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SUPLEMENTACION DE GLUTAMATO, INICIO DE PUBERTAD
Y NIVELES SERICOS DE TRIYODOTIRONINA EN CABRAS

SUPPLEMENTATION OF GLUTAMATE, ONSET OF PUBERTY
AND SERUMS TRIIODOTHYRONINE LEVES IN GOATS

1José Ignacio Lépez Medrano y 2Cesar Alberto Meza Herrera

RESUMEN

Mientras las hormonas de la tiroides y sus
receptores ovdricos son reguladores activos de
la funcién reproductiva, glutamato, el principal
aminodcido excitador del sistema nervioso
central, tiene un marcado efecto estimulador
sobre el eje reproductivo en mamiferos. El
objetivo del presente estudio fue evaluar el
efecto de la administracién de glutamato
sobre el inicio de la pubertad en cabras, y la
asociacion  con los niveles séricos de
triyodotironina (T3). El estudio fue llevado a
cabo en el norte de México, en la URUZA-
UACH (26° LN, 103° LO, 1,117 m) de julio a
octubre, con Cabras (n=18) de tres meses de
edad 7/8 Saanen-1/8 Criollo. De principios
de julio a finales de octubre se colectaron
muestras sanguineas de todas las cabras una
vez por semana, para evaluar su contenido de
progesterona (P4) y triyodotironina (T3)
mediante RIA. Los pesos corporales (PV) y la
condicion corporal (CC) no difirieron (P>0.05)
entre tratamientos al inicio (16.65%11.04 kg, y
3.31%x0.12) y final (23.2+0.72 kg vy
3.53%0.10) del periodo experimental. Sin
embargo, la pubertad de las cabras
suplementadas con glutamato se presentd mds
temprano (6.9£0.8 vs. 7.5£1.0 meses de
edad; P<0.05) que el grupo control, vy
presentaron una mayor (P<0.05) respuesta en
la actividad ovarica (70% vs 25%). En el
mismo sentido, las cabras suplementadas con
glutamato mostraron mayores niveles séricos
de T3 (1.55 vs. 1.39+£0.04 ng mL'; P<0.05),
con respecto al grupo control. Estos datos
soportan la hipétesis de que las cabras
puberales son capaces de traducir infusiones
de glutamato exdégeno en sefiales endocrinas
y metabdlicas que inciden sobre la
maduraciéon sexual, y que T3 puede ser
considerada un modulador metabdlico del
proceso que activa el proceso de pubertad en
cabras.

Palabras clave: Cabras, Glutamato, Pubertad,
Triyodotironina, Progesterona

Tesista
2Djrector

ABSTRACT

While thyroid hormones and their receptors in
the ovaries are active regulators of
reproductive function, glutamate, the main
excitatory amino acid of the central nervous
system, has a marked stimulatory effect on the
reproductive axis in mammals. The aim of the
present study was to evaluate the effect of
administration of glutamate on the onset of
puberty in goats, and the association with
serum triiodothyronine levels (T3). This study
was carried out in northern Mexico at the
Southern Goat Research Unit, URUZA-UACH
(26° NL, 103° WL, 1,117 m) from July to
October, with Three-month-old 7/8 Saanen-
1/8 Criollo goats (n=18). Blood samples were
obtained from all goats once a week from
early July to late October, to asses
progesterone (Ps) and triiodothyronine (T3) by
RIA. Live weights (LW) and body condition
score (BCS) were similar between groups of
goats either at the beginning (16.6511.04 kg,
and 3.31%+0.12) or end (23.2+0.72 kg and
3.53+0.10) of the experimental period.
Nontheless, glutamate-supplemented-goats
showed earlier (P<0.05) onset of puberty
(6.910.8 vs. 7.5+1.0 months of age) than
control goats, and presented a greater
(P<0.05) ovarian activity (70% vs 25%). In
addition, the glutamate-supplemented goats
depicted higher T3 serum levels (P<0.05; 1.55
vs. 1.39£0.04 ng mL'), as compared with the
control group. These data support the
hypothesis that goats are able to transduce
exogenous glutamate infusions into cues for
sexual maturation of juvenile animals, and that
T3 could be considered a metabolic modulator
of the puberty process in goats.

Key words: Goats, Glutamate, Puberty,
Triiodothyronine, Progesterone
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I. INTRODUCCION

La influencia del entorno fisico en el animal recientemente ha recibido atencién; varios
términos como ambiente climdtico, ambiente fisico, manejo del ambiente, ambiente
social y estrés ambiental son usados para describir las influencias ambientales. El
ambiente animal puede variar y ha cambiado con el tiempo y es definido como
cualquier factor externo que influencia la respuesta productiva de los animales de
granja. Esto incluye, temperatura ambiental efectiva, fotoperiodo, sonido, altitud,
contaminantes ambientales y manejo del sistema (Ames, 1983). La reproduccién es un
proceso complejo cuya instalaciéon y desarrollo implica una estrecha y precisa
sincronia con el medio ambiente, abarcando desde la disponibilidad y calidad del
alimentos hasta fendmenos geofisicos tales como el fotoperiodo y los factores fisicos y
sociales (Bronson, 1985).

