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Resumen

El inicio de la pubertad es el resultado de una serie de
eventos complejos que ocurren en el eje
neuroendocrino reproductivo iniciado por la liberacion
de GnRH. Las deficiencias en estado nutricional
reducen la condicién y el peso corporal, retardando el
crecimiento, y por tanto, el inicio de la pubertad. En
rumiantes, la  suplementacion con betacaroteno
incrementa tanto la fertilidad como la viabilidad del
embrion. La presente investigacion tuvo por objetivo
evaluar el efecto de la suplementacion de
betacaroteno sobre el inicio de la pubertad y la
secrecion de insulina en cabras. El estudio se realizé
en la Unidad de Investigacion Caprina Sur, URUZA-
UACH, Bermejillo, Durango (26 °LN, 103° LO, 1,117
m de altitud), de junio a noviembre. Se utilizaron
cabras en crecimiento (n=17, 3 meses de edad, %
Saanen-Alpino % Criollo), en dos grupos: 1).
Betacaroteno (BB, n=9, PC=17.3+0.97 kg,
CC=3.3+0.1), y 2).Control, (CC, n=8; PC=16.1+1.0 kg,
CC=3.2+0.1). Las cabras BB recibieron
suplementacion de 200 mg de betacaroteno por dia
durante todo el periodo experimental. Se realizé un
muestreo sanguineo intermitente una vez por semana
al total de las cabras en estudio, para cuantificar los
niveles séricos de progesterona (P4) e insulina (INS).
Tanto el porcentaje de cabras mostrando a actividad
reproductiva (pubertad) asi como el momento del
inicio de la actividad ovarica no difirio (P>0.05) entre
tratamientos. Sin embargo, se observd un efecto de la
suplementacion de betacaroteno sobre los niveles
séricos de INS al final del periodo experimental
sugiriendo un efecto del betacaroteno sobre la
secrecion de insulina.

Palabras clave. Cabras, pubertad, progesterona,
suplementacion de betacaroteno, insulina.
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Summary

The onset of puberty is the result of a series of
complex events occurring through the neuroendocrine-
reproductive axis, where an increase in the pulsatile
release of GnRH occurs prior to puberty. A low
nutritional level leads to a reduction in both body
conditon and live weight, generating growth
retardation as well as delay in the onset of puberty. In
ruminants, betacarotene supplementation increases
both fertility and embryo viability. The aim of this study
was to evaluate the effect of betacarotene
supplementation on the onset of puberty in goats and
its possible relation to the serum levels of insulin. The
study was carried out in the Southern Goat Research
Unit, URUZA-UACH, Bermejillo, Durango (26 °NL,
103° WL, 1,117 m) from June to November.
Peripuberal goats (n=17, 3-mo-old, % Saanen-Alpino
Ya Criollo) where used, in two groups: 1) Betacarotene
(BB, n=9 BW=17.29+0.97 kg, BCS=3.34£0.12), and 2)
Control (CC, n=8: BW=16.13+1.04 kg,
BCS=3.17+0.12). The BB treated-goats received a
daily supplementation of 200 mg of betacarotene
during the whole experimental period. An intermittent
blood sampling was performed once weekly to all
goats, in order to quantify both serum progesterone
(P4) and insulin (INS) levels. Both, percentage and
onset of reproductive activity (puberty) did not differ
(P>0.05) between ftreatments. Nonetheless, an
increase in serum insulin during the last third of the
experimental period was observed in goats
supplemented with betacarotene.  Such results
suggest that betacarotene supplementation in goats
generated a positive effect on the release pattern of
serum insulin,.

Key words: Goats, puberty,
betacarotene supplementation, insulin

progesterone,



! INTRODUCCION

El betacaroteno es un compuesto bioldgico natural caracterizado por un gran rango de funciones
bioldgicas derivadas parcialmente de su estructura, que consiste de ocho unidades isoprenoides
asociadas con sus doble enlaces poli insaturados y que son esenciales para el metabolismo de
plantas y animales (Rodriguez, 1999). Estas facetas son derivadas de la capacidad del
betacaroteno para la isomeracion, la captacion de oxigenos libres, y la transferencia de electrones
durante las reacciones de oxidacién y reduccion. El betacaroteno produce retinal, vitamina A
(retinol) y acido retinoico (AR). Estos metabolitos derivados del betacaroteno ejercen multiples
efectos fisioldgicos mediante la activacion de los receptores a acido retinoico (RAR), miembros de
la familia de receptores nucleares a hormonas esteriodales. El AR es el més potente y establecido
enlazador de RAR (Pierre et al., 2006), mientras que el retinol juega un importante papel en la

regulacion de la apoptosis y supervivencia en células neurales (Upadhyaya et al., 2007).

En células del neuroblastoma, el AR induce la trascripcion del gen antiapoptético e incrementa la
resistencia a la muerte celular inducida por algunas substancias. Por otro lado, AR activa,
mediante la accion extra genomica, la via de sefalizacion de las proteinas quinasas tipo 3
(PI3K/AKkt), la cual estd involucrada en la regulacion de la sobrevivencia celular. En el mismo

sentido, la activacién de la via de sefializacién PIK3/Akt inducida por el AR también contribuye a



regular la transcripcién de genes cruciales para la diferenciacion celular. La regulacion coordinada
de la diferenciacion y sobrevivencia celular por el AR puede tener importancia en el contexto de
generacion celular neural, en el cual un exceso de células precursoras son producidas para
asegurar que todas las conexiones nerviosas requeridas se lleven a cabo (Gracia, 2002).
Recientemente se encontré un efecto de AR sobre las células germinales de ratones en
desarrollo, al incrementar el proceso mitético, lo cual indica que este proceso pudiera regular la

progresion mitdtica durante la pubertad (Bowles y Koopman, 2007).

La suplementacidn con betacaroteno aumenta la fertilidad en el ganado lechero sometido a estrés
caldrico (Arechiga et al, 1998). La implementacion de programas de inseminacion durante la
temporada de calor incrementa el porcentaje de vacas prefiadas, cuando éstas recibieron
tratamiento con betacaroteno, observandose un incremento paralelo en la produccion de leche. El
uso del betacaroteno puede ser una alternativa para mejorar la calidad embrionaria de vacas en
superovulacion. De acuerdo con Jeans y Gudas (1995), el acido retinoico juega un importante rol
en el desarrollo temprano del embridn y la generacion de algunos érganos y sistemas, como el
sistema nervioso. En condiciones in-vitro, RA también desempefia un papel prominente en la
regulacion de la transicidn y proliferacion de células precursoras para la diferenciacién celular
postmitdtica. Sales et al., (2008) observaron efectos benéficos del betacaroteno sobre la calidad
embrionaria de vacas, sugiriendo las siguientes reacciones: 1) Un incremento en la sintesis de

progesterona a través del rol estimulante de la vitamina A sobre la enzima desdobladora del



colesterol (Weng et al., 2000), 2) Un incremento en la secrecidn intrauterina de factores
importantes asociados a el desarrollo inicial del embrion (Harney et al., 1990), y 3) formacion de
uniones gap (Stahl et al., 1997) que pueden ser importantes para coordinar la funcion celular lUtea.
Un cambio substancial sobre la produccidn de radicales libres de oxigeno (ROS) puede impactar
significativamente el desarrollo del embridn. Por lo anterior, es importante reconocer la necesidad
de un apropiado balance entre la cantidad de agentes oxidantes y la capacidad de mecanismos
antioxidantes para reducir este efecto. Este balance puede ser obtenido mediante Ila

suplementacion de antioxidantes exégenos como el betacaroteno (Sales et al., 2008).

Por su parte, Kawashima et al., (2008) demostraron que cambios en las concentraciones de
betacaroteno durante el periodo periparto difieren entre vacas con actividad ovarica y
anovulatorias en la primera oleada folicular postparto, reportando que las concentraciones de
betacaroteno decrecen entre la tercer semana preparto y la primera posparto en vacas ovulando,
confirmando previos estudios en los cuales la concentracién de betacaroteno decrecié durante el

periodo seco y se restablecieron después de la primera semana posparto (Calderdn et al., 2007).

Los principales avances en las ultimas décadas para entender el inicio de la pubertad incluyen el
descubrimiento de que las neuronas GnRH-I se desarrollan en la placa olfatoria y migran hacia el
cerebro. El inicio de la pubertad incluye la secrecion de GnRH, la identificacién de las sefiales

metabdlicas periféricas y la identificacion del receptor GPR54 como elementos clave en la via de
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sefializacion hacia las neuronas GnRH (Francis, 2005). El control central del sistema neuronal
GnRH no es ejecutado unicamente por sefiales transinapticas, sino que intervienen factores
provenientes de células gliales. Este conjunto de sefiales reguladoras se encuentran bajo control
de diversos factores de trascripcion. De esta forma, se ha propuesto recientemente una
aproximacion holistica, relacionada con la biologia de sistemas, para lograr un analisis integral de
los mecanismos desencadenantes de la pubertad, dirigida a identificar circuitos de sefiales, mas

que factores individuales amplificados en este proceso (Meza-Herrera et al., 2010a,b).

En efecto, la activacion del eje gonadotropico en la pubertad esta condicionado por factores
enddgenos ambientales, especialmente relevante es el papel del estado energético del organismo
en el control funcional del eje reproductor a lo largo del desarrollo puberal (Ojeda, 2006). Desde
una perspectiva neurobiolégica (Francis, 2005), el inicio de la pubertad no es una simple funcién
cronoldgica determinada por la edad (Francis, 2005; Meza-Herrera et al., 2010a). Asi mismo, el
sistema de neurotransmisores y neuromoduladores que impacta sobre la red secretora de GnRH,
trasmite informacidn en relacion a la disposicion de combustibles metabdlicos, almacenamiento de
energia y desarrollo somatico, y ademas, en muchas especies detecta la informaciéon ambiental

respecto al entorno social de acuerdo a la estacion del afio (Meza-Herrera et al., 2010b).

La activacion peri puberal del eje reproductivo es desencadenado por un incremento progresivo en

la actividad neurosecretora del sistema neuronal hipotaldmico GnRH. Las neuronas que emplean
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aminoacidos estimuladores e inhibidores, y el neuropéptido kisspeptina, son los principales
responsables de la regulacion transinaptica de la pubertad (Meza-Herrera et al., 2010a). Algunos
de los principales neurotransmisores y nonapéptidos responsables del control sinaptico de las
neurona GnRH y su activacion durante la pubertad, incluyen, entre otros, el glutamato, el acido —y-
aminobutirico (GABA), los péptidos opioides y el neuropeptido Y (Richter et al., 2001; Meza-

Herrera et al., 2010 a,b).

No existen evidencias que demuestren el funcionamiento directo del betacaroteno sobre la
pubertad, sin embargo, los estudios encaminados a explicar el efecto de este componente
metabdlico sobre el eje reproductivo sugieren un rol potencial de dicha molécula sobre el inicio de
la pubertad a través de sus multiples funciones, ya sea como una fuente de sefializacion hormonal
0 metabdlica, que coadyuve a la activacion de las neuronas de GnRH, como un potencializador
directo de la secrecion de progesterona (Weng et al., 2000), asi como mediante su funcién de
factor anti-apoptético que ayude a la activacion del eje neural a nivel del hipotdlamo, ademas de
su acciéon como potente antioxidante eliminador de radicales libres dafinos al sistema neural. El
objetivo del presente estudio es evaluar el efecto de la suplementacién de betacaroteno sobre el
inicio de la pubertad mediante la cuantificaciéon de la concentracion sérica de progesterona como
marcador endocrino del inicio de la actividad ovarica en cabras prepuberes, durante un periodo de

148 dias (junio —noviembre) en la Comarca Lagunera.



Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipétesis

La suplementacion de largo plazo de betacaroteno adelanta la pubertad, y tal escenario esta

positivamente relacionado a altos niveles séricos de insulina.

2.2. Obijetivos

Evaluar el efecto de la suplementacion de betacaroteno sobre el inicio de la pubertad en cabras

Evaluar el efecto de la suplementacion de betacaroteno sobre los niveles séricos de insulina,
como un indicador metabdlico asociado al inicio de la actividad reproductiva de la cabra durante la

pubertad.



ll.  REVISION DE LITERATURA

3.1. PUBERTAD

La pubertad se define como el periodo de transicion entre la etapa infantil y la adulta en el que se
adquiere la capacidad reproductora y tiene lugar la maduraciéon de los 6rganos genitales y el
desarrollo completo de los caracteres sexuales secundarios, ademas de importantes cambios
somaticos y de conducta (Grumbach, 2005). Este conjunto orquestado de cambios endocrinos y
fisicos estd determinado por una gran variedad de factores, desde genéticos hasta ambientales,
cuya interaccion dinamica es la responsable de la cronologia de la pubertad y de sus posibles

alteraciones; pubertad precoz, retrasada o ausente (Meza-Herrera et al., 2010 a, b).

La extraordinaria importancia de este proceso madurativo, la fisiologia y fisiopatologia de la
pubertad han sido objeto de estudio pormenorizado, empleando para ello diversas aproximaciones
experimentales y especies modelo (Grumbach, 2005; Ojeda y Urbanski, 2005). Desde un punto de
vista neuroendocrino, la pubertad esta caracterizada por la activacion completa del denominado
eje gonadotrofico o hipotalamo-hipofisis-gonadal (HHG), en este eje neuroendocrino, el
decapéptido de la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH), sintetizado por un numero
reducido y relativamente disperso de neuronas hipotalamicas, juega un papel jerarquico clave,

siendo el principal estimulo fisiolégico de la sintesis y liberacién de las gonadotrofinas hipofisarias,



LH, hormona luteinizante y FSH, hormona foliculo-estimulante, éstas, a su vez, operan sobre
receptores especificos a nivel gonadal, siendo los principales reguladores hormonales tanto de la
generacion de gametos maduros (gametogénesis) a partir de la pubertad, como de la secrecién de
esteroides y otras hormonas gonadales (Tena-Sempere y Huhtaniemi, 2003; Meza-Herrera et al.,
2010 a,b). El control dindmico de este eje neuro-hormonal se apoya en las acciones de
retroalimentacidn negativas y positivas de las sefiales hormonales procedentes de las génadas,
asi como de la accién reguladora de factores adicionales, tanto centrales como periféricos, que

actuan primariamente sobre el sistema GnRH hipotaldmico.

3.1.1. Mecanismo neuroendocrino de la pubertad

De acuerdo a la organizacion jerarquica del eje gonadotréfico, la activacién peripuberal del eje
reproductor es desencadenada por un incremento progresivo de la actividad neurosecretora del
sistema neuronal hipotalamico GnRH. Con base en el modelo globalmente aceptado, la neurona
GnRH operara como integrador dinamico de una gran diversidad de sefiales reguladoras
(estimatorias o inhibitorias) y efector ultimo de las acciones de las mismas en términos de control
de la secrecién de gonadotrofinas. A pesar del consenso generalizado en este punto, durante las
ultimas décadas se han formulado diversas hipétesis acerca de los mecanismos neuroendocrinos
responsables del desencadenamiento de la pubertad en mamiferos; hipotesis que han hecho
énfasis, entre otros, en modificaciones en la sensibilidad a las acciones de retroalimentacion de

los esteroides gonadales o cambios en el balance entre sefiales centrales excitatorias e



inhibitorias que proyectan sobre las neuronas GnRH (Neill, 2006; Grumbach, 2005; Richter y

Terasawa, 2001).

