

Koy words: Guat, beiscarotene, ovarian famction, follicular growth, corpus luteum member.

Introduction feeding and body reserves {Williams ef al.,
20013 Indeed, a short-term supplementation
of both protein and energy can increase
avidlation rate (Scaramuzzi of af., 2006),
indicating that ovarian response &to
Corrasparading sathor, Galeans 547 Famiente, Colorts nutritional s.upp_lqmenmtd-:ln is & tool L]:ml:
Cnibr, Lardn, Dursnps, Maxen AR08, would allow to increase the reproductive
E-miilk tovesd8kaimeal om cfﬁci-'l:l'l-f_'.' for the bensfit |:|,-|" goat farmers,

Ovarian activity and ovulation rate are
influenced by nutrition statos, supplementary

177
o, Appl. Anim. Res. (97T 1-21 19378500 © GEF, India.
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In bath herbivorows and omnivorous
ppecies, f-carptene is an important soures of
wvitamin A, but besides this function as o
gyatemic or local vilamin A source, [
carofene has attracted attention becnuse of
itz poasible importance in the reproductive
performance of different species of farm
animals (Schweigert of al, 2001). There iz
increasing evidence that f-carotens may be
necessary for optimal steroid prodoction,
posaibly acting as an anti-oxidant (Arikan and
Rodway, 20001 The sim af Lhis experiment
was o evaluate the betacarolene
supplementation on reproductive efficiency
as measured by total ovarian activity in goat.

Materials and Methods

Goats (n=22% 34 mao old, 46.01+5.058 kg,
CriclloxAlpine and Saanen) were fed on a
diet based on alfalfa hay, eorn silage and sorn
grain in arder to meet 100% of their
nutritional requirements adjusted to body
weight (NRC, 1008), Goats received water,
shades and minersl salts ed [ibitum during
the experimental pericd (51 db. Goats were
randomly distributed in twa experimental
groups: 1) BETA (n=10, BW=44 821,45 kg),
wilh daily supplementation of betaearotens
(50 mg goat®, Syntex SA. de CV.) and 2)
COMNTROL, withoul supplementation
(CONT, n=12; BW=453+1.32 kg

Conts were estrunlly synchrosized with
intravaginal sponges impregnated with
progesterone (Intervet International B. V.,
Boxmesr-Halland, Intervet, 5. A., France)
Sponges were withdrawn nine daye after the
ingertion of the sponges and goats were
injected with cloprostenc] IM (Prosolvin CF,
[ntervet International B, V., Boxmeer-
Huolland}l, a prostaglandin Foe analog, 1.0 ml
per animal (0,075 mg goat'), to provoke
corpus loteum regression and te cavse, in
tarn, follicular developeent and ovulation.

On day 17 after the second ovolation,
ovarian  activity was  evaloated by
ultrazonographic seanning (Tochiba Medical
Systems, Ltd, Crawley, UK) with a 7.5 Mhe

linear transductor for veterinarian wse and
according to the transrectal ultrasonegraphic
method puggested by Griffin and Ginther,
(19921 and Dackie &f ol (1999), The nember
ond dismeter of ovarian strectures (follicle
and corpus [utenm) were recorded and
photagraphed,

Data were subjected to analyses of
varianes (ANOVA) in a completely
randomized design (Moreie, 19893 The
PDIFF option was used to evaluate least
BuUArE  mean differences hetwaan
experimental groups by the LEMEAN
procedure of the FROC GLM. all the
statistical analyzes were performed using the
SAS Program (Littel]l & af, 1997, 19981 The
reported walues are least square means =
standard erTOT.