La estacionalidad reproductiva representa una adaptacién natural que da ventajas
importantes para la sobrevivencia y desarrollo de las crias, sobre todo cuando los
partos coinciden con un buen clima y una buena disponibilidad de forraje. Sin
embargo, el periodo de fecundaciéon estacional es también un obstdculo importante
para un manejo mds sencillo de los ovinos y caprinos (Haresing, 1992), cuando se
considera el mercado y los requerimientos econémicos (Lindsay y Thimonier, 1988).
Por ello, es muy importante desarrollar técnicas que induzcan a las hembras a
concebir en los momentos precisos del afio, frecuentemente fuera de la estacién de
actividad sexual (Lindsay y Thimonier, 1988).

El establecimiento de la actividad reproductiva durante la pubertad y la
estacionalidad reproductiva, son los aspectos centrales de la reproduccidén caprina
que deben estudiarse de una manera sistematizada ya que, el conocimiento de los
factores que determinan su presentacién, permitird desarrollar estrategias para
optimizar la producciéon de esta especie. Los estudios encaminados a determinar y

comprender el comportamiento reproductivo de los caprinos, hasta la fecha, no han
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logrado integrar de manera precisa la participaciéon de los factores ambientales y la
fisiologia neuroendocrina particular de la cabra, durante el establecimiento de la
actividad reproductiva (Gamboa, 1986).

El inicio de la pubertad en los mamiferos requiere un incremento en la liberacién
pulsatii de GnRH del hipotdlamo, este incremento ocurre debido a cambios
coordinados en la comunicacién transsindptica y glial-neuronal. El sistema neuronal
excitatorio mds involucrado en este proceso considera la accién tanto del glutamato
como del péptido kisspeptinag, para desencadenar sefnales de
neurotransmisién/neuromodulacién.  Asimismo, las entradas inhibitorias mdés
importantes son proveidas por el dcido-gamma-amino butirico (GABA), mediante la
activacién de neurones gabaérgicos y opiotérgicos (Ojeda, 2006). Sin embargo el
mecanismo que controla el incremento puberal en la liberacién de GnRH todavia no
es claro.

En primates, el sistema neurosecretor de GnRH se activa durante el periodo neonatal
pero posteriormente entra en un estado de dormancia en el periodo
juvenil /prepuberal. Estudios recientes sugieren que durante el periodo prepuberal un
sistema inhibitorio neuronal suprime la liberacion de GnRH y que durante la
maduracién posterior del hipotdlamo esta inhibicion prepuberal es removida,
permitiendo el establecimiento de un patrén adulto de liberacién pulsatil de GnRH
(Terasawa y Ferndndez, 2001).

El glutamato y sus receptores estdn involucrados en la maduracién y mantenimiento
de los mecanismos neurales que gobiernan el pico preovulatorio de LH en roedores
jovenes en edad reproductiva y primates no humanos (Genevieve et al., 2005). La
maduracién de la red neuronal de GnRH durante la transicién puberal y el control
hipotaldmico del ciclo estral se cree que involucra cambios en el balance entre la
entrada excitatoria glutamatérgica y la entrada inhibitoria de procesos neuronales

GABAérgicos (Claypool et al.,, 2000). En ratas hembras maduras esteroide-
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deprimidas, incrementos en la liberacién hipotaldmica de glutamato y la activacién
de su receptor estimulan las neuronas de GnRH e inducen la sintesis y liberacion del
péptido GnRH y consecuentemente la sintesis y liberaciéon de LH de la pituitaria. El
pico preovulatorio de LH es precedido por un incremento en los niveles extracelulares
de glutamato en el drea predptica media hipotaldmica (Jennes, 2002).

Los aminodcidos excitadores a través de la neurotransmisién regulan la secrecién de
las hormonas de la tiroides (Arufe et al., 2002) tiroxina y triyodotironina (T4 y T3), las
cuales son reguladores clave del metabolismo y es conocido que tienen efectos
pleiotrépicos en diferentes 6rganos (Boelaert y Franklin, 2005). Las hormonas de la
tiroides provocan una extraordinaria multiplicidad de respuestas bioquimicas,
celulares y fisiolégicas tanto en organismos simples como complejos. Las diversas
acciones de la hormona tiroidea biolégicamente activa, L-triyodotironina (T3), pueden
ser divididos en dos grupos: crecimiento-desarrollo y regulacién del metabolismo
(Tata, 2007). Aunque las hormonas tiroideas estdn relacionadas en multiples aspectos
de la reproduccién, su papel en aspectos reproductivos como la pubertad no ha sido
ampliamente estudiado.

El entendimiento de los mecanismos que regulan la funcién reproductiva tiene
importantes implicaciones para diversos campos del desarrollo de la biologia, la
neurociencia y la psicobiologia, ademds de impactar la ecologia del comportamiento
y la evolucién de las especies (Greives et al., 2008). Muchas de las especies animales
experimentan marcadas variaciones en las condiciones ambientales a través del afio
(Bronson 1989).

En diferentes dreas con clima drido mediterrdneo, ovejas hembras jévenes son
cruzadas por primera vez a la edad de 18 meses. Esta prdctica es proyectada para
permitir a las ovejas lograr una suficiente tasa de crecimiento y peso corporal antes
de su primer cruzamiento casi siempre durante la primavera cuando el fotoperiodo

no es favorable. Esto es independiente del genotipo de la oveja (Ben Salem et al.,
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2008). Sin embargo, la mayoria de las ovejas primerizas alcanzan la pubertad de
10-12 meses de edad (Watson and Gamble, 1961) y una buena fertilidad se
obtiene cuando el cruzamiento se hace en la etapa de la pubertad (Rekik et al.,
2002; Kassem et al., 1989).