En relacion con las sefiales centrales, numerosos estudios recientes han permitido identificar
algunos de los principales neurotransmisores y neuropéptidos responsables del control sinaptico
de las neuronas GnRH y de su activacion durante la pubertad, que incluyen el glutamato, la
noradrenalina, el acido amino butirico (GABA), los péptidos opioides y el neuropéptido Y
(Grumbach, 2005; Richter y Terasawa 2001). Es destacable que algunos de estos factores llevan
a cabo acciones predominantemente inhibitorias sobre el sistema GnRH, tales como GABA y
opioides, por lo que la activacion puberal de este sistema es definida por modificaciones en el
equilibrio entre sefales centrales excitatorias e inhibitorias. Asi, la quiescencia funcional del eje
reproductor durante el periodo infantil se debe a una inhibicién central del sistema GnRH, que
daria paso a un predominio progresivo de los circuitos excitatorios durante el periodo peripuberal.
Por otra parte, en afos recientes, ha quedado de manifiesto que el control central del sistema
neuronal GnRH no es llevado a cabo Unicamente por sefiales trans-sinapticas, procedentes de
otras neuronas, sino que en él intervienen igualmente factores procedentes de células de la glia
(Ojeda et al., 2000). Este conjunto de sefiales reguladoras, de origen neuronal y glia, se encuentra
bajo el control de diversos factores de transcripcién, cuya expresién esta igualmente regulada de
forma precisa a lo largo del desarrollo puberal. Ojeda et al., (2000) han propuesto recientemente

una aproximacion holistica, relacionada con la biologia de sistemas, para el analisis integral de los



mecanismos desencadenantes de la pubertad, dirigida a identificar circuitos de sefiales, mas que

factores individuales implicados en este proceso.

Por otra parte, ademas de las sefiales centrales, la activacion del eje gonadotrépico en la pubertad
estd condicionada por un numero considerable de factores tanto endégenos (periféricos) como
ambientales. De entre éstos, es especialmente relevante el papel del estado energético del
organismo, y en concreto de la hormona leptina, en el control funcional del eje reproductor a lo
largo del desarrollo puberal (Casanueva et al., 1999). La leptina es una hormona secretada por los
adipocitos que “informa” a los centros de control de la reproduccidn del estado de los depositos
grasos del organismo, siendo necesarios unos niveles minimos de leptina circulante, como indice

de una masa grasa critica, para que se produzca un desarrollo puberal adecuado.

Otras hormonas implicadas primariamente en el control del balance energético, tales como la
Grehlina, podrian “cooperar” con la leptina en la integracion funcional de los ejes reproductor, del
crecimiento y metabdlico durante el periodo puberal (Fernandez-Fernéndez et al, 2006).
Adicionalmente, la pubertad es sensible a la accion de diversos moduladores ambientales que
incluyen desde cambios en los ciclos luz-oscuridad a la accién de compuestos quimicos con
actividad hormonal (Parent et al., 2007). En este contexto, se considera que la pubertad es el
resultado final de la interaccion dinamica entre factores genéticos relevantes y una serie amplia de
reguladores tanto enddgenos como exdgenos; interaccion que determinaria en cada individuo la
cronologia (normal o patoldgica) del desarrollo puberal (Tena-Sempere, 2007; Meza-Herrera et

al, 2010 a,b).
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Para que se inicie la pubertad en los mamiferos, se requiere un aumento de la secrecion pulsatil
de GnRH del hipotadlamo. Este cambio tiene un ritmo circadiano, y lleva a la adenohipdfisis a
producir mas gonadotropinas, que también se secretan de manera circadiana (Ojeda y Teresawa,
2002). El aumento de secrecion de GnRH, a su vez, viene determinado por un sistema regulador
que recibe sefiales transinapticas y gliales, que modifican la funcién de las neuronas GnRH. Las
sefiales transinapticas pueden ser tanto estimuladoras como inhibidoras. Las primeras son dadas
por aminoacidos estimuladores (Neill, 2006; Ojeda y Terasawa, 2002), el acido G-aminobutirico,
(GABA) y el neuropéptido metastina/kisspeptina, recientemente identificado. Las sefiales
inhibidoras son principalmente el GABA, actuando sobre las redes neuronales conectadas a las
neuronas GnRH, y péptidos opioides (Terasawa y Fernandez, 2001). Ademas de esta regulacion
transinaptica, la secrecion de GnRH se favorece por sefiales moleculares intercelulares de origen
glia. Entre estas moléculas destacan los factores de crecimiento que actian via receptores serina
trionina kinasa, como el factor de crecimiento transformador beta-1 (TGF-f1), el IGF-I (factor de
crecimiento analogo a insulina tipo 1), el factor basico de crecimiento del fibroblasto (bFGF), y los
miembros de la familia de los factores de crecimiento epidérmicos, el TGFa (factor de crecimiento

y transformacién alfa), y las neuroregulinas (Ojeda et al., 2003.)

La importancia fisiolégica de la transmisién glutamatérgica en el inicio de la pubertad ha sido
demostrada en numerosos estudios relacionados con la fisiologia de la reproduccion, y en
especifico la determinacion del momento del inicio de la pubertad. De acuerdo con Urbanski y

Ojeda (1990), la activacion de los receptores NMDA (N-metil D-aspartato) mediante la
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administracion de éste, aumenta la secrecion de GnRH y adelanta la pubertad tanto en ratas como
en monos. A su vez, el bloqueo de estos receptores por un antagonista no competitivo, retrasa la
pubertad en ratas. Otros estudios han demostrado un aumento de la actividad de los receptores
NMDA hipotaldmicos en el comienzo de la pubertad, y que esta activacion no depende de las
gbénadas (Bourguignon et al., 1992). Se ha demostrado un aumento en el numero de neuronas
GnRH que expresan receptores a NMDA, en relacion con la pubertad. Gore et al., (1996) han
demostrado que un numero importante (80%) de neuronas GnRH del area predptica de ratas

adultas expresan el ARNm que codifica la subunidad del receptor NMDART1.

Las neuronas glutamatérgicas también utilizan receptores kainato en la regulacion de la secrecion
de GnRH (Donoso et al., 1990). Durante el desarrollo prepuberal de la rata hembra, cerca del 50%
de las neuronas GnRH expresan el ARNm codificante del receptor glutamato kainato (Eyigor et al.,
1979). Las neuronas GnRH también expresan ARNm del GIuR5, que codifica una subunidad del
receptor necesaria para el ensamblaje heterodimérico de canales de kainato de alta afinidad. La
importancia de la neurotransmision glutamatérgica en la regulacion estimuladora para el comienzo
de la pubertad, queda demostrada por el hecho de que el bloqueo de la sintesis enddgena de
glutamato en el hipotalamo de la rata durante el desarrollo embrionario, induce una pérdida de la

pulsatilidad de GnRH (Bourguignon, 1995).

Sorprendentemente, a pesar de los hallazgos mencionados, segin Shimshek (2006), las ratas
carentes de receptores NMDA o de la subunidad B esencial del receptor AMPA en neuronas

GnRH y otras neuronas del sistema limbico, son fértiles. Estudios sobre el inicio de la pubertad
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indican que los principales factores que lo afectan son el peso corporal y la tasa de crecimiento,
mas que la edad (Joubert, 1963; Mcdonald, 1980; Mancio et al., 1982). Del mismo modo, Fasanya
et al., (1992) determind que en las cabras el inicio de la pubertad es mas influenciada por el nivel

nutricional de la dieta, sin ningun efecto en los cambios de ganancia de peso.

De acuerdo con Malau-Aduli et al., (2005), cuando se evalua el efecto de la dieta, el inicio de la
pubertad se presenta en un promedio de 201 dias de edad, sin embargo, sefiala la importancia de
la disponibilidad y calidad de alimento durante la etapa previa, por ser la principal determinante de
la ganancia de peso, con lo cual confirma que la mas importante variable en el inicio de la

pubertad es el peso corporal.

3.2. ESTACIONALIDAD REPRODUCTIVA EN LOS PEQUENOS RUMIANTES

Los animales de interés zootécnico presentan variaciones en sus genes para productividad, lo cual
impacta la disponibilidad de productos derivados de los animales como leche, carne y sus
derivados, o para el mejoramiento genético. Esto debido principalmente a la marcada
estacionalidad en los nacimientos en ovejas y cabras en latitudes por encima de los 30° N. La
mayoria de los animales en zonas templadas muestran variacion estacional en su ciclo
reproductivo, las frecuencias de ovulacién, actividad espermatogénica, calidad de los gametos y
ademas comportamiento sexual. El mecanismo interno involucrado en esta compleja combinacion
de ritmos enddgenos circa-anuales es regulado por el fotoperiodo y la hormona melatonina.
Algunas de las técnicas usadas para abatir o eliminar esta estacionalidad en pequefios rumiantes

provocada por el fotoperiodo, incluyen el uso de camaras iluminadas artificialmente e inyecciones

13



de melatonina. Actualmente se recomiendan otras alternativas, como la suplementacion

alimenticia, afectando directamente el estatus energético del animal y la seleccion genética.

En climas célidos, la cantidad de corderos, cabritos y leche varia significativamente durante el afio
generando altas variaciones en el precio que se paga al productor ocasionado por esta relacion
oferta-demanda, asi como por la capacidad de la industria para procesar estos productos y
ofrecerlos al mercado popular (Chemineau et al., 2008). En Francia, la produccion de leche de
cabra es altamente estacional, en mayo las producciones alcanzan arriba de 30 millones de litros
mientras que en noviembre no sobrepasa los 10 millones (figura 1) similarmente, la produccion
mensual de cabrito es baja en octubre y muy alta en abril, ocasionando cambios muy divergentes

en el precio de mercado (Chemineau et al., 2008).

40 1Produccién (Mill L) Precio (Euros) 0.61

- 0.53

- 0.46

- 0.38

0.30

Figura 1 Variaciones estacionales en la produccién y precio de leche de cabra en Francia
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La estacionalidad en la oferta de productos de origen animal, especialmente cabras y ovejas, es el
resultado de factores intrinsecos basados en los mecanismos fisiolégicos de adaptacién a
condiciones ambientales. En el caso de las cabras, el fin del invierno e inicio de la primavera es el
periodo mas favorable para la sobrevivencia de la progenie, lo que demuestra uno de los factores

evolutivos de las especies (fig. 2)

1004

—=e— Ovulaciones
--0O- Estros

80+
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40+

201

% mensual de hembras ovulando

O
Oct Mar Sep Mar Sep Mar

Figura 2 Comportamiento reproductivo de las cabras a través del afio.

3.2.1. Estacionalidad, actividad gonadal y comportamiento sexual de las
cabras

En latitudes mayores de 30° al norte, la frecuencia de ovulaciones y el comportamiento
reproductivo en la cabras lecheras Alpina y Saanen, presentan un largo periodo de inactividad
sexual o anestro estacional, variando dramaticamente de los meses de marzo a septiembre, aun
cuando se mantenga una buena condicién corporal, reiniciando la actividad sexual durante los

meses de octubre a enero (Chemineau et al., 1992). Sin embargo, al momento del parto, el
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estatus nutricional y el fotoperiodo, especialmente en invierno, actua sinérgicamente para inducir
un patrén estacional de la actividad ovulatoria posparto, caracterizada por un corto periodo de

anestro posparto (Ingrand et al., 2003; Agabriel et al., 2004)

Los machos Alpinos también demuestran dramaticas variaciones en su comportamiento sexual, en
los meses de inactividad sexual y no presentan montas ademés de que las diferencias en la
fertilidad van desde un 20 hasta un 70 % entre los periodos de primavera- verano y otofio-invierno

(Delgadillo et al., 1992).

Las razas originarias de los tropicos y subtrdpicos presentan menor sensibilidad al efecto del
fotoperiodo a través del afio, ya que al no haber marcadas diferencias en los ciclos luz-obscuridad,
en su mayoria no presentan etapa anovulatoria (Arroyo et al., 2007). Este es una de las mas
importantes caracteristicas de este tipo de razas y permiten organizar los cruzamientos de los
rebafios de manera que coincidan con el periodo de mayor fertilidad, sin utilizar tratamientos

hormonales que en su mayoria representa una fuerte inversion.

3.2.2. Mecanismos neuroendocrinos, ritmo circanual y estacionalidad

Numerosos experimentos se han practicado, principalmente en ovejas, para identificar cuales son
los mecanismos neuroendocrinos involucrados en la estacionalidad de la reproduccion. Un
espontaneo cambio estacional en la retroalimentacion negativa sobre los esteroides gonadales
fue identificado como uno de los primeros elementos clave del sistema (Pelletier y Ortavant, 1975).
El nicleo dopaminérgico A15 (DA) del hipotalamo retroquiasmatico es probablemente un lugar

clave (Thiery et al., 1989, 1995), ya que es el intermediario entre las células enlazadoras a
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estradiol y las neuronas liberadoras de LH del area predptica. Algo interesante acerca de estas
celulas es que estan localizadas en dos sitios importantes, la parte propia retroquiasmatica del

hipotalamo (Gallegos Sanchez et al., 1997) y el &rea ventral preoptica (Anderson et al.,2001).

En ovejas, la hormona de la tiroides (T4) es requerida constantemente a bajos niveles (Billings et
al., 2002) y probablemente actie en el area premamilaria del hipotadlamo posterior. Una
variabilidad estacional, identificada por los cambios en la PSA-NCAM, ha sido demostrada en las
neuronas LHRH (Lehman et al., 2002). De la misma manera, cambios en la expresion y capacidad
de enlace del receptor serotonérgica SHT2a fueron observadas en asociacion con la pulsatilidad y

actividad de LHRH (Chemineau et al., 2003).

Dentro de las especies, la estacionalidad parece ser estable afio con afio, con un marcado inicio y
termino del periodo estacional, tanto en la ovulacién como en la calidad y cantidad de produccion
de semen (Paul et al., 2008). Esta precisa programacion es debida a los mecanismos complejos
los cuales permiten a los animales localizar su estacion de reproduccion para expresar la actividad
sexual en el tiempo correcto, sincronizando los factores sexuales con los factores del ambiente
externo. En los mamiferos estacionales, al igual que el reloj circadiano, un ritmo circa anual
enddgeno afecta los animales para generar periodos alternados de actividad sexual con
descansos a través del afio (Barrell et al., 2000). Sin embargo, los mecanismos fisiolégicos que

marcan el sistema circa anual se desconocen.

En los mamiferos todas las sefiales foticas son percibidas especificamente a través de los ojos,
los cuales transmiten, mediante la via multisinaptica hacia la glandula pineal, desde donde se
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transduce el mensaje fético a un mensaje quimico, mediante la secrecidn de melatonina. La
melatonina es sintetizada por la glandula pineal, especificamente durante periodos de oscuridad,
posteriormente esta melatonina es entregada hacia el cerebro via el fluido cerebroespinal, y a los
tejidos periféricos a través de la circulacion general. Para controlar la actividad reproductiva en el
caso de ovejas, la melatonina actua sobre el hipotdlamo premamilar donde sus receptores
especificos son expresados, y en turno controlan la actividad pulsatil de LHRH y LH que manejan
el comportamiento sexual desde las gonadas, los cuales son estimulados aproximadamente 45
dias después del inicio de la produccion diaria de melatonina (Chemineau et al., 2008). Este
modelo ampliamente revisado por (Malpaux, 2006) aun puede tener algunas “lagunas”, ya que
existen otros factores en las células que manejan la secrecién de melatonina asi como la
pulsatilidad de LHRH. Por ejemplo, la actividad dopaminérgica inhibe la pulsatilidad al final de la
comunicacion neural durante los dias largos en ovejas (Thiery et al., 1989). Esto es interesante ya
que la dopamina de la eminencia media se correlaciona también con la inhibicién de la liberacidn

de gonadotropinas que se da durante los dias cortos en algunas especies (Glass et al., 1988).

A pesar de todo los mecanismos que delinean el control central del sistema gonadotrépico por la
melatonina aun se mantiene dentro de “la caja negra del conocimiento”, numerosos experimentos
usando variaciones foto periodicas se siguen proponiendo con el propésito de ayudar a los
productores a entender estos fendmenos y aplicar técnicas en el manejo reproductivo y la
estacionalidad de sus animales. En el caso de las cabras, se propone un tratamiento fotoperiddico,

controlando la disponibilidad de luz, asociado con el “efecto macho”, el cual consiste en la
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separacion temporal del macho cabrio por al menos 45 dias antes de la copulacién, para inducir la
ovulacion y el comportamiento estral, (>75 %, y doble cria) aun fuera de la estacion reproductiva

(Chemineau et al., 1996).