Results and Discussion

The results observed in the present study
(Table L) confirm a positive betacarotens
effect on the main ovarian cellular groups,
either in their luteal or folllcular phase and
coincide with the obaerved inereased corpus
Tuteum number as well as the incressed total
ovarinn activity in those gosts supplemented
with beteenrotens. According to Coassane of
al, {19800, aadative damage to the socyte or

Table 1
Linst squnre means for body weight (B'W), body
pomdition score (BCE), fotal follicles (FT, total
vorpus luteum (CLT) and tolal svarian acthvity
(TOA=FT+CLT) in goats supphamented with
betacoretens (BETA, 60 mg goat! day ") and ra

supplemented goats (CONTROL)
BETA  CONTROL SF!
BW, kg 44.5° 45.3° 1.32
BCH, units 9.0 .0 008
FT, units 45 as 052
CLT, units T4 2 g 022
TOA, units RO 8.3 057

'HE, masl renservative LEM -slardard e
“agepns fllamed By different superscEipts dilfer (F0L0T1
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fellicalar cells were suggested to frigger
atresia. As mentioned by Schweigert of al.
(2(HhE}, carotenoids mre transferred into
follicular fluid where they might serve as
antinxidants and (or) precursors of retinoids
which, in turn, modulate fallicular ar oocyte
functions.

In fact, botacarotene acts against Hpid
peroxidation as an antioxidant moleculs
protecting severnl reproductive stroctures
from axidative DNA-damage (Kim & al,,
20071, Betacarclens sesms to act A8 &N
pvarian-protective molecule, not only as
luteoprotective (Haliloglu of al., 20020 but
glas improving embrye production and
guality in superovulated cows (Sales ef al,
2007, eptimizing reproductive performance
in femnales. Betpearstene ap-take by the
cvary aod uterine tissues inereases in & dose-
dependénit  manner, enhancing the
steroidogenie activity at ovarian lowval,
promoting an gptimal evarian fanction and
a hetter uterine environment for embryonic
survival and development (Chew of al., 2001).
Further studies should elucidate if the
positive effect of  betacatorene
supplementation prior to mating upon
ovarinn activity, is associnted with changes
i the hermonal profile of gonadotrephic
hormones like LH or FEH andior) ather
metabolic hormones like nsuling growth
hormaong or insulin-like growth factors.
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Short-term intake of fi-carotene-supplemented diets enhances
ovarian function and progesterone synthesis in goats
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Summary

The elfect of f-carmene supplementation upon luteal activity, measured
as number (CLT) and wolume (VLT) of corpis luteum, and P4 synthesis
in goals was evalualed, Goals (8= 22, 3 monmhs) were randomly
amigned 1w one of Uwn experimental groups: (i) f-camiene [Rela,
=10 body weight (BW =44 8 + 1.45 kg), body condition  scome
(BCS = 3.25 + 00T)). and (i} ConLral { Conimnl, n=1%
BW =45.30 + 1.32 kg, BCS = 3.33 + 0BG Upon oestrus synchmniza-
tion, the Beta group meceived 50 myg of f-carotene per day during
35 days pre- and 17 days pos-ovulation, The day 4, B, 12 and 16 post-
ovulation, bloosd samples were oollected lor quantification of srum P4
concenl mliom by mdicimmmunsassay, and tmansrectal ulimsonographic
scanning was perfomued a1 day 18 [or evalualing CLT and VLT, Owerall
CLT and VLT mean were 3.10 and 2211.1 mm® respectively. The Bela-
goas depicted both the lames values for CLT (p = 0.07) and serum P4
levek (p =0.05), with no dilferences (p = 0.53) lor VLT between treal-
meenls Resubs suggest a higher efficiency within the cellular-enzymatic
groups defining the stemidogenic pathways in the fcarolens-supple-
meniled goals, genemling a larger P4 synthesis. The last is essential lor
ovulation of healthy oocy e, mainenance of ulerine guiescence, nour-
ishmen and survival of the embryo amund implantation all of them of
paamount dgnificance during the maternal eoegnition of pregrancy
Process.

[oar oo peom Bing embeyo and letal viabiliy (Maloney
amd Ress, 2005; Meza-Herrera el al, 2006) and long-

In muminanis, an inadeguate nutrdtion is characuer-
ized by deficent metabolic and endocrine profiles
which can comprmise reproductive performance,
causing mlanded pubeny omel iregular oesirous
cycles and a drop in the global eproductive elfi-
ciency (Popwell er al.. 1996 Scaramizi el al, 2006;
Meza-Herrera el al., 2007). Besides, maternal nute-
tional and metabolic environment are alw critical

karrl ¢

term health and wiahility of the oflspring | Symonds
el al, 2007).