Entre el destete y el primer cruzamiento, las ovejas primerizas de regiones daridas y
semi dridas resisten temperaturas altas excesivas durante el verano y la falta de
pastos naturales, lo que limitan su tasa de crecimiento. Estos animales en crecimiento
subsecuentemente pierden peso previo al cruzamiento, por lo tanto afectando su
habilidad para reproducirse a una tasa aceptable (Martin et al., 1999).

La reduccién de la capacidad reproductiva en respuesta a la falta de alimentaciéon y
las pérdidas en peso vivo pueden ser asociadas con una disminucién en los impulsos
metabdlicos a el eje hipotaldmico pituitario gonadal (Barb and Kraeling, 2004).

Con el fin de maximizar el éxito reproductivo y evitar la cria durante condiciones de
escaso alimento, los animales deben integrar las senales nerviosas que transmiten
tanto el estado interno y externo, y alterar apropiadamente la actividad del eje
hipotdlamo-pituitaria-gonadal (HPG). La ruta neuroendocrina comin final donde
estos estimulos son integrados para influenciar la funcién reproductiva es la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) del sistema neural (Greives et al., 2006). El
sistema GnRH tradicionalmente ha sido considerado el pindculo del control jerdrquico
de la regulacién descendente de la pituitaria y la funcién gonadal.

El mecanismo superior responsable para la interpretacion del estado interno o
externo y la transmisién de esta informacién al sistema GnRH, sin embargo, no se ha
dilucidado del todo. Examinar los cambios en los niveles de hormonas metabédlicas y
reproductivas en respuesta a la administracion de aminodcidos y estimulos
ambientales, actuando en poblaciones neuronales especificas que median la funcién
reproductiva, puede proveer una importante informacién sobre posibles sistemas que

actian en la interfase entre el medio ambiente y el sistema de GnRH.
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1. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipotesis

La suplementacién de glutamato adelanta la pubertad, y tal escenario estd

positivamente relacionado a altos niveles de triyodotironina (T3) en suero sanguineo.

2.2 Obijetivos

e Evaluar el efecto de la suplementaciéon de glutamato sobre el inicio de la

pubertad en cabras mestizas prepUberes en ambiente de zonas dridas.

e Evaluar el efecto de la suplementaciéon de glutamato sobre los niveles séricos
de T3 (triyodotironina), como un indicador metabdlico del inicio de la

actividad reproductiva.

17



. REVISION DE LITERATURA

3.1 Las cabras en sistemas de subsistencia

Las cabras han prosperado principalmente en zonas de escasos recursos forrajeros
como las zonas secas y montafiosas de los paises en desarrollo, teniendo una gran
importancia para los campesinos de estas regiones, mejorando sus condiciones de
vida. La importancia socio-econdmica de los pequeiios rumiantes es ampliamente
reconocida a nivel mundial. La cabra es la especie de ganado domesticado que ha
tenido en los anos recientes el crecimiento mds elevado a nivel mundial en cuanto a
numero de animales, lo que se atribuye principalmente al crecimiento de la poblacién
humana en paises en desarrollo (Boyazoglu et al., 2005).

Las cabras presentan varios atributos: habilidad para pastorear y utilizar un amplio
rango de forrajes y arbustivas de pobre calidad nutricional, habilidad para caminar
distancias largas, intervalo generacional corto, alta tasa reproductiva, alta eficiencia
energética en la producciéon de leche, utilizacién eficiente de dreas marginales y alto
instinto gregario (Lebbie, 2004). Sin embargo, su potencial de produccién estd
limitado por varios factores, como el uso de razas inapropiadas para ambientes
degradados, sistemas de producciéon ineficientes e inapropiados, estrategias
inadecuadas para mejorar el manejo de los recursos naturales y el ambiente
(Devendra, 2001). Las cabras representan un componente muy importante de la
ganaderia en todas las zonas ecolégicas y prdcticamente en todos los sistemas de
produccién, encontrdndose mayormente en los medios rurales pobres en donde sirven
a propdsitos multiples.

Lebbie (2004) describe las caracteristicas de una caprinocultura de subsistencia en
Africa, las cuales, en casi todos los aspectos, aplican a las condiciones actuales de

nuestro pais.
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Las cabras proporcionan alimentos; en el medio rural, proporcionan leche y carne a
la gente mds pobre. Contribuyen al empleo y estabilidad econdémica; el consumo de
productos caprinos y las ventas de animales incrementan la estabilidad econémica de
los campesinos en tiempos en que no se obtienen ingresos de la agricultura, debido a
las inclemencias climdticas, o bien, a fluctuaciones de la economia. Las cabras
significan dinero efectivo y seguridad, ya que sirven como un recurso que, en casos
de emergencia, pueden vender y asi obtener dinero efectivo inmediato.