3.3.  MODELO DE RECARGA METABOLICA Y PUBERTAD

Se ha propuesto un modelo metabélico que indica la importancia de la disponibilidad de energia
para una correcta funcion ovarica antes y después del parto (Ellison, 2001; Valeggia y Ellison,
2004). La propuesta del modelo de recarga metabolica se basa en que la mayor determinante en
la funcién ovérica posparto es la disponibilidad de energia para realizar las funciones
reproductivas aun en el mantenimiento de la lactancia para soportar la crianza. El modelo de
recarga metabolica implica presumiblemente la comunicacion directa entre los canales de funcion
reproductiva y del metabolismo de energia. Existen evidencias de estos canales de comunicacion
a los diferentes niveles tanto endocrinos como neuronales (Mircea et al., 2007; Schneider, 2004) y
a todos los sitios a lo largo del eje hipotadlamo, pituitaria génadas (HPG). Ademas, algunas
investigaciones proponen que la apropiada funcién del eje HPG es modelado por factores

metabdlicos y nutricionales (Fernandez et al., 2006).

Aunque la precision de los circuitos neuroendocrinos y las sefiales moleculares que realizan esta
regulacion han sido descubiertos en los ultimos afios y parecen ser los responsables de coordinar
las principales vias mediante las cuales el cuerpo obtiene la informacion acerca de las principales
vias y fuentes de energia disponibles en el cuerpo (Mircea et al., 2007). Las hormonas mas

conocidas por su accion en el metabolismo energético son la hormona de la tiroides, cortisol y la
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insulina. Se ha demostrado que esta Ultima tiene un importante efecto en la funcién reproductiva,
ya que cuando hay bajos niveles de T3 y T4 influencia la actividad ovarica mediante la interrupcion
de los enlazadores de globulinas e incrementando la secrecidn de prolactina (Poppe et al., 2008).
Altos niveles de cortisol, una hormona catabdlica, altera la secrecién de GnRH, y por consiguiente,

disminuye la frecuencia de los picos de LH (Charmandari et al., 2004).

El rol de la insulina y los factores de crecimiento anélogos de insulina (IGF) sobre las funciones
reproductivas ha sido reconocido desde hace tiempo (Poretsky y Kalin, 1987). La insulina es
necesaria para la produccion de diversas hormonas. Actua sola y en conjuncién con las
gonadotropinas para estimular el ovario y producir estrogenos y progesterona (Greisen et al.,
2001). Esto fue conocido mediante las vias de sefializacion que realzan la expresion de los genes
y enzimas que son cruciales para la actividad endocrina de los ovarios. Cualquier mal disfuncion
en las vias de sefializacion se asocia con algunos defectos en la reproduccion por ejemplo, el
sindrome de ovario poliquistico, el cual es caracterizado por la resistencia a la insulina y

desordenes ovaricos, incluyendo la anovulacion (Diamanti- Kandarakis et al., 2008).

A nivel del cerebro la insulina es requerida para la funcién normal de la reproduccion. Los
receptores a insulina que se expresan a nivel del nucleo arcuato del hipotdlamo han sido
relacionados con el balance de la energia. Ademas, los receptores a Insulina son diferencialmente
expresados en la porcion media del nicleo arcuato, y esta region controla el flujo y liberacion del
neuropéptido Y, uno de los principales moduladores de la liberacion de GnRH (Hill et al., 2008).

Por esto, aun se mantiene la duda acerca de la real evidencia que demuestre que el hipotalamo y
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las neuronas GnRH tengan receptores a GnRH (Salvi et al., 2006) apuntando que el pulso

generador de la liberacion de GnRH es sensible al estrés energético.

Los mediadores que regulan la expresion y el estado energético del cuerpo hacia los centros
hipotalamicos que regulan la reproduccion recientemente han sido descubiertos, algunos estudios
han identificado tanto hormonas periféricas como la Grelina (Fernandez et al.,, 2006) y
mediadores centrales como las kispeptinas hipotalamicas (Castellano et al., 2006; Smith, 2008) y
el neuropéptido Y (Toufexis et al, 2002; Woodside et al., 2002). Sobre todo estos estudios
demuestran que la energia suplementada a corto plazo, algunos factores hormonales actuan
sinérgicamente en diversos procesos importantes para realzar actividades como la reproduccion

para la conservacion y sobrevivencia.

Las condiciones nutricionales y de disponibilidad de energia en el utero durante la edad temprana
de la nifiez, mediados por los acarreadores como la insulina, leptina y otras adiponectinas, pueden
determinar la sensibilidad de la funcion reproductiva durante la pubertad y la edad adulta basados
en la disponibilidad de la energia (Kuzawa, 2007), cronolégicamente, ambientes desfavorables
pueden activar la cascada de mecanismos metabolicos que optimizan el manejo de energia y
dirigila a realizar actividades de mayor impacto incluyendo el crecimiento y desarrollo

reproductivo.

Estas normas de reaccion aparentemente se observa en poblaciones humanas: las mujeres en
paises subdesarrollados quienes tienen condiciones marginales y de desnutricion se mantienen
dentro del promedio estandar de fertilidad y aun por arriba del promedio (Vitzthum, 2001). Estas
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mujeres tienden a entrar en la menarquia a mayor edad (Gluckman y Hanson, 2006), mantienen
bajos niveles de hormonas ovaricas (Jasienska y Jesienski, 2008) y reaccionan dramaticamente a

los cambios de alimentacidn y el estado nutricional.

3.4. BETACAROTENO
3.4.1. Nomenclatura, estructura y propiedades quimicas

La vitamina A es un término designado a cualquier compuesto que tiene actividad biologica de
retinol como lo muestra la figura 3 (IUPAC-IUB, 1982). La palabra ‘retinoides”, introducido
inicialmente por Sporn et al., (1976), fue designado por la IUPAC-IUB en 1982 para incluir
‘compuestos que consisten de cuatro unidades isopropeniodes unidas a un mondémero a manera
de cola; todos los retinoides pueden ser formalmente derivados de un compuesto parecido mono
ciclicamente conteniendo cinco enlaces dobles de carbono y terminar en un grupo funcional con
el termino de porcion aciclica. Con esta definicion, los retinoides pueden incluir tanto las formas

naturales como muchos anéalogos de retinol sintéticos, con o sin actividad bioldgica.

El problema con esta definicién es el hecho de que algunos compuestos sintéticos, tal como el
TTNN (acido-tetrahidro-tetrametil-binaftaleno-carboxilico (tetraciclico), el cual no entra en la
definicion de retinoides, ha demostrado ser mucho mas activo que el retinol y &cido retinoico en
algunos ensayos para la reactividad de la vitamina A o retinol. Sporn y Roberts (1985) ademas
propusieron que “un retinol puede ser definidko como una sustancia que puede provocar
respuestas biolégicas especificas al enlazarse y activar un especifico receptor o serie de

receptores”.
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Beta caroteno

Esteres de retinol

Retinol

Retinal

-trans acido retinol

9-cis-acido retinoico

Figura 3. Formulas estructurales del betacaroteno y sus metabolitos que existen de manera natural.

En la practica, la mayoria de los investigadores actualmente usan una combinacion de estas
definiciones, resumiendo a los retinoides y sus analogos como aquellas sustancias con o sin
actividad bioldgica, que ademas dentro de cientos de compuestos que no estan cercanamente al

retinol pero que provocan actividad bioldgica como vitamina A o retinol.
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Miles de retinoides han sido desarrollados sintéticamente, muchos de los cuales estan
actualmente en investigacion para determinar su potencial biologico. Algunos agentes sintéticos
que enlazan especificamente a los receptores de retinol X son llamados rexinoides (Rigas y
Dragnev, 2005) los compuestos que han perdido su estructura de anillo son llamados retinoides

aciclicos.

La familia de los compuestos retinoides de forma —frans son alcoholes primarios con peso
molecular de 286. En la mayoria de los tejidos corporales de animales, el retinoide predominante
es el palmitato de retinol, ademas de otros aceites o ésteres de retinol son encontrados. La
mayoria de estos metabolitos se encuentran en la configuracién —frans. La forma de aldehido 11-

cis del retinol, se encuentra en la retina del ojo (Blomhoff y Blomhoff, 2006).

Todas las formas —trans y sus derivados son altamente inestables en la presencia de oxidantes y
luz, los cuales tienden a degradarse por isomeracion. Estas propiedades caracteristicas de los
retinoles requieren de tejidos que contengan soluciones estabilizadoras para almacenarlos y
colocarlos en atmésferas fuera de iluminacion. Las soluciones que contienen retinoles deben ser
almacenadas en oscuridad a bajas temperaturas y con atmdsferas libres de oxigeno, y ademas

deben ser analizadas y preparadas frecuentemente (Gundersen y Blomhoff, 2001).

La vitamina A (todos los retinoles) es una vitamina soluble en grasas. Muchas proteinas
enlazadoras son por esto enlazadas a los retinoides a través de fases hidrofébicas tales como

fluidos intra y extra plasmaticos. Muchos retinoides son por el contrario, solubles en medios tales
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como el plasma. La solubilidad en agua puede darse a temperatura ambiente, pH de 7.3 para las
formas —trans, de 60, 110 y 210 nM. Estas posibilidades hacen que todas las formas —trans de
acido retinoico una morfogénesis ideal con habilidad para difundirse eficientemente a través de las

fases solubles en agua en las membranas celulares.

Originalmente las unidades internacionales (Ul) fueron usadas para las recomendaciones
nutricionales de vitamina A postulando 1 Ul= 0.3ug de retinol de forma —trans. Posteriormente los
“equivalentes a retinol” (RE) fueron usados para convertir todas las fuentes de retinol, provitamina
A y carotenoides en la dieta como una simple unidad. Cuando se definid6 RE se asumi6 que la
eficiencia de absorciéon de provitamina A y carotenoides era relativamente buena. Recientes
estudios documentados demuestran que la absorcién de betacaroteno es mucho mas baja de lo
que se pensaba, varia de acuerdo con la especie y su disposicién. Un nimero alto de factores
estd asociado a su bio disposicion y bio conversion como la relacion proteina o energia,
deficiencias de zinc, consumo de grasas, alcohol, infecciones y el grado de procesamiento de los
alimentos. Basados en estos estudios, y ya que es limitado y poco conocido aun, se asume que la
actividad de un equivalente de retinol es igual al consumo suplementado de 1 ug de de vitamina
A preformada; 2 g de Betacaroteno o 24 g de otra provitamina carotenoide como alfa caroteno

0 beta citoxantina (Trumbo et al., 2001).

3.4.2. Ingesta de la vitamina A en las especies animales

Las especies animales no tienen la capacidad para la sintesis de vitamina A (de novo). Las

plantas y algunas bacterias, algas, y hongos pueden sintetizar carotenoides, sin embargo, estos
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carotenoides pueden ser convertidos a vitamina A por los animales. Los carotenoides representan
un gran grupo de pigmentos dispersos en la naturaleza y responsables de los colores desde el
amarillo, naranja y hasta el rojo de las frutas, vegetales y flores (Fraser y Bramley, 2004). Muchos
de estos carotenoides pueden ser absorbidos y almacenados por los animales, y ademas, les da
una coloracion caracteristica a sus tejidos. Por ejemplo, la luteina y la ziaxantonina son
concentradas en las manchas, el licopeno en la préstata humana, el betacaroteno en el cuerpo
luteo de bovinos y la yema de huevo, antoxantina y cantaxantina en el musculo del salmon y en
las plumas del flamenco (Fraser y Bramley, 2004). Los animales y plantas pueden, sin embargo,
convertir los carotenoides en formas de moléculas biologicamente activas como el acido abscisico
en plantas, acido triforico en hongos y retinoides en animales (Nagao, 2004). Asi, los
carotenoides, incluyendo alfa caroteno y beta criptoxantina, en animales tal como la Drosofila,
pescado, pollo, ratén, y humanos, es convertido en retinol o apocaroteniodes (el cual después
puede ser convertido en retinoides), y los animales obtienen compuestos como la vitamina A en

forma activa directamente de la dieta.

Los animales pueden, de una forma alternativa, obtener la vitamina A alimentandose de tejidos de
otros animales que ya han convertido la provitamina A de carotenoides en retinoles principalmente
del higado y se encuentra en especies como pescado, aves y algunos mamiferos. Por otro lado,
algunos alimentos contienen altos contenidos de ésteres de retinol como la leche, margarina y la
mayoria de los cereales. En los paises de oriente, la ingesta tipica de vitamina Ava deun25a75

% y proviene especificamente de provitamina A en forma de carotenoides (Harrison, 2005). El
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acido retinoico proveniente de fuentes animales no contribuye a la ingesta diaria de vitamina A, ya
que los tejidos animales tipicamente contienen solamente entre un 3 -15 g de &cido retinoico por

kilogramo dependiendo ademas del proceso y tratado del alimento (Gundersen y Blomhoff, 2001)

3.4.3. Absorcion intestinal de los carotenoides y ésteres de retinilo

En general, se asume que la ingesta de carotenoides por los eritrocitos en el intestino delgado es
por difusion pasiva. La eficiencia en la absorcion de carotenoides puede ser baja cuando se
incrementa la ingesta. AUn mas, la ingesta in vitro por las células indica que un proceso de
saturacion puede estar influenciando la difusiéon de carotenoides (Li y Tso, 2003). Moore (1930)
describié que el betacaroteno puede ser convertido en retinol en el intestino delgado. Poco
después, Karrer (1930) propuso un mecanismo de desencadenamiento central en el doble enlace
del carbono 15,15’. La caracterizacion bioquimica de la actividad de una enzima fue
independientemente descrita en los laboratorios de Dewitt Goodman (Goodman y Huang, 1965) y

James Allen Olson (Olson y Hayaishi, 1965).

Ambos laboratorios fueron capaces de demostrar que este proceso de desacople en el doble
enlace central del carbono 15,15 producia dos moléculas de retinol, como ellos observaron que el
proceso enzimatico era dependiente de una molécula de oxigeno, sin requerir otros factores, la
enzima fue llamada (3,B-caroteno-15,15-monoxigenasa. La clonacién molecular de esta enzima
fue, sin embargo, reportada hasta recientemente. von Lintig y Vogot (2000) clonaron la enzima en

Drosofila, mientras que Wyss y colaboradores (2000) la clonaron en pollos.
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Un mecanismo adicional al desdoblamiento del betacaroteno se ha identificado. Tanto en las
observaciones originales de Glover y Redfearn (1954), se han sugerido que existen enzimas que
hidrolizan en niveles asimétricos, Napoli y Race, (1988) y Wang et al., (1996), sugiere que el
“corte” asimétrico existe, y es llamado como un corte excéntrico, produciendo la formacion de dos
moléculas de Beta apocaroteno, con diferentes longitudes de cadenas, la mas larga de las dos es
subsecuentemente hidrolizada enzimaticamente para formar &cido retinoico o retinal. La enzima
responsable de este corte asimétrico fue recientemente clonada por von Liting y sus
colaboradores (Kiefer et al., 2001). Es llamada p,B-caroteno-9’,10’-dionoxigenasa, corta al
betacaroteno, pero ademas, a otros carotenoides como la luteina. El retinal es formado en el
lumen intestinal como un producto central, asi mismo, el corte asimétrico de los carotenoides es
posteriormente reducido a retinol. Ademas, algunas reductasas del retinol son capaces de
catalizar esta reaccion in vitro la actividad de las reductasas que actuan in vivo en el intestino no

han sido identificadas aun (Liy Tso, 2003).