An important aspect thal defines reprodoctive elfi-
dency in ruminanis is the process of matemal recog-
nition of pregancy (Spencer e al, 3007), which
imvolves the establishment of a dialogue between
the fetus and is mother in order o asure the syn-
thesis and melease of progestemne (P4)  (Robens

Journal of Aimal Phydalogy and A mal Muean © 008 T he At

daten © 200 Sackwel] Publizhing Lo 1
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etal, 19965, In goas, a socoessful pregmancy
depends on an adequate P4 secretion by corpus lue-
um; in tam, luteal luncion depends on an o plin um
balance of luteotmpic (Le. TH) and lhneolylic Bctors
{i.e. PGF2z) (Ford e1al, 19%6). In mammals, lueal
seroidogenesis allecis the luncion of several organs
such as the ulers, ovary, mamoary gland amd
brain: thus, P4 secretion is recognized as a key ele-
menl in the normeal regulation of female reproduc-
tive [unction (Dinny and Christine, 1999).

Camtenagids, on the other hand, are imporian
both 1o humans and animals as precursors of vika-
min A and retinoid (Chew et al. 1993 Hawod et al.,
2000 Schweigen et al, 2003). #-Camiene. which is
present in green planis but can be also chemically
gynithesized. has shown o have a key role in a wide
mange of biokgical processes (Schweigen, 1998). In
fact, f-carolene is notl only a eetinol precusor, b
alzo has gained consideration becase of it funclions
similarly 10 witamin E by acting a5 scavenger of [ree
adicals, especially singlet oxwygen and, thus as a
potent antioidant such as other carmenoids [ Chew
el al., 1993 Sies and Stahl, 1995 Greiwe-Crandell
el al, 1997).

In addition, mary gene prdocts linked 1o repro-
duction are known 1o be modulated by retlingic acid,
the product of retinol oxidaion (Scweigen e al,
2003, Therelore. an oplimal intake of f-camiene is
hypothesized o have a positive effect on ferilicy
(Arechiga eral., 1998). Most of the siudies hawve
been pedormed in animals, but resulis are contradic-
Lory ; somme authors reporied negative effects [Folman
el al, 1987), whila ohers described an incressed
fertility {Arechiga et al, 1998). Mosl recenl studies
have shown a direct relationship between S-camiene
concentration al ovarian level and size and P4 secre-
tion by oorpom luea (Haliloglo et al., 2002), sug-
gesling that f-camilene may have a positive ellect in
luteogenesis and lueal activity.

The purpese of this siudy was 1w evaluale whether
the pasitive ellects of fcarctene on the luteal fune-
tinn can be induced by exogenos supply. Thus, the
ellecs ol a short-lerm #-carolene nutrfitional supple-
mentation on the number of corpora lutea (CLT).
the total hneal wolume (VLT) and the secretion of P4
were evaluated in goals.

Materals and methods

Irsditutional approval, animals and their Teeding

The study was carried out a1 the Regional Univesity
Unit on Add Lands of the Chapings Aulononsous
University (URIZA-TACH), at the Sowhem Goal

2 umal of Armal Physickgy and Anima Muriion O X048 The suhers. ssomal
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G Arslno-Rodd pueer et ol

Research Tnit (26°ML. 103"WIL. 1117 m) durbng
Movember and December. Climatic chamaeristics for
the area are warm-dry clineste and mean ammuoal
precipitation amnd emperature of 21701 mm  and
223 °C mespeclively. The warmest momh & June,
with emperatures above 40 “C whikt the coldest
mnth is Tanuvary, with the lowest lemperaliure
selow O .

Experimental groups were prepared during Oco-
ber, under a naiural shon-day  phowperiodic
acheme. Goals (k= 22, 3 months; Criollo © Alpine-
Eaanen), having a mean body weight (BW) of
46,01 £ 5.05 kg were led with a diet based on allalfa
hay. corn silage and com grain w it 100% of their
nutftional reguirements adjusied 1w BW (MR,
1288}, Goas had Iree acces o waler, shades and
mineral sals during the whaole experimental period
{51 days). The experimental groups were fed wice
per day, with allalfa hay and corn silage by the
msming (0700 hours), and com grain by the aler-
noon | 180D hous): always under nataral light oon-
ditiors. Al the methods used in this study were in
aceordance with accepled intemational guidelines
(FASS, 199%9).