Las cabras utilizan dreas marginales; en Africa, aproximadamente la mitad del
continente al sur del Sahara es desierto o agostadero drido y sabana. Bajo estas
condiciones no es posible mantener una agricultura estable. Por lo tanto, en estas
condiciones las comunidades dependen casi totalmente de animales locales, como las
cabras, para subsistir bajo sistemas tradicionales nédmadas y pastoriles trashumantes
comunales. Todo lo anterior indica, por un lado, las bondades de las cabras pero,
por otro lado, impone un reto para entender mejor esta actividad y sobre todo

mejorarla.

3.2 Los factores ambientales y la respuesta fisiolégica animal

No todos los ambientes son amenazantes para los animales. Existe evidencia de que
un muy variado y estimulatorio ambiente puede ser benéfico y que ciertos cambios
regulares en el ambiente son usados por los animales como sefiales diurnas y
estacionales que influencian el comportamiento y patrones metabdlicos. Por ejemplo,
cambios en el fotoperiodo tienen profundas influencias sobre la actividad
reproductiva y aseguran el nacimiento de las crias en la época del ano que
maximiza la disponibilidad de nutrientes para un rdpido crecimiento de la cria. Esto
ha demostrado que un ambiente estimulador puede ser benéfico a la produccién

animal. En contraste, cuando existe privacidon de estimulaciéon ambiental, los animales
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no pueden tener un comportamiento normal o un funcionamiento exitoso (Young,
1989).

La capacidad de un animal para hacer frente a nuevos ambientes se deriva de su
capacidad para responder a las variables ambientales y mantener el equilibrio del
organismo (homeostasis). Cada mecanismo de compensacién depende y es una parte
de un proceso de retroalimentacién fisiolégica. La severidad, esto es intensidad y
duracién de un cambio ambiental en relacién con la capacidad de respuesta de los
animales, determina el potencial de perturbacién del equilibrio del animal y los
recursos que deben ser invertidos para recuperar la homeostasis, lo que es conocido
regularmente como retroalimentacién negativa.

Para el proceso de retroalimentacién negativa que se inicia, el factor de amenaza
debe trascender la interfase medio ambiente-animal, entonces su efecto se detecta.
Sensores especiales, como las orejas y los ojos, proporcionan una ventaja en la
medida en que se es capaz de detectar situaciones de peligro antes de que alcancen
el cuerpo, y el animal es capaz de responder antes de que exista alguna interrupcion

en la homeostasis (Young, 1989).

INTERFASE
MEDIO AMBIENTE-ANIMAL
1
: Int ion del
nterrupcion de
CAMBIO : Equ'i::ibrio Sensor neural
AMBIENTAL 1 corporal
1
1 3
I Sistema
: Nervioso
I Central
|
1 neural / endocrino
1
1 r
| Recuperar Respuesta:
: Equilibrio De comportamiento Adaptacién
I Corporal Metabdlica

Figura 1. El proceso de retroalimentaciéon negativa, ilustrando el mantenimiento del equilibrio
corporal (homeostasis) en un animal sujeto a cambio ambiental.
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Los mecanismos de respuesta metabdlica y de comportamiento son activados y
operan con diferentes plazos y funcién a nivel celular de todo el comportamiento
animal. Aunque la mayoria de los cambios de comportamiento son inmediatos,
cambios en patrones de comportamiento que involucran adaptaciéon puede tomar
mucho tiempo para desarrollarse (Young, 1989). La eficiencia de la produccién
animal, y las cuestiones fundamentales de la fisiologia y la de salud que subyacen en
la eficiencia de los animales estdn determinadas por las interacciones entre elementos
medibles de la genética, la nutriciéon y el medio ambiente.

Un medio ambiente satisfactorio es el que satisface los siguientes cuatro criterios:

e Confort térmico: el ambiente no debe ser tan caliente ni tan frio como para
afectar significativamente la produccién o cause malestar.

e Confort fisico: el espacio disponible para el animal y las superficies con las
cuales hace contacto deben prevenir daio agudo o malestar crénico.

e Control de enfermedades: el ambiente debe minimizar las enfermedades, ya
sea por restriccion de dispersiéon de la infeccion o evitando el estrés
responsable que desminuya la resistencia a la enfermedad, o ambos.

e Satisfaccion de comportamiento: el animal no debe ser seriamente impedido
de desarrollar la mayoria de patrones socialmente aceptables de
comportamiento espontdneo que pueda desarrollar en un ambiente
restringido. También debe estar libre de miedo.

Si estos son los criterios para un ambiente satisfactorio entonces el estrés ambiental se
vuelve cualquier cosa que significativamente se aparta de estos criterios medidos por
un disturbio en la fisiologia normal, rendimiento, salud o comportamiento (Webster,

1983).
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3.3  Influencia de los factores ambientales sobre la produccién animal

El clima tiene obviamente efectos directos sobre la fisiologia de los animales y por lo
tanto su comportamiento, ecologia y distribucién. La temperatura ambiental y los
regimenes de precipitacién son dramdticamente variables. Hdabitats cdlidos son
normalmente un problema para los animales cuando se componen de aridez, con
altas temperaturas ambientales y baja humedad junto con el excesivo estrés por
calor y el balance de agua (Willmer et al., 2005).