Los ésteres de retinilo presentes en la dieta son convertidos a retinol en el lumen intestinal antes
de ser convertidos en eritrocitos. El triglicérido de la lipasa pancreatica intestinal y la enzima
fosfolipasa B en el borde del lumen intestinal son los responsables de su hidrolisis. El retinol no
esterificado es tomado por los eritrocitos mediante un proceso de saturacién de acarreadores,
aunque las proteinas implicadas en este proceso no han sido aun reconocidas o caracterizadas,
en la ingestion de dosis farmacoldgicas de retinol o ésteres de retinilo, un proceso dependiente de

difusién no saturada puede estar involucrado (Harrison, 2005).
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En los eritrocitos, el retinol es enlazado por las proteinas enlazadoras especificas, llamadas
proteinas celulares enlazadoras de retinol tipo Il, (CRBP-Il), éstas se encuentran mayormente
presentes en las células absorbentes de la mucosa intestinal aproximadamente en cantidades del
1% de la proteinas solubles de la mucosa (Crow y Ong, 1985). Algunos estudios con CRBP-Il en
ratones, han demostrado que estas proteinas juegan un rol importante, pero no esencial, en la
absorcion intestinal de la vitamina A, ya que los ratones alimentados con dietas enriquecidas en
vitamina A, reducen sus ésteres de retinilo almacenados en el higado (cerca del 40 %)
comparados con los ratones normales, presuntamente por la alta cantidad de vitamina A en la

dieta disponible para absorcién diaria (E X et al., 2002)

La mayoria del retinol es reesterificado en largas cadenas de acidos grasos, mayormente
palmitato, en los eritrocitos después de la absorcion. Las proteinas enlazadoras, (CRBP-II)
facilitan la esterificacion de retinol por la enzima lecitina: retinol acil tranferasa (LRAT) (Herr y
Hong, 1992). Ademas el rol de la CRBP-II es disolver las grasas, con el fin de proteger el retinol de
la degradacién. La gran mayoria de los ésteres de retinil formados son incorporados en
quilomicrones, consisten en agregados de miles de moléculas de triglicéridos y fosfolipidos
empaquetados de manera conjunta con los carotenoides, ésteres de retinil, pequefias cantidades
de retinol, ésteres de colesterol, y pequefias cantidades de poliproteinas. Estos largos complejos
de poliproteinas (100-2000 nm de diametro) son después secretados por los eritrocitos hacia la
linfa intestinal (Blomhoff et al., 1990). Aunque la mayoria de la vitamina A absorbida es secretada

en las vias linfaticas como ésteres de retinil en quilomicrones, grandes cantidades son

29



secretadas en la circulacion portal como retinol no esterificado (Harrison 2005). La absorcion
portal es igualmente importante para las condiciones patolégicas que afectan los quilomicrones tal

como las lipoproteinas beta.

3.4.4. Metabolismo del retinol en el higado

Después de la secrecion de quilomicrones en el fluido linfatico, estas particulas de lipoproteinas se
mueven en la circulacion general donde algunos procesos tal como la hidrolisis de triacilglicéridos
y el intercambio de poliproteinas dan como resultado la formacion de particulas remanentes de
quilomicrones, la mayoria de los ésteres de retinil presentes en estos remanentes son
enganchados por particulas durante la conversion de quilomicrones. Los restos de quilomicrones
son recogidos por las células del parénquima del higado llamados hepatocitos (Blomhoff et al.,
1982). La captacidn hepatica extra de restos de quilomicrones, puede sin embargo, ser importante
en la liberacion de ésteres de retinil y carotenoides a tejidos como médula dsea, gldbulos rojos

periféricos, vaso, tejido adiposo, musculo esquelético y rifiones (Paik et al., 2004).

En los hepatocitos, los ésteres de retinol son hidrolizados. El retinol no esterificado puede ser
asociado con sus proteinas enlazadoras (RBP), ya que esta proteina se encuentra en grandes
cantidades en el reticulo endoplasmico de células hepaticas (Newcomer y Ong, 2000). Una vez
enlazado a sus proteinas acarreadoras, aparentemente inicia la traslocacion de las RBP desde el
reticulo endoplasmico hacia el complejo del aparato de Golgui, para posteriormente ser secretado
hacia el plasma sanguineo. Adicionalmente, una gran cantidad de retinol no esterificado en los

hepatocitos, es transferido a otro tipo de células del higado llamadas células estrelladas
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pericinosoidales (Blomhoff et al., 1982, 1984). De hecho, cuando existen altas cantidades de
vitamina A la mayoria de los remanentes de quilomicrones que contienen ésteres de retinil
tomados por los hepatocitos son transferidos hacia las células pericinosoidales para su

almacenamiento en el higado.

Vasos _ )
capilares ROH= Retinol

RE=Esteres de retinil
CM= Quilomicron
CMR=Remanente de retinol
RBP=Proteina enlazadora de retinol
TTR= Transtiretina
RA=Acido retinoico

CM-RE RAR=Receptor de acido retinoico
RXR=Receptor X de retinol

Lumen
intestinal

Eritrocito

% |
§> |
Ducto
Linfatico

Celula extrahepatica (blanco)

Figura 4. Metabolismo del retinol en las células del higado.

En los mamiferos, entre el 50 y 80 % del total de retinol encontrado en el cuerpo (retinol mas
ésteres de retinol) es mayormente presente en las células del higado, de éste el 95% se encuentra
almacenado en las células pericinosoidales. Los ésteres de retinil en forma de gotas se encuentra
cerca del 30 y 35% (Senoo, 2004). Las células del higado son la principal fuente de reserva de
vitamina A para los animales, por algunas semanas o0 meses, manteniendo las concentraciones de

retinol en sangre entre 1y 2 uM a pesar de las fluctuaciones normales por la ingesta diaria de
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vitamina A. El mecanismo responsable de la movilizacion de las células del higado a el resto del
cuerpo no ha sido estudiado claramente, sin embargo, se presume que estad involucrado las

mismas células enlazadoras de retinol (Quadro et al., 1999).

Ademas del almacenamiento en las células hepaticas, los tejidos intermusculares y otras células
de drganos tales como el pulmdn, rifiones y los intestinos de los vertebrados mayores pueden
acumular retinol en gotas lipidicas después de la ingestidn de provitamina A o betacaroteno (Nagy
et al., 1997) estas fuentes alternas de almacenamiento de ésteres de retinil y retinol funcionan
como fuentes locales de vitamina A para los érganos con mayor demanda, por ejemplo, las células
del parénquima en la retina almacenan grandes cantidades de pigmentos que son utilizados para
la funcién normal de la vista. Notablemente las mayores cantidades de ésteres de retinol son
almacenados en pequefias gotas de lipidos en el citoplasma de las células en los tejidos
intestinales y visceras de pequefios vertebrados como la lamprea, Petromyzon spp (Blomhoff y
Wake, 1991). En general las proteinas enlazadoras de retinol I, Il 'y lll (CRBP-I, Il y Ill) y las
enzimas LRAT y ARAT son las particulas mas importantes en la esterificacion del retinol,
especificamente la CRBP-IIl y la LRAT son necesarias para la incorporacion de los ésteres de

retinil en la leche.

3.4.5. Transporte de retinol en la sangre

Inicialmente Kanai y sus colaboradores (1968) en el laboratorio de Goodman demostraron que el

retinol se enlaza a una proteina especifica en la sangre, la llamaron proteina enlazadora de retinol
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(RBP). Las concentraciones de RBP en el fluido sanguineo son reguladas y mantenidas cerca de
las 2 nM a pesar de las fluctuaciones ocasionadas por la ingesta diaria de betacarotenos.
Solamente cuando existen severas deficiencias de vitamina A, esto es, cuando el higado ha
liberado sus reservas de ésteres de retinil, las concentraciones de las proteinas enlazadoras en
sangre decrecen. Aproximadamente 95% de las RBP es asociado con la transtiretina (TTR) en
cantidades iguales (1:1) (Peterson, 1971). La transtiretina es un enlazador que reduce la filtracién

glomerular de retinol.

Las RBP consisten de una forma hidrofobica especializada y disefiada para proteger la molécula
liposoluble del retinol (Zanotti y Berni, 2004). Las RBP pertenecen a una gran familia de proteinas
(familia de las lipocalinas), las cuales incluyen un gran numero de compuestos enlazadores de
proteinas lipidicas solubles tal como los odorantes y el colesterol (Newcomer y Ong, 2000). Por
otro lado, las células del parénquima en el higado son cuantitativamente el primer sitio de sintesis
de estas proteinas, sin embargo, las células de otras partes del cuerpo son igualmente capaces de
sintetizar este compuesto. También se han establecido sitios donde el retinol puede ser reciclado
intensivamente para su reutilizacion especificamente entre los tejidos extra hepaticos, higado y
liberado al plasma (Cifelli, 2005), por esto una gran cantidad de retinol es tomado por muchos
tipos de células del cuerpo y una menor porcion es convertido en metabolitos activos o degradado
en el higado. Algunos estudios indican que los RBP no son esenciales en el movimiento de los

retinoles en la mayoria de los tejidos (Quadro et al., 2003). EI mecanismo de movimiento de retinol
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para el proceso no mediado por RBP aun no ha sido caracterizado, pero se presume de un

proceso de simple difusion pasiva en las membranas celulares

Un gran nimero de compuestos asociados al retinol y ésteres de retinil, estdn presentes en la
sangre en concentraciones nanomolares, entre 5 y 10 nM. Estos incluyen todos los acidos
reinoicos —trans, 13-cis, 13-cis-4-0xo, -trans-4-oxo y el B-glucuronide (Barua y Sidell, 2004). Con
excepcion del B-glucuronide, son encontrados y transportados en sangre enlazados a la
albumina. Los niveles circulantes de estos carotenoides son dependientes del consumo diario de
vitamina A y tipicamente incrementa de dos a cuatro veces mas después la ingestion de grandes
cantidades de carotenoides o provitamina A (Hartmann et al., 2005). No se sabe claramente si
estos retinoides en plasma simplemente reflejan el catabolismo o si son asimilados y utilizados por
las células. Sin embargo, ya que la mayoria de estos retinoides estan activos en sistemas in vitro
en concentraciones nanomolares, se puede asumir que estos metabolitos en plasma tienen un

papel funcional.

Los carotenoides son solubles en grasas y transportados en el plasma, anclados a lipoproteinas.
Se absorben directamente de la dieta e ingresan a la linfa en asociacién con los quilomicrones
principalmente en el higado. Los carotenoides que no se acumulan en las células del higado son
movilizados como componentes de las lipoproteinas de baja densidad (VLDL) en la circulacion por
un proceso de reensamble en la formaciéon de quilomicrones (Parker, 1996). Ya que muchas

celulas tiene la capacidad de sintetizar el retinol, retinal o acido retinoico de los carotenoides y

34



provitamina A, las lipoproteinas pueden ser importantes en la regulacion de las concentraciones

circulantes para la funcion celular de la vitamina A.

3.4.6. Formacion de acido retinoico y retinol en la célula.

Los metabolitos del retinol son sintetizados en las células blanco especificas. La mayor fuente de
—trans retinoles en vertebrados mayores esta en el fluido sanguineo y proceden del higado. Sin
embargo, la entrada de lipoproteinas conteniendo ésteres de retinil, retinol y carotenoides hacia la
célula, y ademés de los ésteres almacenados localmente en gotas cercanas contribuyen a la

sintesis de metabolitos de retinoides activos.

Los retinoides de forma —trans son los metabolitos mas activos en la célula, su sintesis ocurre en
una reaccion de dos pasos. El primer paso y ademas limitante en este proceso es la oxidacion de
retinol a retinal, y el paso final es la oxidacién de retinal a &cido retinoico. Algunas células son
capaces de catalizar la reaccidn inversa es decir de retinal a retinol. La principal funcién del acido
retinoico es actuar como un activador de factores de transcripcion. Otro importante retinoide activo
es el 11-cis retinal, su funcién esta principalmente asociada al proceso de intercambio de luz en la
vista. Recientemente ha sido evidenciada la funcion de muchos retinoides, ademas de ser

solamente la sustancia activa de los compuestos de la vitamina A.

3.4.7. Oxidacion de los retinoles

Gran cantidad de datos acerca de la cadena media citosélica de alcohol deshidrogenasa 1,3 y 4

(ADH1, 2 y 4) como las enzimas involucradas en la oxidacién de todas las formas —trans de
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retinol y retinal. Estas son todos los oxidantes in vitro, la ADH4 parece ser la mas activa. La
enzima ADH3 es la comunmente expresada, mientras que los patrones de expresion de la AHD1 'y
ADH4 son mas especificos al actuar en ciertos tejidos para estas proteinas. Las enzimas ADH no

parecen ser las oxidantes para las proteinas enlazadoras de retinol (RBP) (Duester et al., 2003)

Otra enzima que parece ser importante en la oxidacion de retinol y sus metabolitos es la
deshidrogenasalreductasa enlazadora de la membrana (SDR), perteneciente a la familia de las
enzimas microsomales incluyendo la RDH1, RDH5 y retSDR1 (Duester et al., 2003). Las SDR
utilizan los retinoles enlazados a sus proteinas enlazadoras (RBP 1). CRBP-I actua como un
acompanante que dirige el retinol directamente a ser metabolizado por estas enzimas (Everts et

al., 2005)

Se ha establecido que algunas enzimas son las responsables de la oxidacién del retinol y
convertirlo en &cido retinoico. La enzima llamada Retinol Deshidrigenasa tipo 1 (RALDH1, también
citada como ALDH1A1, ADH-2 y ALDH1) se expresa en altos niveles en la retina de embriones y
en algunos tejidos epiteliales de animales adultos (Haselbeck et al., 1999). Se ha observado
también en niveles menores en la retina dorsal y extensiones dorsales de embriones sugiriendo
que esta enzima no es esencial para la sintesis de acido retinoico en la mayoria de los tejidos
(Duester et al., 2003). A pesar de esto, se sugiere que RALDH1 es el principal involucrado en el

metabolismo de retinol cuando éste se encuentra en niveles excesivos.

RADH2 (también llamado ALDH1A2 y V2) se encuentra presente en muchos tipos de células,

tanto en embriones como tejidos adultos originales en embriones es localizado especialmente en
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células mesodérmicas, incluyendo en tronco del mesodermo del corazon proximal al brote de la
linfa, y en los brotes de pulmones asi como en el corazdn (Niederreither et al, 1997).
Aparentemente, la RADH2 es responsable de la produccién de &cido retinoico en las células

durante el desarrollo embrionario.

RALDH3 (también conocida como ALDH1A3, V1 y ALDH6) ha sido localizada en la retina,
cristalino, sistema olfatorio, asi como en lineas urinarias y la superficie del ectodermo cerebral en
desarrollo de animales como raton y aves (Dupe et al, 2003). Algunas malformaciones
embrionarias pueden ser prevenidas tratando a la madre con acido retinoico durante la prefiez.
Los datos indican que diferentes érganos y células usan diferentes mecanismos (por ejemplo
RALDH1, RALDH2 o RALDH3) para obtener y suplir sus necesidades para la sintesis de acido

retinoico (Niederreither et al., 2003).

El RALDH4, el cual se ha encontrado principalmente en higado y riidn de animales ha
demostrado ser el mas activo in vitro en orden de magnitud para la sintesis de acido retinoico 9-cis

(Lin et al., 2003), lo cual indica que este es el involucrado en la sintesis de &cido retinico 9 - cis

El betacaroteno y otros compuestos carotenoides pueden ser fuente de 4&cido retinoico,
particularmente en algunas especies que son capaces de acumular altas concentraciones de
carotenoides en sus tejidos, como los mono gastricos. El acido retinoico es sintetizado a partir del
betacaroteno en 6rganos como el intestino, higado, riidén y pulmon, aun sin la oxidacion previa de

betacaroteno a retinol (Hebuterne et al., 1996).
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3.4.8. Catabolismo celular de los retinoides

El catabolismo es un importante mecanismo para controlar los niveles de &cido retinoico en las
células y tejidos de animales. White et al., (1997) clon6 la enzima P450 citocromo (CYP26A1) del
pez cebra, que es una de las encargadas de metabolizar el acido retinoico. Las células
transfectadas con el gen clonado fueron capaces de metabolizar todos las formas de &cido
retinoico en metabolitos polares, incluyendo el hidroxi-acido retinoico y epoxi-acido retinoico. La
enzima fue después clonada en humanos, raton, rata y pollos (Swindell et al., 1999). La enzima
CYP26A1 posteriormente se encontrd en varias partes del cuerpo, principalmente y con altas
concentraciones en el higado, duodeno, colon, placenta y algunas regiones del cerebro (Lampen
et al, 2001). La region proxima superior del gen de la enzima CYP26A1 contiene un grupo
funcional RARE, y su transcripcion ademas es inducida por el &cido retinoico. Ademas, estos
resultados implican un mecanismo directo a través del cual el gen CYP26A1 es sensible a las
concentraciones de acido retinoico y consecuentemente regular el metabolismo oxidativo del

retinol.