Experimental design and treatment groaps

Goats were randomly distrilbuted in o experimental
groups: (i) Beta (=10, BW = 448 + 1.45 kg), sup-
plemented with f-caroiene (50 mg per goal per day)
(Syniex Mexion, 5A. de CV. ), and (i} Control, with-
oul supplementation (= 12 BW =453 + 1.32 kg).
Goats were led with the basal dier during 1the whaole
experimental pedod, which comiBled of 34 days
elomne and 17 days aler ovalation, [rom October 1o
December, under a decreasing phow periodic scheme.

Demtras synchromization,  bloosd  sampling amd P4
fquantification

Destris was aynchronized by wing  intravaginal
aponges conlaining 45 mg of Quomgesione acelale
(Chmnogea™: Intervel International B, V. Boxmeer,
the Methedands) for 10 days and a single i.m. dose
of 1 ml of a prestaglandin Fr.. analogue (0075 mg
per goal of doprostenal:  Prsolvin-C™  Intervel
Intemational B, V).

Dudng the oyce Inllowing the smchmnized ovu-
lation, at days 4, B 12 and 16, blood samples were
collected by jugular wenopunciure with 0.8 2 38-
mm hypodermic sterile needles (PredsonGlide™ :
Becton Dickson Franklin Lakes W1 USA) amd 10-ml
sterile waculainer serum Lubes (Becion Dickson).

O N Bk | Fubsich ™
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Samples were allowed o cot during 30 min, and
then centrifuged (1500 g 15 minj Serum samples
were  ollected in 1.5-ml  polypropylene  tubes
(Axygen™™® Scentific, Umion City, CA, TSA) and
stored a1 —20 “C until assayed.

In wtal, Tour samples per goal were collected (40
Beta) and 44 (Contmol). Serum P4 concentralions
were determined in duplicate by radioi mrmonoasay
(RIA} by ming a solid-phase commercial RTIA kil
(Diagrestic Products Comp., Los Angeles, CA, TISA),
according w the procedures described by Schneider
and Halllord (1996). Tntra-asay coeflicem of waria-
tion  was  T.5% and  detection  limil  eached
30 pg o ml ™, Hommonal ssays were made ar the
Endocrinology Labormtory of the Aninmal Science
Deparment of the New Mexioo Stale University, Las
Craces, NM, TT5A.

U lirasengrap hic analysis of ovarian activity

To evaluate the luteal lunction on day 1B alier the
second  ovualation, uhmsonegraphic scamming  was
perfomed by one skilled opermwor with a 7.5 MHz
lingar-array transducer for velerinarian use (Toshilba
Medical Sysiens, Crawley, TR}, The number of oor-
s luteum observed in each ovarian struclure was
recorded and measured acoorling v the procedures
outlined by Dickie e al, (1999). Ovades were visual-
ized al an insage meagnification of 1.5 and nomber
and size of all lollicles =2 mm in diameter were reg-
istered. Urasonographic images were alo reconded
on  videmapes for retspective  analysis,  Once
oblained he lamest and lowest diameters, VLT was
calculated by using the blowing lormula: VLT = (44
3nx B COLT, where B & the mean ratio and CLT
is the number of corpora lulea,

Sitatistical amalyses

Baody weight, body condition score (BCS), CLT and
VLT were evaluated by analyses of vadance (asova),
by wsing a completely random design with two teat-
ments and 10-12 replicates by treaumen (Soedecor
and Cochran, 1967 ) Serum P4 levels were analysed
by avova in a complelely random design owith a
aplit-plol arrangemsent of teealments for epeated
measures acriss lme (Licell e al, 1998), Treatmsen
ellect wa induded in the main plol wsing the
goal erm within teatment 0 calculate the ermor,
Sampling tinee and treatment by lime inleractions
were incduded in the subplor and were tested
using the residual mean square, When significam
F values were observed, mean sepamtion oonside red
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IEMEANS-FOIFF option of the PR GLAM. Al
slatistical analyses oonsidered 1he e of the sas
aoltware (Linell eval., 1991). Reporied wvaloes am
defined as least sqguare means + 55,