La biologia de los desiertos esta fuertemente dominada por la presencia o ausencia
de agua, el establecimiento de las dindmicas de descanso, alimentaciéon vy
reproduccion para todos los animales y la imposiciéon de un impredecible régimen que
requiere estrategias adaptativas oportunistas. La vida parece proceder de una serie
de pulsos de actividad con largos periodos de relativa inactividad en la flora y
fauna. Para animales que dependen de partes efimeras de plantas, estos pulsos
tienen un directo e inmediato impacto y las densidades de poblacién de los animales
pueden, por lo tanto, estar directamente relacionadas con la lluvia (Willmer et al.,
2005).

El balance y mantenimiento del equilibrio de agua puede considerarse como el
problema clave de los animales terrestres interactuando con todos los demds
aspectos de su vida vy, sobre todo, requieren gran adaptacion de la piel, los sistemas
excretores, y el sistema respiratorio. Los problemas son siempre peores para los
animales mds pequefios, pero casi siempre para cualquier animal terrestre, la
pérdida de agua debe ser minimizada (Willmer et al., 2005).

Para cualquier animal sobre la tierra, todos los medios de intercambio de calor son
variables. El calor puede ser fdcilmente ganado por conduccién y conveccién de
superficies calidas, o mediante radiacién directa del sol. El calor puede ser perdido

mediante estos tres procesos por cualquier animal que se mueve hacia un drea con
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aire mas fresco, lejos de superficies cdlidas y fuera de la luz directa del sol; esta
puede también ser perdida por evaporaciéon (Willmer et al., 2005).

Diferentes estrategias y soluciones tienden a operar en diferentes escalas. Animales
pequefios pueden usar un considerable conjunto de adaptaciones de comportamiento
para evitar el estrés térmico, mientras los animales mayores pueden tener técnicas
fisiolégicas y de comportamiento elaborado para mantener sus cuerpos a una
preferida temperatura constante. La vida sobre la tierra, en lo referente a la
temperatura, no sélo es una cuestion de incrementar la fisiologia o la sofisticacién
bioquimica. Se trata de encontrar nuevos balances de fisiologia y regulacién del
comportamiento, con el punto final comin siendo una alertada y estable temperatura
corporal a cualquier momento y cuando el animal esté activo (Willmer et al., 2005).
Alta temperatura ambiental, con radiacién solar alta directa e indirecta, velocidad
del viento y humedad relativa causan la temperatura efectiva del ambiente a
menudo superando la zona termoneutral de los animales (5 a 25°C), llevando a una
situacion de estrés calérico (Hayes et al.,, 2003). El estrés calérico es uno de los
factores limitantes en la produccién lechera en climas cdlidos siendo dificil de realizar
para sistemas de granja que practican el pastoreo semiextensivo. Por ejemplo, las
ovejas lecheras del Mediterrdneo, usualmente estdn fuera durante todo el verano y
son mantenidas encerradas sélo durante las noches del invierno o durante las
pariciones. Ademds de la cantidad de leche, la composiciéon y calidad puede ser
afectada por el estrés calérico (Finocchiaro et al., 2005).

Desde un punto de vista reproductivo, el estrés por calor inhibe el desarrollo folicular
ovdrico en mamiferos tales como animales domésticos, y éste puede contribuir a
disminuir la eficiencia reproductiva durante el verano. En animales domésticos se ha
encontrado que el estrés por calor reduce el tamarfio del foliculo dominante en el dia

8 (Badinga et al. 1993) y entre los dias 11 y 21 del ciclo estral (Wilson et al. 1998).
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Se ha encontrado que el estrés calérico suprime la actividad de la aromatasa en
células de la granulosa y disminuye las concentraciones de estradiol en el fluido
folicular y plasma de vacas lecheras (Badinga et al. 1993). Ademds, tanto en vacas
lactando y vaquillas, el estrés por calor disminuyé las concentraciones séricas de
estradiol entre los dias 11 y 21 del ciclo estral (Wilson et al. 1998). El estrés calérico
estacional y agudo afecta la produccién de esteroides en foliculos dominantes en
vacas (Wolfenson et al. 1997). Estos hallazgos demuestran que el estrés calérico
afecta la viabilidad de las células de la granulosa y la capacidad estrogénica
folicular.

El estrés calérico durante el Gltimo trimestre de gestaciéon en vacas lecheras reduce el
peso al nacer de las crias y la produccidon de leche durante la siguiente lactancia,
después de que el tratamiento de estrés calérico ha terminado, fue relacionada
linealmente con el peso al nacimiento de las terneras. Como el peso al nacimiento
disminuyé, el rendimiento de leche de las madres estimado a 305 dias disminuyé. El
estrés caldrico al final de la gestacién incrementé las concentraciones de progestina
plasmatica preparto, pero redujo las concentraciones plasméticas preparto de sulfato
de estrona, un esteroide de origen placentario. El estrés calérico tiene efectos agudos
sobre la reproduccién de ganado lechero y tiene efectos agudos y prolongados
sobre la lactancia. Estos efectos de estrés térmico durante la gestacién sobre la
siguiente lactancia pueden ser el resultado de un estado endocrino alterado durante
la prefiez (Lewis et al., 1984).