Una segunda enzima, la P450 llamada CYB26B1, fue posteriormente clonada (White et al., 2000).
Esta enzima es especifica de ciertos tejidos y su patrdn de expresion es similar que la CYP26A1,
ademas, tienen la misma actividad catalitica. Mas recientemente, una tercer enzima, CYP26C1 fue
clonada por Taimi y colaboradores (2004). Esta afecta las mismas células donde se expresa
CYP26A1, convirtiendo el &cido retinoico a metabolitos polares solubles en agua, similar como

actua CYP26A1 y CYP26B1. Sin embargo la CYP26A1 puede catabolizar el 9-cis acido retinoico
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mejor que las A1y B1. Esta enzima no es ampliamente expresada en las células de animales
adultos, ya que es inducida por el &cido retinoico. Los patrones expresion de CYP26A1, B1y C1
generalmente no se traslapan entre si, por lo que se sugieren roles individuales para cada una de

las enzimas en el catabolismo de &cido retinoico (Reijntjes et al., 2004).

Ademas, los glucorinoides pueden ser formados de é&cido retinoico y retinol, como metabolitos
principales, destinados a la excrecion, via bilis, o bien por la via urinaria (Barua y Olson, 1986).
Algunos de los productos de la degradacion importantes incluyendo las formas hidroxi, oxo y beta
glucorinides son capaces de mantener su funcion biologica activa (Reijntjes et al., 2005). Algunos
investigadores han estudiado el catabolismo de los retinoides analizando el contenido de
metabolitos en muestras fecales, urinarias y biliares. En estos estudios se han detectado gran
cantidad de metabolitos polares, incluyendo retinoles conjugados con taurina, productos de la
descarboxilacion, ipoxidacion e isomeracion (Frolik, 1984). El catabolismo parece ser similar
tanto para el acido retinoico como para el retinol en ambas vias no esta claramente diferenciado
cuales enzimas pueden actuar en cada uno de los casos. La enzima enlazadora de acido retinoico
celular tipo 1(CRABP-I) parece ser la mas comun asociada con la degradacion del cido retinoico.
Especificamente Boylan y Gudas (1991 y 1992) demostraron que la expresion de la proteina de

CRBP-I es una excelente degradadora de acido retinoico en las células.
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3.4.9. Receptores celulares del acido retinoico como factores de
transcripcion

En 1987, el receptor de acido retinoico (RAR) que pertenece a la familia de receptores de
hormonas esteroidales de la tiroides fue clonado independientemente, por Pierre Chambon y
Ronald M. Evans. Esta familia de receptores nucleares comprende todos los factores enlazados
dependiente de la regulacion de la transcripcion de genes enlazados a pequefias secuencias de
ADN. Poco después, otros dos RARs fueron identificados: el RARB (Evans, 2004) y RARa
(Chambon, 2004), algunas comparaciones entre las secuencias de aminoacidos entre estos tres
receptores sugieren que cada uno tiene una funcion diferente, por lo cual se dividié en subfamilias

de receptores, de acuerdo a su funcidn (Petkovich, 1992).

Las RARs funcionan como heterodimeros nucleares, que se enlazan con cadenas de ADN
llamadas elementos responsivos a los receptores de retinol (RAREs 0 RXREs) que se localizan en
los genes promotores. Los RAREs consisten de repeticiones directas de secuencias medias de
“(alg)g(glt)tca” separadas comunmente por cinco (DR5) o dos (DR2) nucledtidos (Balmer y

Blomhoff, 2005).

Recientes estudios revelaron que la expresion de CRBP-Il aumenta la transcripcion de RAR, esto
fue demostrado ya que CRBP-II se encuentra predominantemente en el citosol en ausencia de su
enlazador, su respuesta es la traslocacion del acido retinoico hacia el nucleo, donde éste es

asociado directamente con su RAR (Budhu y Noy, 2002). De la misma manera, el complejo
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formado por CRBP-Il y RARs envia la sefializacion mediante canales de enlace que potencializan

la actividad de transcripcion (Budhu et al., 2001).

Los RARs realizan diferentes funciones de transcripcion, mediante el reclutamiento de proteinas
importantes de accion positiva 0 negativa, referidas como coactivadores o correpresivas. El efecto
de los genes puede ser de represion, para liberar la represién, activador de genes o trans
represion de genes. Los cofactores no son exclusivos de receptores celulares y son usados de
similar manera por muchos otros factores de transcripcion enlazados al ADN (Perissi y Rosenfeld,

2005).

Informacién importante acerca del rol de varios RARs y RXRs ha sido obtenida de estudios donde
alguno o varios de los receptores genéticos han sido eliminados en ratones. Cuando las
mutaciones solamente afectan un receptor los ratones sobreviven y las anormalidades son
limitadas, sugiriendo una funcion de apoyo entre varios receptores y sus isoformas. En una
anormalidad doble mutante en cualquiera de los subtipos de receptores RAR o RXR los animales
experimentales no sobreviven y las anormalidades son mas pronunciadas (Azais-Braesco y

Pascal, 2000)

3.5. FISIOLOGIA DEL ACIDO RETINOICO

El &cido retinoico es un factor clave en el desarrollo y diferenciacion de los tejidos y 6rganos de los
vertebrados, debido a su habilidad para promover (Niles, 2004) la regulacién de la ap6ptosis
(Jiménez Lara et al., 2004). El acido retinoico fue el primer activador del gen de morfogénesis

identificado en vertebrados (Vergara et al., 2005), y en numerosos estudios ha sido demostrada la
41



importancia fisiologica del &cido retinoico incluyendo el desarrollo de la linfa, ojos, pulmones,
sistema nervioso central, reproduccién y hematopoyesis. Ademas de su funcién en condiciones
patologicas como en cancer, enfermedades de la piel, nacimientos prematuros, artritis reumatoide

y osteoporosis.

3.5.1. Rol del acido retinoico en el sistema nervioso central

El acido retinoico es de especial interés para los neurobidlogos debido a su importante funcion en
el desarrollo y madurez del sistema nervioso central (Vergara et al., 2005). El acido retinoico se
encuentra presente en altos niveles durante el desarrollo del sistema nervioso central, cuando se
altera sus concentraciones los individuos presentan severas anormalidades incluyendo ausencia
de formaciones en el encéfalo, anormalidades en la parte dorso ventral de la espina dorsal y el
bloqueo en el crecimiento de neuritas de la espina dorsal hacia la periferia del cuerpo (Maden y

Hind, 2003).

En el cerebro adulto, el acido retinoico parece estar involucrado en la comunicacion sinaptica del
hipocampo. Ademas de ello, el acido retinoico esta relacionado con la relacién espacial de la
memoria, para la maduraciéon del aprendizaje (Denisenko y Mello, 2001), en el control de la
sefalizacion de la dopamina de las neuronas mesolimbicas y mesoestriadas, ademas como en la
sobrevivencia de las neuronas negrostriadas dopaminérgicas (Vergara et al., 2005). El rol del
acido retinoico en la regeneracion de la espina dorsal ha sido estudiado usando implantes de

corddn dorsal de adultos, los cuales presentan capacidad para extender las neuritas cuando se
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cultivan en altas concentraciones de acido retinoico ademas de que inducen la extension de los

axones (Vergara et al., 2005)

3.5.2. Rol de la vitamina A en la maduracion citoplasmatica de oocytos

La vitamina A es una de las vitaminas liposolubles de importancia en la regulacion de desarrollo,
crecimiento y diferenciacidn celular, asi como en la funcion de los tejidos. Los primeros estudios
de vitamina A en la reproduccién de ganado se enfocaron en las técnicas de mejoramiento
reproductivo encontrando multiples funciones especificamente durante el desarrollo y crecimiento
folicular, esteroidogénesis, ambiente del oviducto y uterino, funcién inmune, maduraciéon de

oocitos y el desarrollo del embridn.

Los oocitos son formados durante la etapa fetal y son inhibidos en el estado de profase de la
primera division meiotica. Después de la pubertad, los oocitos pasan del estado de profase hacia
el estado de vesiculas germinales, durante las oleadas foliculares del ciclo estral, reiniciando la
meiosis en respuesta al pico preovulatorio de hormona luteinizante (LH) llevandolos hasta el
estado de la metafase de la segunda division mitética. Este proceso es llamado maduracién de
oocitos (Thibault et al., 1987) y es considerada no sélo como la reactivacién de la meiosis
(maduracién del nucleo) sino ademas, como la adquisicion de competencia para el desarrollo
(maduracién citoplasmatica) para el desarrollo después de la fertilizacion (Bevers et al., 1997). Se
ha demostrado que alrededor de las células foliculares, particularmente las células del cumulus,

son importantes para la apropiada maduracién del citoplasma (Kim et al., 1997).
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Recientemente, usando técnicas de maduracién in vitro, se ha demostrado la importancia que
tiene la vitamina A en la maduracién de oocitos (Hidalgo et al., 2003). Algunos estudios se han
enfocado a descubrir el efecto del vitamina A en la maduracién citoplasmatica de oocitos en
ganado, se han realizado experimentos cronoldgicos, pruebas de metabolitos de Vitamina A en
técnicas de reproduccion incluyendo inseminacion artificial, superovulacion, crecimiento de 6vulos,

y maduracion in vitro para detectar los posibles efectos benéficos.

El ganado toma la vitamina A principalmente como betacaroteno en los forrajes o en forma
suplementada como ésteres de retinol de alimentos formulados (ANNRC, 2001). Grandes
cantidades de betacaroteno y ésteres de retinol son destruidas en el rumen (Weiss, 1998). Los
ésteres de retinol son hidrolizados en el lumen intestinal para producir retinol. El retinol y
betacaroteno son absorbidos por las células de la mucosa intestinal. Dentro de las células
intestinales, algo de betacaroteno tiende a enlazarse en un proceso enzimatico para formar retinal,
el cual es subsecuentemente reducido a retinol. Todo el retinol es reesterificado dentro de las
células para almacenarse como quilomicrones que posteriormente son liberados en la sangre
mediante el sistema linfatico. Los quilomicrones son transportados hacia el higado donde es
hidrolizado hacia retinol para poder ser embonados a sus proteinas enlazadoras (RBP) (Noy ,
1984) y liberados en la sangre, donde las RBP se combinan con transtiretina (TTR). EI complejo
de la terna R-RBP-TTR sirve para transportar el retinol en la circulacion sanguinea y liberarlo en
los tejidos receptores. EI BC es transportado por la via linfatica y temporalmente almacenado en el

higado, pero sélo circula en la linfa como una fraccion de lipoproteina. Varios tipos de moléculas
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en la sangre se dirigen hacia la membrana basal del foliculo ovarico (Haliloglu et al., 2002) tanto
el betacaroteno como el retinol existen en el fluido folicular en proporcién a las concentraciones de
sangre. Aparte del acceso libre mediante difusion pasiva hacia el fluido folicular, existen procesos
selectivos especializados con sus proteinas acarreadoras. Esto puede explicar en gran medida las
diferencias en concentraciones entre el fluido folicular y el torrente sanguineo (Brown et al., 2003).
La actividad de desdoblamiento del betacaroteno existe en las células de la granulosa bovinas
(Schweigert et al., 1998), lo cual indica una conversion local de betacaroteno a retinol para su
utilizacién a nivel folicular. Ademas de ello, el betacaroteno es acumulado en el cuerpo liteo
(Haliloglu et al., 2002) el cual puede ser considerado como una fuente alternativa para los
foliculos. Eventualmente todas las formas activas de vitamina A se enlazan a sus receptores para

activar los genes de transcripcion y receptores.

3.6. BETACAROTENO EN ANIMALES

El inmerso interés cientifico en la vitamina A y los retinoides es demostrado por la gran cantidad
de publicaciones cientificas y biomédicas en los Ultimos diez afios. Ademas, miles de cientificos
actualmente se encuentran inmiscuidos en revelar los secretos de este nutriente importante en la
dieta de los animales. Aunque las principales disciplinas incluyen biologia molecular y de
desarrollo, dermatologia, oncologia, y salud publica, el rol potencial de los retinoides esta
comenzando a explorarse en todos los campos de la investigacion cientifica. Aun existen muchos
aspectos que son pobremente entendidos con respecto al metabolismo y mecanismos de accion

del retinol, como el rol en la fisiologia y patologia celular.
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Los carotenoides fueron antiguamente investigados por su importancia en la nutricion animal.
Algunos estudios realizados a mediados del siglo pasado en animales, destacaban la importancia
de conocer como eran sintetizados y cuales pudieran ser los mecanismos por medio de los cuales
los animales aprovecharian su transformacion hacia vitamina A, y los sitios donde era absorbido y
establecer posibles rutas de asimilacion. Experimentos iniciales claramente establecian la
presencia de vitamina A en el higado de ratas después de suplementar betacaroteno, y
generalmente se denominaba la presencia de una enzima llamada “carotenasa” en el higado, la
cual seria la responsable de desdoblar el beta caroteno y convertirlo en vitamina A (Moore, 1929).
Esta hipdtesis no cumplié de lleno con las evidencias experimentales ya que algunos autores
demostraron y presentaron evidencias de que la transformacion de betacaroteno a vitamina A en
ratas ocurre en el intestino delgado, con lo cual se establecieron los inicios para la

experimentacion en ese sentido.

Goodwin y Gregory (1948) posteriormente presentaron evidencias de que la conversion de
caroteno en vitamina A en ovejas, cabras y conejos, sucede en el intestino delgado. Klosterman
et al., (1949), sugirieron que el betacaroteno es desdoblado durante el proceso de digestion y
absorcion en el caso de ovejas, ademas, Swick et al., (1949) demostraron, que en el caso de
cerdos, la vitamina A es convertida sobre las paredes intestinales. Stallcup y Herman (1950),
determinaron que el beta caroteno administrado a vaquillas es convertido a vitamina A en el
intestino delgado y en el higado y que aparentemente esta conversion no se da en el plasma

sanguineo, ademas encuentran una diferencia entre razas, presentando las mayores tasas de
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conversion en la raza Guernesey comparadas con Jerseys y Holsteins, sin encontrar una

explicacion a este fenomeno.

La funcién de la vitamina A en el proceso visual fue resuelto hace algunas décadas: el 11-cis
retinol o los compuestos cercanos como el 11- cis 3 hidroxiretinal, funcionan como cromdéforos de
varios pigmentos visuales (Wald, 1968). Investigaciones iniciales demostraban que las deficiencias
de vitamina A, y por otro lado el exceso de esta, dramaticamente cambia la diferenciacién de las
células epiteliales (Wolbach y Howe, 1925) y que los metabolitos del acido retinoico -trans actuan
como una poderosa fuente de sefializacién molecular en los cordados (Por ejemplo invertebrados,
tunicados y lancetas, y los vertebrados). Un mecanismo desligado de la funcién visual de la
vitamina A fue conocido hasta principios de 1987, por dos grupos independientes de
investigadores, Giguere et al., (1987) y Petkovich et al., (1987) descubrieron los receptores
nucleares especificos para todos los acidos retinoicos —trans. Estos receptores son activados por
los acidos retinoicos de forma -trans, y regulan la expresion genética para los enlazadores de
pequefias secuencias de ADN cercanamente a los genes blanco. Ademas, estos experimentos
demostraron claramente que muchas de las actividades biolégicas de la vitamina A son mediadas
por estos receptores, mecanismos adicionales a estas acciones comenzaron a descubrirse a

partir de que éstos fueron identificados.