Results

Leasl square means lor BW (kg). BCS (unis), CLT.
VLT (mum’y and Pd-serum level (P4, ng ml™") am
shown in Table 1. The overll CLT nmeean was
3.0+ 02, with the Beta group having the largest
CLT number (p=0.07) in relation w the Conml
goup, Overall VLT mean was 2162 + 543 mum”,
without dilferences between grmoups (p= 0,53 lor
this wvariable. Overall mean serum P4 level were
48+ 03 ngml™, with the Bels group bearing
higher serum P4 concentralions (p= 005 than the
Conteol group, Senim P4 levels acwss timee, showed
sislained increases (p= 00 across sampling limes
{Table 2). n fact, P4 level increased frmm day 4 1o
B, and showed a dight decrease ar day 16; this P4
secrelion pattern being simdlar between and within
Lres L 1115,

Table 1 Lexct square mers for body weight =W, body cordion
soore (BCS, ot compus lutewrn muamber (0T, tofal luteal wolame
(LT and sensn progesierone coRcERRIon P4 In goalks Qupple-
menaed Wil famters (Sea, 30 Mg por g par day) amd reoresup-
plemented poais (Condml) In porfem Medon RE™ML)

Bea Cortmd s OELF
e Fry 453 13 nsE2
BCS juriis) - 23 0 04z
OLT jurlis) 34 za" oz ooy
VLT ety i Criteg L0 =011 0s3
P4 ing mirY S 458 oz oS

e it corservative L SW-standand emror

Tobserved dpnlicarce lael
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Discussion

Current resulls give evidences lor a positive ellect of
Bcarotens supplementation on the lueal Tunction,
in terms of P4 secretion, during the early luteal
phase thede resulls can be eximpolated 1o the pre-
implantational period in pregnant emales, This fact
suggests a beter elfidency in the metabolic pedor-
mance by lueal cells in the f-camiene-supple-
meribed group, From a [unctional point of view, it is
pidible w hypothesize twn mechaniims of action.
First, this ellect may be relaed w possible ellects on
LH stimlation via the prolein kinse & (FE-A) seo-
ond mesenger sysem. Indeed, in the cyloplasmatic
membrane LH links to @5 eceplor aclivating FE-A,
and a5 a conseguence. the oytochronse P4 50 ensynbe
tensformes cholesteral ino pregnenolone which in
wurn is eormeerted in the endoplasmic reticulum 1o P4
by meas of IFHSIAY, AY isomerse enzyme (Nisw-
ender el al, 2000).

On the other hand, f-carolene, actling a5 an anli-
oxidant, may improve the ability of luteal cells 1w
synthesize P4 ina scenario rich in free oxygen (Tilly,
1996). During Semidogenssi, the mitochondrial
P45 ayaem has shown 1o paduce oxygen radicals,
such as oy tochmoe P450 and adrenoxin which can
provoke ireverdble damage o the molecules in the
surmunding emwironment. The mitochonddal system
that firsl catalyses P450 and the proporton that lm-
its the steroidogenesis process is highly expressed in
the compus lueum, which B also characterized by
their high antioxidant level (Rapoport et al, 1998).
Antioxidanis play an imporiant role in protecting
the cell fmom (e oxygen mdicak, which are harm-
ful during sercidogensi. Reinfordng this hypothe-
dis. [ree oxygen radicals can be inwvolved in both
lutenlysis and apoplosis of luweal celk during the
meproductive cycle Riley and Belimman, 1991).

Aceording vo our resulis, B-carolene supplementa-
tion would increase nol only the ovulation mie b
also the P4 synthesis. Thus as a precursor of vilamin
A, frcarolene lus gained specific imersst: vitamin A
arpngly alfecis cellular development, differentiation
and maorphogenesis though etooic add. In mwm,
by imtemcting with nudear receplos, melinoic acid
can influence the activation of several genes as well
i the expresion of numerus proteing (Zile, 199E).