La baja fertilidad en el verano aproximadamente de 60% de las poblaciones de
ganado lechero en el mundo, estd asociada con altas temperaturas ambientales. Sin
embargo, durante el otofo, cuando la temperatura del aire ha disminuvido y las vacas
no estdn expuestas tanto tiempo a estrés caldrico, las tasa de concepcidén se
mantienen mds bajas que en el invierno, lo que se explica por el hecho de que los

foliculos ovdricos son susceptibles al estrés calérico, ya que tarda de 40-50 dias
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para que los foliculos antrales pequefios se desarrollen a foliculos grandes
dominantes. Por lo que la exposicidon a estrés caldérico en el verano durante las
etapas tempranas del desarrollo folicular puede afectar después la funcién folicular
y disminuir la fertilidad en el otofio. Una marcada baja calidad de ovocitos
colectados después del estrés calérico en verano se asocia con una baja capacidad
de desarrollo de embriones in vitro durante el otono. Alteraciones en el patrén de
crecimiento y desarrollo de foliculos de tamafio medio asociados con un marcado
incremento en las concentraciones plasmaticas de FSH fueron encontradas durante la
primera ola folicular del ciclo estral, subsiguiente a la exposicién térmica (Roth et al.,

2001).

3.4 La Pubertad

Es definida como el periodo de transicidon entre un estado prepuberal y la etapa
adulta durante la cual la funcién reproductiva es alcanzada. Durante este periodo las
caracteristicas sexuales aparecen, ocurre un crecimiento corporal acelerado, las
goénadas empiezan a producir gametos maduros (espermas u ovocitos) capaces de
llevar a cabo la fertilizaciéon y los principales cambios fisiolégicos ocurren. Cambios
fisicos y hormonales asociados con la pubertad han sido utilizados como signos de la
maduracién sexual (Terasawa y Ferndndez, 2001).

En humanos, la pubertad es tipicamente iniciada al final de la primera o inicio de la
segunda década de vida y su inicio es reconocido mediante la maduraciéon de los
genitales, desarrollo de caracteristicas sexuales secundarias, aceleraciéon en el
crecimiento, cambios emocionales, y en la mujer, por la ocurrencia de la menstruacién
(Plant y Barker-Gibb, 2004 ).

La pubertad es la capacidad de la fertilidad, un proceso que abarca el desarrollo
morfolégico, fisiolégico y de comportamiento. El incremento de la secrecién

hipotaldmica del decapéptido hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) es
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esencial para la activaciéon del eje pituitario gonadal en la pubertad. La red
secretora de GnRH inicialmente se desarrolla y es temporalmente activa durante
periodos especies-especifico del desarrollo fetal/neonatal, entonces la pubertad es
la reactivacion secundaria de un sistema existente.

Desde una perspectiva neurobiolégica, el tiempo de la pubertad es, por lo tanto, una
funcién de cambios en los sistemas neurales controlando la liberacién de GnRH. La
gran variabilidad entre individuos en el inicio y progresién de la pubertad indica que
el tiempo de la pubertad no es simplemente una funcién de la edad cronolégica. Mds
que eso, los sistemas neurotransmisores y neuromoduladores que impactan sobre la
red secretora de GnRH transmiten informacién sobre los “combustibles” metabdlicos,
almacén de energia y desarrollo somdtico y para muchas especies, informacién sobre
la estaciéon y ambiente social.

En las ¢ltimas dos décadas, se ha vuelto aparente que la pubertad inicia cuando la
liberacién pulsétil de la hormona liberadora de LH (GnRH) incrementa. GnRH estimula
la liberacién en la pituitarica de LH (hormona luteinizante) y FSH (hormona foliculo
estimulante), las cuales son esenciales para la produccion de gametos maduros y la
secrecion de esteroides gonadales. Por lo tanto, la pregunta de que 2qué
desencadena el inicio de la pubertad? se convierte en 3qué desencadena el
incremento puberal en la liberacion de GnRH?2, ya que el control de la liberacion
pulsdtil de GnRH ocurre dentro del hipotdlamo, la respuesta a esta ultima pregunta
requiere un enfoque neurobioldégico en modelos animales (Terasawa y Ferndndez,

2001).

3.4.1 ¢Cudndo madura el sistema neuronal GnRH?
34.1.1 Periodos embrional y fetal
En el ratén, en mono Rhesus y en el humano, los neurones de GnRH se originan del

epitelio olfatorio durante el periodo de gestacién. En el mono Rhesus, las células de

26



GnRH son encontradas en la cavidad olfatoria tan temprano como el dia embrional
(E) 32 (E32) y comUnmente en el E34-E36. Las células de GnRH migran a lo largo del
tabique nasal y el nervio terminal, entran al cerebro anterior en E38, y
subsecuentemente migran al hipotdlamo basal del mono Rhesus en E47. El patrén de
distribucién bdsico de los neurones de GnRH en el cerebro estd ya establecido en
E55, aunque la migracién celular de GnRH hacia el drea predptica (POA) y el
hipotdlamo continua después de E55 hasta el Ultimo trimestre. Los gonadotropos son
encontrados en la pituitaria en E50, y los esteroides gonadales sexuales especificos
son detectables en el cordén umbilical en E70, sugiriendo que las células de GnRH
estdn funcionando en E50-E70. Sin embargo, la actividad de los neurones de GnRH
pueden no ser elevada hasta terminar el ciclo; mRNA pro-GnRH es detectable en
células de GnRH en E38-E50, pero no incrementa significativamente hasta E135
(Terasawa y Fernandez, 2001).