La vitamina A es esencial para la vida de todos los cordados. Tiene numerosas e importantes
funciones incluyendo la vision, mantenimiento de tejidos y superficies epiteliales, competencia

inmune, reproduccion y desarrollo embrionario. En humanos, cuando la vitamina A no se ingiere
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adecuadamente para cumplir las necesidades del cuerpo, las deficiencias clinicas son fallas
oculares (xeroftalmia) y una generalizada resistencia a infecciones oculares. La deficiencia de
vitamina A es un problema de salud publica, en mas de ciento veinte paises. En 1995 se estimaba
que entre ciento cuarenta y doscientos cincuenta millones de nifios en preescolar estarian en
riesgo de deficiencias subclinicas de vitamina A, tres millones eran clinicamente deficientes, y mas
de un millén de muertes anuales en menores fue a consecuencias de la deficiencias de vitamina A

(World Healt Organization, 1995). El problema no es comun en paises altamente desarrollados.

El betacaroteno puede ser, sin embargo, un espejo de dos caras, ya que recientemente se
sugiere que la ingesta marginalmente por encima de la dieta recomendada diaria es asociada a
malformaciones embrionarias (Rothman et al., 1995), ademés de que reduce la densidad mineral
en huesos incrementando el riesgo de fracturas o malformaciones en el sistema 6éseo. Las
clasicas sefiales de hipervitaminosis por betacaroteno pueden ocurrir en la piel, sistema nervioso,
musculo esquelético, circulacion y érganos internos, ademas en el feto, como consecuencia de la
ingesta de medicamentos que contengan altas concentraciones de vitamina A (Hathcock et al.,

1990).

En experimentos dirigidos para conocer el efecto del beta caroteno en la superovulaciéon de vacas
se encontraron resultados positivos, las vacas adultas y las mayores dosis mostraron mayor
calidad de embriones comparados con los animales jovenes. De acuerdo con Sales et al., (2008)
El uso de beta caroteno combinado con tocoferol puede ser una alternativa de mejoramiento en la

calidad de embriones en los procedimientos de superovulacion, utilizando vacas adultas, por lo
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cual el tratamiento para vaquillas puede ser limitado, y asocié el efecto benéfico del beta caroteno
a tres posibles rutas, 1) al efecto estimulatorio de la vitamina A sobre la enzima desdobladora de
colesterol, 2) al incremento intrauterino de factores importantes asociados a el desarrollo inicial
embrionario (Harney et al., 1990); y 3) la formacion de uniones GAP que pueden ser importantes

para la coordinacion la funcion lutea (Bilska et al., 1996).

Algunos estudios aplicados en caninos para evaluar el efecto de la dosis sobre los niveles séricos
de progesterona y estradiol demuestran la importancia de este elemento durante la etapa
reproductiva. Animales suplementados con una dosis alta de betacaroteno (50 mg) presentaron
los niveles mas altos de estradiol en suero, dos dias antes de la ovulacién y las mas altas
concentraciones de progesterona durante los dias 8 a 17 después del pico de ovulacion,
comparados con el grupo control, lo que sugiere una aceleracion en el tiempo y tasa de la
ovulacion (Weng et al., 2000). En el mismo estudio, las concentraciones de progesterona fueron
bajas antes de la ovulacion, pero se incrementaron rapidamente después del pico de ovulacion
durante los dias 12 y 13 después del pico de ovulacién. Por el contrario, el estradiol en plasma fue
alto antes de la ovulacion y decrecié dramaticamente cerca del dia seis después de la ovulacion.
Después de la liberacidn del ovulo, las células de la teca y granulosa del foliculo experimentan la

proliferacién y la diferenciacion para la formacién de un cuerpo luteo funcional.

El cuerpo luteo produce la progesterona, la cual es critica para el mantenimiento de la prefiez,
debido a esto, el cuerpo luteo al igual que el utero, es altamente activo durante este momento ya
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que la produccion de hormonas esteroidales es mayor. Consecuentemente el betacaroteno
pudiera servir como un protector liteo contra el dafio estructural y funcional de las especies
reactivas de oxigeno y mediante este medio soportar la actividad esteroidogénica. La
suplementacién de betacaroteno promueve incrementos en las concentraciones séricas de
progesterona y estradiol durante el ciclo estral, lo que sugiere una influencia importante del

betacaroteno en la mejora reproductiva de los caninos.

Tracy et al., (2004) utilizaron oocitos de bovino para evaluar el efecto de la suplementacion de
retinol durante el cultivo in vitro en la etapa de desarrollo hacia el estado de blastocitos. La
administracién de retinol durante el estado de maduracion tuvo un efecto dependiente de la
concentracién. Con una concentracion de 1uM de retinol no tuvo efecto sobre el desarrollo,
mientras que 5 uM tuvo una tendencia a mejorar el desarrollo del blastocito; por el contrario, a una
alta concentracion (10 uM) no presentd algin cambio significativo sobre el desarrollo del embridn
comparado con el grupo control. En estudios preliminares, altas concentraciones (100 uM) fueron
citotoxicos, mientras que la exposicion de oocitos a bajas concentraciones mejoraba

substancialmente el desarrollo del blastocito (Gémez et al., 2003).

Ya que la mayoria de las transcripciones en el oocito ocurren antes de la maduracion, durante el
desarrollo preovulatorio, el cultivo in vitro no presenta la mayoria de esta actividad. Algunos
inhibidores meidticos han sido usados como medios para la investigacion de la transcripcion en
oocitos y ARNm in vitro. El tratamiento de oocitos enclaustrados en el cumulus con acido

rertinoico 9-CIS durante el inactividad meittica mejoré de manera importante el desarrollo de la
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corteza granular, incrementando subsecuentemente el desarrollo del blastocito y el incremento del
numero total de células (Duque et al., 2002). Gémez y colaboradores (2003) sugieren que la
administracion de retinol puede mejorar la calidad de ARNm, basados en la observacién de que el
acido retinoico 9-CIS incremento el contenido de ARNm en oocitos en estado de inactividad en
la meiosis. El contenido de RNAm de los oocitos tratados con &cido retinoico o etanol fue mayor
en oocitos maduros que en los premadurados en presencia de &cido retinoico y después
madurados. Tracy et al., (2004), estudiaron el efecto de la administracién de retinol sobre la
maduracion de oocitos in vitro y su relacion con la concentracion de oxigeno. La suplementacion
de retinol al medio de cultivo afectd positivamente, mejorando el desarrollo en el blastocito,
cuando fue cultivado en un ambiente con alta concentracion de Oz, una atmdsfera de
aproximadamente 20% de O (aire con 5% de didéxido de carbono), por el contrario, no se
obtuvieron resultados positivos en atmosfera con baja concentracion de oxigeno (7% 02, 5% CO2
and 88% N). Previos estudios demostraban un efecto positivo de la administracion de retinol
durante la maduracion de oocitos, ademas de ser una practica comun de laboratorio y que puede
ser mejorada cuando se tiene una atmésfera con 20 % de oxigeno. Por lo tanto, estos datos
indican que el retinol puede proteger al embrion del dafio oxidativo de radicales libres, la cual ha
sido identificado como una de las principales causas de la perdida embrionarias, especialmente in

vitro (Guérin et al., 2001).

Las células de mamiferos, incluyendo el oocito en sus etapas tempranas han generado algunos

mecanismos para proteger contra el dafio y el mantenimiento de balances apropiados de radicales

51



libres de oxigeno durante las reacciones de oxido reduccion. Algunos antioxidantes presentes en
el oocito, el embrion y su ambiente incluye vitamina A, C y E, piruvato, glutation, (GSH),
hypotaurina, taurina y sisteamina (Guérin et al, 2001). Por su parte, las enzimas contra la
oxidacion en oocitos y embriones incluyen el cobre y zinc, superoxidasa dismutasa, manganesasa
superoxido dismutasa, glutation superoxidasa, glutamil cistein sintetasa, glutation reductasa,
catalasa, entre otras. Lonergan et al., (2003), demostraron que la expresion de algunas enzimas
antioxidantes son fuertemente reguladas durante la maduracion in vitro de oocito comparadas con
la maduracion in vivo, los que indica que el ambiente controlado de crecimiento crea un estrés

oxidativo y el oocito responde mediante la activacion interna de mecanismos de defensa.

3.7.  POSIBLES EXPLICACIONES DE LOS EFECTOS POSITIVOS DE VITAMINA
A SOBRE LA MADURACION CITOPLASMATICA DE OOCITOS

Pocos investigadores quienes encontraron efectos positivos de la vitamina A y sus metabolitos
sobre la maduracion citoplasmatica de oocitos en el ganado vacuno han sido capaces de dar una
explicacion fisiologica de estos efectos. Se puede enumerar algunos de los principales posibles

mecanismos por los que se argumenta el efecto positivo de vitamina A.
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3.7.1. Betacaroteno como un antioxidante

Recientemente se ha incrementado las evidencias del deterioro de los oocitos ocasionado por las
especies de oxigeno radiactivas, especialmente cerca del periodo de maduracién (Hashimoto et
al., 2000 y Oyawoye et al., 2003). El Betacaroteno ha sido conocido ampliamente por su funcién
como un antioxidante en la fase lipidica por la captacién de radicales libres de oxigeno evitando la
accion oxidativa sobre la célula (Sies y Stahl, 1995). Por otra parte, el betacaroteno extracelular
en el fluido folicular que es incorporado en el fluido intracelular de los oocitos y células periféricas
con el fin de proteger el ambiente contra la citotoxicidad de radicales libres, provocando la
competencia y realzando la capacidad de los oocitos. El retinol no tiene la capacidad de desactivar
los radicales libres de oxigeno por si mismo, por esto es necesaria la presencia de betacaroteno
para la captacion y desactivacion de los radicales libres.

3.7.2. Retinol regula la expresion de los receptores a gonadotropinas en
las células del cumulus y granulosa

Schweigert y Zucker (1988) encontraron que las concentraciones de retinol (pero no las de
betacaroteno), en el fluido folicular se relacionaban con la calidad folicular, cuando las medias de
concentracion eran de 107, 90, 60 y 50 Ul/dl la salud del foliculo fue suavemente atrésico,
atrésico, muy atrésico y altamente atrésico, respectivamente con cada valor encontrado. Estas
concentraciones tenian una correlacion alta con la concentracion de estradiol intrafolicular. Esto
sugiere que la vitamina A tiene una alto potencial para la modulacion local del desarrollo folicular

en su etapa de maduracion final, incluyendo la maduracién del oocito. El desarrollo folicular en
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esta etapa es altamente dependiente de gonadotropinas de la pituitaria que regulan la
diferenciacion de las células de la granulosa (Hillier, 2001 y Hsueh, 1989). El acido retinoico ha
mostrado capacidad para suprimir la induccién de FSH mediante la induccién de los receptores a
FSH (FSH-R) y los receptores a LH (LH-R) en células de la granulosa cultivadas in vitro (Xing y
Sairam, 2002). Es dificil describir una conclusién especifica sobre los posibles roles de la vitamina
A en la maduracion de oocitos mediante la referencia de resultados in vitro, ya que los receptores
a LH son dependientes y procedentes de la activacion de FSH y son considerados una accién
pivotal en la Ultima etapa de desarrollo y maduracién asi como la ovulacion y la luteinizacién.
Todos estos eventos ocurren de manera normal en el ciclo estral del ganado en la presencia de
vitamina A en un ambiente natural dentro y fuera del foliculo (Hillier, 2001). Sin embargo, bajo las
condiciones de superovulacién o cultivo in vitro, sin la calidad fisiologica natural, se pueden dar
altas concentraciones de gonadotropinas que pudieran inducir la adquisicion aberrante de
receptores a LH y FSH sin la dependencia natural y la funcién dependiente y pivotal que se tiene

entre ambas gonadotropinas.

3.7.3. Induccién de midkine en el cumulus de las células de la granulosa

Midkine (MK) es uno de los factores de crecimiento y diferenciacién enlazadores de la heparina
reconocida por su alta relacién en el aumento y la generacion del fluido folicular (Ohyama et al.,
1994). Anteriormente se reportd que al afiadir MK al medio de cultivo con cumulus bovino,
aumenta la posibilidad de tener blastocitos sanos después de en crecimiento in vitro.

Recientemente se ha encontrado que el acido retinoico incrementa las concentraciones del RNA
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mensajero de MK en células de la granulosa cultivadas in vitro (Minegishi et al., 1996).
Recientemente el tratamiento de COE bovinas con 9 cis &cido retinoico presenta un efecto
altamente positivo sobre la maduracién citoplasmatica de oocitos asociado directamente con los
incrementos de el RNA mensajero de MK (Gomez et al., 2003). Ademas, se ha encontrado que el
grado de apoptosis en el cumulus de las células CEO durante el cultivo in vitro disminuye mientras
que aumenta la concentracion de MK, por lo que se sugiere que ademas del &cido retinoico
promueve la sobrevivencia celular mediante la activacién de MK, la cual suprime directamente la
apoptosis (lkeda et al., 2003). Es muy posible que el acido retinoico promueva el crecimiento
folicular y la maduracion de oocitos mediante la produccion de MK en las células del cumulus de
la granulosa tanto en vitro como en vivo.

3.7.4. Supresion de la sintesis de ciclo oxigenasa por el acido retinoico en
las células del cumnulus de la granulosa.

Las prostaglandinas (PG) son generadas a partir del &cido araquidénico a través de la via de las
ciclooxigenasas (COX). Las ciclo oxigenasas tienen dos isoformas, cox-1 y cox-2. El gen de la
cox-1 es fuertemente expresado en la mayoria de los tejidos y células y esta implicado en las
funciones propias de la sintesis de prostaglandinas. Por otro lado, cox-2 es un gen de respuesta
inmediata el cual es particularmente activado por los factores mitogénicos y citocinas (Richards,
1997). En los foliculos preovulatorios, el RNAm del cox-1 y sus proteinas estan presentes a
bajas concentraciones y de manera constante en la célula de la teca, mientras que la expresion de

las cox-2 se presentan en la células murales de cumulus de la granulosa y dinamicamente se
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incrementan en el periodo preovulatorio, indicando que la cox-2 es una fuente exclusiva de la
prostaglandinas en foliculos preovulatorios (Nuttinck et al., 2002). Hay una fuerte evidencia de
que el sistema cox-2/PG esta involucrado en varios aspectos de la diferenciacion final de los
foliculos. Generalmente es aceptado que las PG son sintetizadas por la cox-2 y juegan un rol
importante en la ovulacién en bovinos, basados en el hecho de que la inhibicién de cox-2 durante
el periodo preovulatorio evita la ovulacion, ademas se ha demostrado en ofras especies de
mamiferos (De Silva y Reeves, 1985; Algire et al., 1992). De acuerdo con estos conceptos, la
expresion de cox-2 es inducida en las células murales de la granulosa por el pico preovulatorio de
LH en yeguas y vacas, ademas, LH regula el incremento del RNAm y la aparicion de sus proteinas
en cada uno de estos mamiferos aproximadamente diez horas antes de la ovulacién, sugiriéndose
que PG es una parte esencial en la programacion del “reloj” ovuatorio (Liu et al, 1997).
Recientemente se ha demostrado que las células del cumulus producen cox-2 durante el cultivo in
vitro (Nuttinck et al., 2002) altamente dependiente del tiempo las cuales incrementan de manera

importante las concentraciones de PGE2 y PGF2. en el medio de cultivo.