The observed P4 increments in our stsdy are simi-
lar o these reported by Weng et al. (2000) wlho
menlioned increase in P4 lewels due o f-camiene
supplementation, concluding that #-carolene supple-
mentation allecied plasma P4 concentration without
ellects on 17E-oetradiol concentmation and on tolal
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of uterine proein. In other studies, however, f-caro-
tene wa found w have no ellect on the plasma P4
lewels: in gilis on day 12 of gestation (5cdwweigert
el al, 2002), in dairy caide receiving ol adoinis-
tration of f-carotene (Chew el al, 1982) as well as
alter parenteral f-carolene adminisimtion in sows
{Colley and Brin, 1993).

In both expedmental groups, serum P4 lewels
reached their highest value at day 12; withouwr dil-
lerencs between treatments with megards o the
lewels of P4 secretion across lime. Both dynamic
secretion and symbesis of P4 in our trial eoincide
with the P4 secretion dynamics during the luleal
phase reporied by Niwender el al. (2000). Mo gg-
nificant coreelations among compor lulea number
and P4 synihesi were olserved in this study. On
this meapect, Halilogly et al. (2002 reponed that
supplemental  f-carotene  levels were  oorrelated
(p< 005 wih CL diameer, observing a positive
correlation between P4 and corpis luteum diame-
ter. As no differences were observed betwesn treat-
ments for the wolal wolume of lueal tismue a
pmsible explanation of our resulis could be relaed
s & betler ereymalic elfidency in the Beta group,
which, in wm, could be related v an enhanced P4
synthesis,

During stemidogeneds, the mitochondrial P450
system has shown o paduce oxygen mdicak - such
as cylschrome P450 and adrenoxin - 1that can pr-
voke imeversible damage 1o the molecules in the
surrpinding envimnmenl. The mivochondrial sysem
that fist catalyses P450 and the peopoion that lim-
is the semidogenssis pmooess are expressed in
higher concentm@tiom in boly suprarenal oortex and
corpus luteum. These Semidogenic 1Bsues hawve
been characierized by their higher antioxidan levels
(Rapoport et al., 1928). T & possible o hypothesize
that this phydological scenario oould have been pre-
sented by the Bew group, generaling a bener elfi-
dency in the semidogenic pathway and, in wm, a
beter level of P4 synthesis.

Antiowidants play an imponant role pmlecting the
cell fmom [ree oxygen mdicals which are harmdul
during stercidogenesis. Free oxygen radicals can be,
e & functional point of view, involved in the oon-
duction of both luteolysis process and apopbosis of
luteal cells during each repmd uctive oyde (Riley and
Behrman, 1991) Resulis of this study suggest that
shon-lem S-camlene supplementalion can enhance
the synthesis and secretion of P4 by luteal tissue.
The last may be of dgnificant importance both
(e a biokegical and economic stand-point. Particu-
larly with mespect ww the msaternal recognition aof
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premancy progess, promoling a higher elficiency
during embryo implaniation proces.
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5. CONCLUSIONES GENERALES
La suplementacién con Betacaroteno incrementa la actividad esteroidogénica y
consecuentemente el desarrollo folicular y la tasa ovulatoria en cabras
promoviendo asi una funcién ovérica optima. Tales efectos del betacaroteno se
observaron a pesar de una reduccién en la liberacion pulsatil de LH. Mediante el
presente proyecto de tesis se pudo demostrar que la suplementacién con
betacaroteno genera aumentos séricos en metabolitos sanguineos tales como
las proteinas totales, glucosa y colesterol; e incrementa la secrecion pulsatil de
progesterona, ademas de que se pudo revelar que la suplementacién de
betacaroteno disminuye la GH sérica, pero sin efecto sobre los niveles de IGF-1.
Estos hallazgos pueden ser de gran importancia tanto desde el punto biolégico
como econdémico, asi como también pueden generar importantes aplicaciones

practicas en otras industrias animales.

Debido a nuestro conocimiento fragmentario, se necesitan mas estudios para
comprender mejor las acciones fisioldgicas precisas del betacaroteno en
diferentes resultados reproductivos y escenarios fisioldgicos, otros estudios
destinados a dilucidar los efectos gonadotropicos o metabdlicos especificos de
betacaroteno a nivel ovarico contribuirian a una mejor comprension de la
activacion del eje hipotalamico-hipofisario-gonadal en la cabra. Esta es una
importante linea de investigacion para la industria animal y con posibles

implicaciones traslacionales de relevancia clinica.
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