Las hormonas FSH y LH son detectables en la pituitaria del humano en la semana
embrional (E) 10, y su contenido incrementa hasta la semana E 25-29. La pituitaria
inicia la liberacién de gonadotropinas hacia la circulaciéon general por la semana E
25-29. Las gonadotropinas circulantes alcanzan niveles pico a la mitad de la
gestacién, y subsecuentemente tanto los niveles de LH y FSH declinan durante al final
de la gestacién. Los gonadotropos en el feto humano responden a GnRH mediante la
liberacién de LH y FSH tanto in vivo e in vitro. Una diferencia sexual en los niveles de
gonadotropinas se aprecia durante la mitad de la gestacién: el contenido de la
pituitaria y las concentraciones circulantes de LH y FSH en fetos hembras son mayores
que en fetos machos.

Dado que los niveles de testosterona circulantes son mds altos en fetos machos en
comparacién con los niveles circulantes de estrégenos en fetos hembras durante la
media gestacién, tanto la diferencia sexual en los niveles de gonadotropinas y la

disminucién en los niveles de gonadotropinas hacia el final de la gestacién en fetos
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son atribuidos al desarrollo del mecanismo de retroalimentacién negativa por las
hormonas esteroides gonadales de las génadas fetales, al igual que de la placenta.
La retroalimentacién negativa por esteroides gonadales es operativa en el feto de la
hembra humana durante el final de la gestacién, cuando la secrecién de estrégenos
es elevada. En fetos de ovejas, al final de la gestacién, la liberacion de LH es
pulsdtil, y la orquidectomia en machos, pero no la ovarioectomia en hembras, resulta

en un incremento en la amplitud del pulso de LH (Terasawa y Ferndndez, 2001).
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Figura 2. Ontogenia del sistema GnRH-Pituitario-Gonadal antes del nacimiento y hasta después
del inicio de la pubertad en mono rhesus (arriba) y mujeres(abajo). Dias y mese son usados como
la escala para el periodo de gestacidén y después del nacimiento en monos, respectivamente,
mientras que semanas y afios son usados como la escala en humanos. La edad de eventos

indicada en esta figura es aproximada.

3.4.1.2 Maduracién postnatal

Aunque el patrén de distribuciéon de los neurones de GnRH estd ya establecido antes
de del nacimiento en la mayoria de las especies en las cuales éste ha sido estudiado,
la funcién, morfologia, y biosintesis asi como la conectividad sindptica de los neurones
de GnRH puede no estar madura hasta el tiempo de la pubertad. En ratas ha sido
mostrado que el nimero de neurones con conforno rugoso incrementa, mientras el

niomero de neurones de GnRH con contorno suave disminuye en la edad de la
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pubertad. Ademds, en rata y ratén, los niveles de mRNA de GnRH incrementan
gradualmente con la edad. Esto implica que los neurones de GnRH en roedores
pueden recibir una innervacién mds intensa de otros neurones, y que la expresiéon del
gen de GnRH madura después del nacimiento, pero antes de la pubertad. En
contraste, en primates los neurones de GnRH estdn plenamente maduros antes del
inicio de la pubertad: no existen diferencias en nimero o la forma de los neurones de
GnRH o en los niveles de mRNA de GnRH entre monos en etapa juvenil y adulta

(Terasawa y Ferndndez, 2001).

3.4.2 ¢Qué determina el tiempo de la pubertad?

Niveles circulantes de LH en mujeres neonatas incrementa abruptamente dentro de los
primeros minutos después del nacimiento, seguido por un incremento en las
concentraciones séricas de testosterona durante las primeras 3 a 21 horas. Altos
niveles de LH en mujeres infantes declina dentro de los primeros 6 meses y se
mantiene bajo hasta el inicio de la pubertad. Los niveles de FSH en mujeres son
ligeramente altos en los primeros tres meses después del nacimiento, después de los
cuales se vuelven bajos. Niveles circulantes de testosterona también son elevados de
2 a 4 meses post-nacimiento.

En contraste, en hembras neonatas los niveles de LH son sélo ligeramente elevados
durante los primeros meses de vida, pero los niveles de FSH son altos los primeros 5
meses. Después de 6 meses de vida, los niveles circulantes de FSH, LH y esteroides
gonadales son bajos y el sistema hipotdlamo-hipéfisis-génadas entra en un estado de
dormancia hasta el tiempo de la pubertad (Terasawa y Ferndndez, 2001).

Durante el inicio del periodo puberal, los niveles medios de FSH incrementan, seguido
por un incremento en los niveles medios de LH. Niveles basales de LH y la amplitud y
frecuencia de su pulsatilidad incrementa, y una fluctuacién circadiana (incremento

nocturno) de LH emerge. El incremento puberal en la liberacién de gonadotropinas
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estimula la secrecion de estrégenos por el ovario (Terasawa et al, 1984). Estos
cambios en el patrén de liberacion pulsétil de LH durante la pubertad son el
resultado de cambios en la pulsatilidad de GnRH, ya que la liberacién pulsatil de
GnRH también incrementa (Watanabe y Terasawa, 1989).