De la misma manera, las funciones de PG son requeridas para la funciéon del proceso de
ovulacion, ya que las concentraciones de PG benefician la maduracion de oocitos, una excesiva o
prolongada exposicién a las concentraciones de PG durante el periodo de maduracién puede ser
determinante para la maduracion citoplasmatica de los oocitos. De hecho, 50 y 100 ng/mL de
PGF.. agregadas al cultivo in vitro de oocitos suprimen directamente la transcripcion de cox-2

mediante los mecanismos dependientes de receptores (Yang y Frucht, 2001; Subbaramaiah et al.,
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2002). Estas moléculas pueden contribuir a la apropiada sintesis de PG mediante la supresion de
la expresion genética de cox-2 y como consecuencia ayudar a la maduracion citoplasmatica de los
oocitos de manera natural y en medios de cultivo.

3.7.5. Supresion de la sintesis de 6xido nitrico (ON) por el retinol en las
células del cumulus de la granulosa y del oocito

El oxido nitrico (ON) es uno de los radicales libres que median gran variedad de funciones
celulares (Moncada et al., 1991; Nathan, 1992). EI ON se sintetiza a partir de la L-arginina
mediante la ON sintetasa (ONS), mediante tres isoformas que han sido identificadas: endotelial
(eONS), sintetaza neuronal (nONS) e inducible (iONS) (Mungrue, 2003). La expresién de RNAm
de las eONS y la iNOS fue detectada en células de la granulosa de foliculos preovulatorios
durante la induccién de la ovulaciéon de equinos y humanos (Yamagata, 2002). Ademas, la eONS
ha sido detectada en células de la granulosa y oocitos de porcinos (Grasselli, 2001, Hattori, 2001).
Los oocitos, embriones y células de la granulosa que demuestran produccién de ON, sugieren un
importante rol fisioldgico del 6xido nitrico en la ovulacién, maduracién de los oocitos y el desarrollo
embrionario. Sin embargo, los efectos reportados de la presencia de ON en la maduracién de
oocitos es muy compleja y dificil de interpretar. Algunas publicaciones expresan que la regulacion
de en la generacién de ON en cultivos in vitro afecta la maduracién de los oocitos y el desarrollo
de embriones (Bu et al, 2003). Lim y Hansel (1998) apuntan que los embriones bovinos no

pueden producir cantidades toxicas de ON, lo cual indica que éstos no afectan el desarrollo del
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embrion y que ademas el ON producido no es derivado de estas células, presumiendo la entrada

externa de ON.

Se ha sugerido que el acido retinoico puede regular el sistema ON/ONS en las células del cumulus
de la granulosa y afectar la maduracion citoplasmética de los oocitos de bovinos ya que el &cido
retinoico inhibe la expresidn de iONS a través de los receptores de acido retinoico alfa (Sirsjo et
al., 2000). Ademas, se ha propuesto que el acido retinoico inhibe fuertemente la expresion del
RNAm del eONS ' la sintesis de ON en oocitos maduros de porcinos (Hattori et al., 2002). Hattori
et al., (2001) propusieron un modelo en el cual los oocitos liberan ON como una sefial para
suprimir la diferenciacidn de las células del cumulus de la granulosa, cuando éstas adquieren los
receptores de LH, lo cual deriva en una disminucion de ON, y ademas, suprime la estimulacion de
FSH. Este posible mecanismo es razonable para la apropiada programacion de la diferenciacion
de las células de la granulosa, y ademas, posiblemente involucre algunos periodos de pre
maduracién. Sin embargo, si esto se da, el periodo de accion de los ON estaria limitado al periodo

de inactividad mitdtico antes del estado de crecimiento.
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IV.  MATERIALES Y METODOS

41. Localizacion del area experimental, condiciones ambientales, animales y
alimentacion

El estudio se realizd en la Unidad de Investigacién Caprina Sur, de la Unidad Regional
Universitaria de Zonas Aridas, Universidad Auténoma Chapingo (URUZA-UACH, 26° LN, 103° LO,
a 1,117 msnm). El clima es del tipo calido seco con oscilaciones térmicas extremas. Los
promedios anuales de precipitacion y temperatura son 217.1 mm y 22.3°C, respectivamente.
Cabras prepuberes (n=17) de 3 meses de edad con un encaste minimo de % Saanen- Alpina Va
Criollo, recibieron una dieta para cubrir el 100% de sus requerimientos nutricionales ajustados al
peso corporal (NRC, 1998). Tanto el PC como la condicién corporal (CC) fueron registradas
semanalmente previo a su alimentacion. La CC se evalu6 mediante palpacién dorsal y costal
utilizando una escala de 1 (muy flaca) a 5 (muy gorda). Las cabras fueron alimentadas dos veces
al dia: por la mafiana (0700) heno de alfalfa (14% PC, 1.14 ENm Mcal kg-') y ensilado de maiz
(8.1% PC, 1.62 ENm Mcal kg™), y por la tarde (1800) maiz rolado (11.2% PC, 2.38 ENm Mcal kg')

bajo condiciones naturales de luz de junio a noviembre.

4.2. Diseino de tratamientos

A inicios de junio, las cabras fueron aleatoriamente distribuidas en dos grupos experimentales: 1)
betacaroteno (BB, n=9), y 2) Control, (CC, n=8). Las cabras-BB recibieron una suplementacién de

200 mg cabra-' d-' de betacaroteno (Syntex, SA de CV) durante todo el periodo experimental. Las
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cabras de ambos grupos tuvieron libre acceso a agua, sales minerales, sombra, asi como a una
dieta basal consistente de alfalfa (14% PC; 1.14 Mcal kg ENm), y ensilaje de maiz (8.1% PC; 1.62

Mcal kg ENm).

4.3. Muestreo de sangre

De junio 7 a noviembre 1 se realizaron muestreos de sangre (1 vez por semana) del total de las
cabras en estudio (n=17). Las muestras sanguineas se colectaron mediante venopuncién de la
yugular utilizando agujas estériles de 0.8 x 38 mm (Becton Dickinson & Co., Franklin Lakes, USA)
y tubos colectores Vacutainer de 10 mL (Corvac, Sherwood Medical, St Louis, MO, USA). Una
vez centrifugadas las muestras (1,500 x g, 15 min), cada muestra de suero con su réplica se
almacenaron en tubos de polipropileno a —4°C. En total se colectaron 16 muestras por cabra; 144
(BB) y 128 (CC), para un total de 272 muestras de suero sanguineo.

4.4. Cuantificacion de progesterona en suero, criterio para evaluar la
actividad reproductiva

Las muestras de suero se evaluaron por duplicado por su contenido de progesterona (P4),
mediante radioinmunoanalisis (Diagnostic Products, Los Angeles, CA, USA). La prueba esta
modificada y validada para el uso en suero de rumiantes (Schneider, 1996). Los coeficientes de
variacion intra- e inter-ensayo fueron de 0.2 pg mL. Los andlisis hormonales se realizaron en el
Departamento de Ciencia Animal de la Universidad Estatal de Nuevo México, E.U.A. Cabras con

dos muestras consecutivas de suero con niveles séricos de P4 = 1 ng mL-" fueron clasificadas
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como reproductivamente activas, considerando en dicho momento el inicio de la pubertad

(Cushwa, 1992).

4.5. Cuantificacion de insulina

Las muestras de sangre fueron analizadas y evaluadas durante el muestreo
mediante radioinmunoanalisis para su contenido de insulina, de acuerdo a los procedimientos
sefialados por Berrie et al., (1995), con un coeficiente de variacion intra ensayo de 9.8 % y un
limite de deteccion de 0.2 ng/mL. Todos los analizas hormonales fueron realizados en el
laboratorio de endocrinologia del departamento de Ciencia Animal, de la Universidad Estatal de

Las Cruces, Nuevo México, EUA.

4.6. Analisis estadisticos

Los pesos corporales (PC) y la condicién corporal (CC) fueron evaluados mediante un analisis de
varianza con un disefio completamente al azar con dos tratamientos de 17 unidades
experimentales (BB y CC) (Snedector y Cochran, 1967). Las concentraciones séricas de insulina
fueron evaluadas mediante un ANOVA con un disefio completamente al azar, con un arreglo de
parcelas divididas para muestras repetidas en el tiempo (Gill y Hafs, 1971). El efecto de
tratamiento fue incluido en la parcela mayor utilizando el término de cabra dentro de tratamiento
para calcular el error. El tiempo de muestreo y la interaccién del tratamiento por tiempo fueron
incluidos en la parcela menor, utilizando el cuadrado medio residual para probar sus diferencias.

En el evento de un efecto significativo, la separacién de medias consideré el procedimiento PDIFF,
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para probar sus diferencias mediante el procedimiento LSMEANS usando el comando GLM

(PROC GLM) del SAS (Littell et al., 1991).

El porcentaje de cabras mostrando actividad ovarica se comparé con un analisis de ji2. El analisis
estadistico de los datos consider6 un procedimiento estadistico para tablas de frecuencia

analizados por ji-cuadrada.

4.7. Modelos estadisticos

Modelo I:
Yij=p+Ti+Ej
Yj = La variable respuesta PV y CC de la j-ésima cabra con el i-ésimo tratamiento.
Q = Media general.
Ti = Efecto del i-ésimo tratamiento; i = 1, 2 (BETA, CONT).
Ei = Error experimental de la j-ésima cabra asociado al i-ésimo tratamiento  (~ NID,
u=0, o2e).

Para evaluar el comportamiento de las concentraciones séricas de insulina (INS), se uso el

siguiente modelo:
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Modelo Il:

Yuk =p+ T+ IDyg) + t + Tok) + Eiuk

Yuk = Concentracion de INS (ng mL-") del i-ésimo tratamiento medida en la j-ésima cabra

M = Media general

Ti = Efecto del i-ésimo tratamiento, donde i =1, 2 (BETA, CONT)

IDyy) = Efecto de la j-ésima cabra en el i-ésimo tratamiento (ERROR A)

tk = Efecto del k-ésimo tiempo de muestreo, donde k = 1,..., 20

Tti = Efecto de la interaccion del i-ésimo tratamiento dentro del k-ésimo tiempo de
muestreo

Eik = Error experimental del i-ésimo tratamiento mas la j-ésima cabra mas el k-ésimo

tiempo de muestreo (~ NID, uy=0, 2 e)

Todos los analisis se realizaron con el programa estadistico SAS (Littell et al., 1991). Los

valores reportados son las medias de minimos cuadrados * el error estandar de la media.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados

5.1.1 Peso corporal y condicion corporal

En el Cuadro 1 se presentan las medias de minimos cuadrados para peso corporal (PC, kg) y
condicién corporal (CC, unidades) al inicio (junio 7) y al final (noviembre 1) del periodo
experimental en cabras peripuberes (n=17) suplementadas con betacaroteno (BB) o Control (CC).
El peso corporal promedio al inicio del periodo experimental fue de 16.65+1.04 kg, llegando a un
peso final promedio de 23.47 kg, la condicién corporal promedié 3.31+0.12 unidades; durante todo

el periodo experimental no se observaron diferencias (P>0.05) entre los grupos experimentales

para las citadas variables.

Cuadro 1. Medias de minimos cuadrados para peso corporal (PC, kg), y condicion corporal
(CC, unidades) durante junio (1), Julio (2), agosto (3) y septiembre (4) en cabras preptberes
suplementadas con betacaroteno (BETA) o control (CONT) bajo fotoperiodo natural en la

Comarca Lagunera

Tratamientos BETA CONT P EE!
PC1 17.29 16.13 0.69 1.04
PC2 20.33 19.86 0.94 1.12
PC3 21.17 20.33 0.77 0.87
PC4 24.16 22.79 045 0.80
CC1 3.34 3.17 0.38 0.12
CC2 3.09 3.06 0.89 0.1
CC3 3.18 2.93 0.30 0.1
CC4 3.54 343 0.40 0.1

1 EE, error estandar de medias de minimos cuadrados
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5.1.2. Concentraciones séricas de insulina y porcentaje de cabras con actividad
ovarica

El Cuadro 2 muestra las medias de minimos cuadrados para porcentaje de cabras mostrando
actividad ovérica (pubertad) y las concentraciones séricas de insulina en las cabras tratadas
durante el periodo experimental entre junio y noviembre. El porcentaje de cabras mostrando el
inicio de la actividad reproductiva (pubertad) determinada por los niveles séricos de P4, no difiri6
(P>0.05) entre los tratamientos. De la misma manera, no hubo diferencias significativas entre

tratamientos con respecto a las concentraciones séricas de insulina (P>0.05)

Cuadro2.  Medias de minimos cuadrados para las concentraciones séricas de insulina 'y
el porcentaje de cabras mostrando actividad ovarica (pubertad, % ') durante el periodo
experimental junio — noviembre, (n=17) suplementadas con betacaroteno (BB) o control
(CC) en la Comarca Lagunera

Tratamientos BB CcC P EE2
PUBERTAD! 44 4 25.0 0.43 017
INSULINA 14 1.2 0.15 0.09

1 El inicio de la pubertad considerd la existencia de dos 0 mas muestras consecutivas de suero con
valores de progesterona mayor o igual a 1 ng mL-".
2 EE, error estandar de medias de minimos cuadrados.

El Cuadro 3 muestra las medias de minimos cuadrados para las concentraciones de insulina y sus
interacciones de acuerdo al tiempo de muestreo y el tratamiento, durante los meses de junio a
noviembre. No hubo efecto de tratamientos para el nivel de insulina (Cuadro 2), sin embargo, se

observo una diferencia significativa entre tratamientos durante el Ultimo tercio del muestreo en
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favor del grupo BB, alcanzando un maximo de 2.098 (ug mL-") en el muestreo 4 correspondiente a
septiembre. De la misma manera hay una alta interaccion entre las medias al inicio del periodo de
muestreo mientras que a la parte final del periodo de muestreo, las medias del grupo betacaroteno

incrementan de manera sustancial.

Cuadro 3. Interaccion entre medias para las concentraciones séricas de insulina (INS)
mediante minima diferencia significativa (LSD) de acuerdo al tiempo de muestreo (TIEMPO)
durante el periodo experimental junio - noviembre, en cabras peripuberes (n=17)
suplementadas con betacaroteno (BB) y Control (CC) en la Comarca Lagunera

TIEMPO BB cC EE
1 0.61E 0.76 bE 0.182
2 0.93 CbE 1.07 CDE 0.182
3 1.16 DC 112D 0.182
4 2.09 A 1.358C 0.182
5 1.73 A8 1.37 8C 0.182
6 1.69 A8 1.39 8C 0.182

BB=Grupo Beta caroteno, CC= Grupo Control EE=Error Estandar
ABCDyE Interacciones entre tratamientos y tiempos de muestreo
Minima diferencia significativa (LSD) P < 0.05

Las interacciones entre los tiempos de muestreo sobre las concentraciones séricas de insulina
durante el periodo experimental demuestran que existi6 una diferencia significativa (P<.05) para
los tiempos de muestreo 4, 5 y 6 entre tratamientos, correspondientes a los meses finales del
experimento septiembre, octubre y noviembre en comparacion con los meses iniciales del

experimento y a favor del grupo BB (Grafica 1).
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La suplementacion de betacaroteno afectd el patron de secreciéon de insulina con respecto al
tiempo (P<0.05) a partir del tercer muestreo (Grafica 1), mostrando un méximo en el muestreo

cuatro (septiembre).

2.50 - == Beta & Control

2.00 -

Insulina ng/mL
=
n
o

1.00 - &
K/
0.50 -
0.00
1-Jun 21-Jun  11-Jul 31-Jul  20-Aug 9-Sep  29-Sep 19-Oct 8-Nov

Dias del afio

Grafica 1. Concentraciones séricas de insulina a través del tiempo de muestreo para el grupo control
(CONT) y betacaroteno (BETA) durante el periodo experimental
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5.1.3. Fotoperiodo, concentraciones séricas de insulina y peso corporal durante
el periodo experimental

La Grafica 2 muestra la curva de fotoperiodo en la regidn del experimento, el méximo nivel de luz
diario se presenta aproximadamente desde el 16 al 26 de junio con valores de 13.6 horas diarias,
mientras que los valores minimos se presentan durante diciembre entre los dias 15 al 23 y con
valor de 10.3 horas de luz diaria. La diferencias durante el periodo de cambio entre fotoperiodo

largos hacia cortos anualmente estriba entre las tres horas de luz.
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Grafica 2. Fotoperiodo anual en la region de Bermejillo, Durango. Unidad Regional Universitaria de Zonas
Aridas, Universidad Auténoma Chapingo 26° LN, 103° LO (1,117 msnm)

La grafica 3 muestra la interaccion entre el efecto del fotoperiodo sobre las actividad reproductiva,
expresada en los niveles séricos de insulina, a medida que la longitud del dia disminuye, las

concentraciones de insulina tienden a aumentar, aun cuando estadisticamente no existid
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diferencia entre los tratamientos, el efecto se observd en el tiempo de muestreo para las

concentraciones de insulina (Cuadro 4) entre el inicio y la parte final del muestreo.

14.00 - 4.00
Horas Luz/dia Insulina ng/mL
.—'—-—I‘-‘ﬂ—l—-—_-
13.50 o — 350
\\Eﬂ:operiodo
13.00 \ -3.00
12.50 .2.50
B-

12.00 i 2.00
Betacaroteno \
- {— —n

1150 i -1.50
o — I_ 7 T S
e ontro
P
- = 1.00

11.00 __r.___- 1.
e
10.50 -0.50
10.00 0,00
1-lun 2-Jul 2-Aug 2-Sep 3-Oct 3-Nov

Dias del afio

Grafica 3. Concentraciones séricas de insulina, fotoperiodo anual para el grupo Control
(CONT) y betacaroteno (BETA) durante el periodo experimental.

El Cuadro 4 resume las correlaciones entre las concentraciones séricas de insulina, peso corporal
y fotoperiodo para los tratamientos aplicados, observando una alta correlacion entre el peso
corporal y las concentraciones séricas de insulina en ambos grupos, con un mayor grado de
asociacion positiva para el grupo control (P=0.001). Se observa tambien una clara asociacion
negativa (- 0.843 ) entre el fotoperiodo y las concentraciones séricas de insulina para el grupo
control (P=0.035), mientras que se establece una alta asociacion positiva entre peso corporal y los

niveles séricos de insulina. Esto es, conforme disminuye el la longitud del dia (fotoperiodo),
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aumentan las concentraciones séricas de insulina, al mismo tiempo que se incrementa la ganancia

de peso (Grafica 3).

Cuadro 4. Correlaciones entre las concentraciones séricas de insulina (INS), el peso
corporal (PC) y el Fotoperiodo durante el periodo experimental Junio — Noviembre, en
cabras peripuberes (n=17) suplementadas con Betacaroteno (Beta) o Control (Control) bajo
fotoperiodo natural en la Comarca Lagunera

Ins_Beta Ins_Contr PC_Beta PC_Contr Fotoperi
Ins_Beta 1 921" 957" 909 -.764
.009 043 091 077
Ins_Contr 1 .994™ 1.000™ -.843
.006 .000 035
PC_Beta 1 990" -.892
010 108
PC_Contr 1 -.821
A79

Fotoperiodo 1

** P< 0.01 altamente significativo
* P< 0.05 significativo
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5.2. Discusion

El presente trabajo planteé como hipotesis que la suplementacion con betacaroteno en cabras
prepuberes y bajo condiciones de fotoperiodo decreciente, promueve la expresion de mecanismos
fisioldgicos extra e intra ovéaricos que genera una activacion del crecimiento folicular, dando inicio
al proceso ovulacion-luteogénesis e incremento en la secrecion de progesterona, y en
consecuencia, el inicio de la pubertad, acompafiado de incrementos en los niveles séricos de
insulina. Con base a los resultados obtenidos en el presente estudio, la hipotesis planteada se
acepta parcialmente, ya que aunque no hubo diferencias entre tratamientos respecto al porcentaje
de cabras mostrando el inicio de pubertad, se observaron mayores concentraciones séricas de

insulina en el grupo suplementado con betacaroteno.

En rumiantes, el betacaroteno es tomado principalmente de los forrajes, de donde pasa a la linfa
sanguinea en forma de quilomicrones o esteres de retinol para ser almacenado en el higado, de
ahi se distribuye a los principales sitios de utilizacion, uno de los principales sitios de
almacenamiento es en los oocitos, en el fluido folicular, donde las concentraciones son
proporcionales a las concentraciones sanguineas, Yy el cumulus de las células de la granulosa

donde promueve su funcion en la maduracion de oocitos (lkeda et al., 2005).

Una de las principales funciones del betacaroteno es la de potente antioxidante, especialmente en
tejidos donde hay bajos niveles de presion de oxigeno (Burton e Ingold, 1984). Como un
antioxidante, el betacaroteno protege las células contra el dafio de especies reactivas de oxigeno,

que son producidas por las células durante el metabolismo normal y mayormente cuando la célula
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se somete a estresores quimicos inducidos por el ambiente. Durante la pubertad, las células
neurales comienzan su funcionamiento con la secrecién de GnRH, el betacaroteno pudiera actuar

a este nivel protegiendo el proceso trans sinaptico de la oxidacion natural.

De la misma manera, el Acido Retinoico promueve la expresion de genes a nivel del sistema
nervioso (Hox -3, -4 y -6) que ayudan a la regeneracion de las células neurales (Schubert et al.,
2004), a este nivel el betacaroteno pudiera promover la activacion de las neuronas GnRH vy la
activacion del sistema reproductivo. Por otra parte, el Acido Retinoico induce la rediferenciacion y
la apoptosis en las células con adenocarcinoma (Tarek et al., 2007), lo que sugiere a la apoptosis
como un evento de renovacion celular que ayuda a la regeneracion de tejidos afectados por
células cancerosas y pudiera estar relacionado con el mantenimiento de las concentraciones de
insulina como una hormona metabolica secretada por el pancreas. Todos estos estudios revelan el
efecto del betacaroteno en la fisiologia celular lo cual nos permitiria intuir que tiene efecto en el
proceso de pubertad, ademas de ser importante a nivel folicular, que pudiera afectar a nivel de las
vias de sefalizacion neurales y tanto en la secrecién de progesterona como la liberaciéon de GnRH
(Figura 5). Otra de las evidencias del efecto del betacaroteno sobre el eje reproductivo es su
funcionamiento en la maduracién de oocitos (lkeda et al., 2005), los cuales a su vez
desencadenan la secrecion de estradiol por la via de sefializacion de retroalimentacion negativa
de estradiol, como principal reactivador del ciclo reproductivo después de cada ciclo estral
(Pelletier y Ortavant, 1975) mediante el cual pudiera estar afectando en conjunto la activacion de

la pubertad.
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Figura 5. Posibles mecanismos fisioldgicos y rutas en las cuales el betacaroteno y sus metabolitos
pudieran afectar la pubertad

5.2.1 Peso corporal y condicién corporal

Algunas de las variables mas discutidas en investigaciones anteriores en relacion al inico de la
pubertad son el peso corporal, la condicion corporal y edad. Sakurai et al., (2004) concluyeron
que las cabras nativas en Japon, inician la pubertad hacia las 27 semanas de edad cuando
alcanzan un peso corporal promedio de 12.2 kg. Estudios en el area de Zacatecas, México (22°
58 LNy 102°30") por Escobar Medina (2004), reporta el inicio de la pubertad a edades hasta de 4
meses de edad. En el presente estudio se utilizaron cabras nacidas en marzo con un peso
promedio durante el experimento de 20.06 kg y un peso al final del experimento de 24.16, lo cual

es consistente con lo reportado previamente, aunque las cabras utilizadas en nuestro estudio
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tenian un alto encaste a grupos Alpino-Saanen, los cuales tienden a ser mas estacionales que las
cabras criollas de la region. En estudios realizados en animales silvestres, demuestran que la
actividad reproductiva estd mas relacionada con el peso corporal y la condicion corporal. La
condicion corporal en nuestro estudio no difirié entre tratamientos; en promedio se observé una
condicion buena, que equivale a la definicion aceptable dentro del parametro, entre 3 y 4

unidades.

5.2.2. Concentraciones séricas de insulina y porcentaje de pubertad

Bruning et al., (2000) encontraron importantes conexiones entre las vias de sefalizacion del
cerebro y los centros reproductivos modulados por la insulina, proponiendo al menos dos posibles
mecanismos mediante los cuales la insulina pudiera regular el eje reproductivo. Una relacionada
directamente con la leptina, ya que se encontr6 alta correlacion entre las concentraciones de
leptina e insulina, 1o que puede modificar la secrecion de LH. Alternativamente, se propone que la
expresion de los receptores a insulina sobre las neuronas productoras de GnRH pueden mediar la
sintesis o secrecion de esta hormona. Ademas de esto, las neuronas hipotalamicas presentan una

alta afinidad a IGF-2, lo cual induce la liberacién de GnRH (Olson et al., 1995)

La insulina es considerada como una de las sefiales metabdlicas que afectan directamente la
secrecion pulsatii de GnRH y LH en rumiantes (Hileman et al., 1990). Del mismo modo, esta

correlacionada positivamente con el estatus nutricional que a su vez actia centralmente para
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estimular el pico y la liberacion pulsatil de LH (Studer et al., 1993). Steiner (1987) report6 un rol
preponderante de esta hormona en el inicio de la pubertad en primates, ademas de ello, las
concentraciones séricas de insulina incrementan antes de la pubertad en humanos (Hindmarsh et
al., 1988). Por su parte, Sakurai et al., (2004) determinaron que las concentraciones de insulina
tienden a elevarse después del inicio de la pubertad en cabras, suponiendo una demanda de
“combustible” metabdlico para la maduracién sexual que se incrementa una vez iniciada la etapa

reproductiva. Sin embargo, dicho escenario fisioldégico no se observd en nuestro estudio.

De la misma manera, se propone que la vitamina A afecta positivamente la maduracion
citoplasmatica de las células de los oocitos en desarrollo, suprimiendo algunos factores celulares
dependientes del &cido retinoico, como la expresion de receptores a gonadotrofinas, la
ciclooxigenasa-2 y la 6xido nitrico sintetasa; por otro lado, el betacaroteno actia positivamente al
proteger las células de un dafio ocasionado por el efecto de radicales oxidantes mediante un
efecto natural antioxidante (Shuntaro et al., 2005). Kawashima et al., (2008) probaron que las
concentraciones de betacaroteno durante el periodo periparto difieren entre vacas ovulatorias y
anovulatorias en la primera oleada folicular postparto, reportando que la concentracién de
betacaroteno decrecia entre la tercer semana preparto y la primera posparto en vacas ovulando.
Dichas investigaciones proponen un efecto significativo del betacaroteno sobre la reproduccién, y
especificamente en la maduracién de foliculos, ademas, tanto el betacaroteno como el retinol se

encuentran en el fluido folicular en proporcién a las concentraciones sanguineas locales lo que
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indica una gran importancia de este compuesto en los procesos fisioldgicos normales del sistema

gonadal.

En el presente estudio, sin embargo, la suplementaciéon de betacaroteno no afectd un inicio mas
temprano de la pubertad, hasta el momento en que se finalizd el muestreo dentro del periodo
experimental. Sin embargo, las concentraciones séricas de insulina se incrementaron en las
cabras del grupo Beta a partir del ultimo tercio del periodo experimental, aunque dicho patréon de

secrecion no se relacion6 con un inicio mas temprano de la pubertad.

Schweigert y Zucker (1988) encontraron que las concentraciones de retinol en el fluido folicular
estan altamente correlacionadas con el estradiol folicular, sugiriendo que la vitamina A tiene un
alto potencial para la modulacién local del desarrollo folicular mediante estradiol. En el mismo
sentido, el estradiol es el principal activador propuesto para desencadenar el sistema de
retroalimentacion negativa que activa la reproduccion después de los periodos de anestro
estacionales provocados por la acciéon del fotoperiodo. Sin embargo, en nuestro estudio la
suplementacién oral de betacaroteno no promovidé cambios en los patrones de comportamiento

sexual temprano, aun cuando no se analiz6 el patron de secrecion de estradiol.

5.2.3. Fotoperiodo, concentraciones séricas de insulina y peso corporal durante
el periodo experimental

Segun Delgadillo (2004), las cabras del norte de México nacidas entre enero y mayo, inician su

etapa reproductiva entre septiembre y diciembre del mismo afio de nacimiento, con un
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pronunciado efecto de estacionalidad, y una gran influencia del mes de nacimiento con respecto al
inicio de la pubertad. Asi, las cabras que nacen después del mes de mayo, prolongan su
estacionalidad hasta el siguiente afio, haciendo mas largo el periodo antes del inicio de la
pubertad. Un estudio realizado por Madani y Rahal (1988), con cabras en Libia (32° 56” N) las
cabras nacidas después de enero, llegaron a su edad sexual madura, en promedio, a las 27
semanas con un peso corporal de 22 kg; por su parte, Deveson et al., (1992) determind que las
mas altas concentraciones de testosterona en machos caprinos inician a las catorce semanas de
edad cuando nacen durante el periodo de otofio. Las cabras utilizadas en nuestro estudio habian
nacido en marzo, llegarian a la pubertad aproximadamente a finales de septiembre, lo cual
coincide con los resultados publicados por los anteriores investigadores. Sin embargo, el inicio de
la pubertad fue en promedio a 20 semanas de edad con un peso corporal promedio de 23.5 kg,
una de las diferencias contra los anteriores estudios es el grupo genético, lo que ademas sostenia
nuestra hipotesis, ya que las razas encastadas con Saanen y Alpina son de gran tamafio y con

una marcada estacionalidad reproductiva (Chemineau et al., 1992).

Alvarez (1996) reportd que la suplementacion alimentaria no acelera el reinicio de la actividad
ovarica posparto en ovejas del tropico de México. En ambos trabajos se sugirié que el fotoperiodo
podria ser el principal factor que regula el reinicio de la actividad ovarica posparto. En nuestro
estudio, la suplementacion de betacaroteno no provocd diferencias que pudieran evidenciar el
efecto de la suplementacion sobre una detonacién mas temprana de la pubertad, considerada

como la activacion inicial de la reproduccion.
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De acuerdo con Chemineau et al., (2008) las cabras son afectadas por el fotoperiodo, inician su
periodo reproductivo cuando se da el cambio de dias largos a cortos, con lo cual, en la regién de
Bermejillo Durango (26 °LN, 103° LO, 1,117 m de altitud), iniciaria a partir de julio y se marcaria
de manera pronunciada en de septiembre a enero, cuando finaliza el periodo de dias largos e
inicia los dias cortos. De la misma manera, durante este periodo de tiempo se daria la

acumulacidn de melatonina que a su vez activa el eje reproductivo.
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V.  CONCLUSIONES

La suplementacion de 200 mg de betacaroteno, via oral y una vez por dia en cabras
peripuberales con encaste % Saanen-Alpino Ya criollo, bajo fotoperiodo (Junio-Noviembre,
26° LN) no promovi6 un inicio mas temprano de la pubertad considerando las

concentraciones séricas de progesterona como marcador reproductivo.

La suplementacion de 200 mg de betacaroteno via oral, una vez al dia promovid un
incremento en los niveles de insulina durante el dltimo tercio del periodo experimental, los
cuales no influyeron de manera positiva en un establecimiento mas temprano de la

pubertad.

Existio una correlacion positiva en el grupo suplementado entre las concentraciones
séricas de insulina, ganancia de peso y disminucién del fotoperiodo, aun cuando este

comportamiento no denoté diferencia con respecto al inicio de la pubertad.

Se recomienda establecer un protocolo de muestreo de insulina y suplementacién de
betacaroteno mas extenso en el tiempo con el fin de conocer el patron de secrecién de
insulina durante el cambio de fotoperiodos cortos a dias largos. En el mismo sentido
extender el muestreo de progesterona para evaluar dicho comportamiento en razén al

fotoperiodo.
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