La frecuencia en la liberacién pulsdtil de GnRH incrementa al inicio de la pubertad y
se mantiene elevada a través del periodo puberal, mientras la amplitud del pulso de
liberacién de GnRH incrementa en el periodo de transicion entre prepubertad y
pubertad y confinua incrementando a través de la pubertad hasta que ocurre la
primera ovulacion (Watanabe y Terasawa, 1989, Chongthammakun et al., 1993).
Estos hechos indican que los perfiles normales aparecen como cambios graduales a
través de la pubertad y el desarrollo del sistema neurosecretor de GnRH, o su
sistema regulador es esencial para el inicio de la pubertad (Plant y Barker-Gibb,

2004).
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Figura 3. Representacién esquemdtica de los cambios postnatales en la liberacién de GnRH vy
eventos de neurotransmision que ocurren en el hipotdlamo en asociacién con la pubertad en

primates hembras no humanos.
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3.4.3 La secrecion de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) es
esencial para la pubertad
En términos neuroendocrinos, la pubertad es la reactivaciéon de la liberacién de la
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH). El rol necesario y suficiente de GnRH
causando la pubertad en mamiferos se ha demostrado por la falta de la sintesis y
liberacién de gonadotropinas y el retardado desarrollo reproductivo, o la pérdida
de la funcién reproductiva en el adulto cuando la accién de GnRH ha sido bloqueada
con inmunoneutralizacién, tratamiento con antagonistas de GnRH o mediante el
tratamiento de agonistas, los cuales paraddjicamente subregulan la actividad
secretora de los gonadotropos en la gldndula pituvitaria (Ebling, 2005).
El requerimiento absoluto para la reproducciéon implica que el eje hipotdlamo-
pituitario-gonadal, controlando la fertilidad, es un robusto mecanismo evolucionario.
Los neurones de GnRH del hipotdlamo representan el tipo celular clave dentro del
cuerpo dictando la fertilidad. Sin embargo, el nivel de redundancia funcional dentro
de la poblacién de neurones de GnRH es desconocido.
Como un resultado de un evento fortuito de insercién transgénica, el gen de ratén
GNR23 exhibié una marcada reduccién alelo-dependiente de neurones de GnRH
dentro de su cerebro. El ratén tipo Salvaje tuvo aproximadamente 600 neurones de
GnRH, comparados con aproximadamente 200 (34%) y aproximadamente 70 (12%)
en los genes GNR23*/~ y GNR23~/~, de ratén, respectivamente. Al usar estos ratones
para examinar los minimos requerimientos de neurones de GnRH para la fertilidad,
el ratén macho GNR23~/~ exhibié fertilidad normal. En contraste, la hembra GNR23-
/= fue marcadamente subfértil, siendo incapaz en producir camadas normales, ciclo
estral, u ovulacién.
La falla en la ovulacién resulté de una inhabilidad de los pocos neurones de GnRH
existentes para generar el pico de LH. Sin embargo, esto no fue el caso para el

primer ciclo normal a la pubertad. Esto demuestra que 12% de las poblaciones de
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neurones de GnRH son suficientes para la secrecidén pulsétil de gonadotropinas,
mientras que entre 12% y 34% son requeridos para el control ciclico en el ratén
hembra adulto. Esto indica que existe redundancia substancial dentro de la poblacién
neuronal de GnRH y sugiere que la gran mayoria de neurones de GnRH deben ser

disfuncionales antes de que la fertilidad sea afectada (Herbison, et al., 2007).
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Figura 4. El tiempo de la pubertad esta en funcién del control de la secrecién de GnRH,
reflejando la integraciéon de mdltiples sefiales internas y externas sobre un proceso determinado
genéticamente. Algunos desérdenes mayores del tiempo de la pubertad indican que reflejan
disfuncién a diferentes niveles del eje hipotdlamo-pituitario-gonadal. E2, estradiol; FSH, hormona

foliculo estimulante, GnRH-R, receptor de la hormona liberadora de gonadotropinas.

3.4.4 Desarrollo del sistema secretor de GnRH

Una caracteristica remarcable del sistema secretor de GnRH es que la poblacién
clave de neurones de GnRH se origina en el periodo embrional fuera del sistema
nervioso central en la placa olfatoria media (Tobet et al., 2001). Estas células
subsecuentemente migran de la regién nasal hacia el cerebro, de tal manera que la
célula soma neuronal, la cual constituye el sistema secretor GnRH en el mamifero

adulto, estd dispersa en una secuencia rostro-caudal a través del cerebro anterior

32



basal del tabique medial al hipotdlamo medio basal. La mayoria de las células
corporales son encontradas en dreas rostrales, particularmente el tabique medial, la
banda diagonal de la Broca, y en el drea preédptica (POA) a nivel del érgano
vasculoso de la lamina terminal (OVLT).

En primates y hombre, una proporcién del perikaria (parte de un neurén conteniendo
el nicleo) de GnRH-inmunoreactivo estd también localizado méas caudalmente en el
drea retroquiasmdtica y en el hipotdlamo medio basal y el nicleo arqueado. Estudios
en regresion de rastreo revelan que la gran mayoria de los neurones de GnRH
desarrollan proyecciones axonales a los lechos capilares del OVLT y la eminencia
media, aunque ramificaciones extensivas también resultan en innervacién de sitios del
cerebro medio donde ha sido hipotetizado que GnRH facilita ciertos comportamientos
reproductivos. Estas observaciones llevan a ver que el principal rol del GnRH, al
menos en el periodo postnatal, es via secrecién hacia la circulacion portal pituitaria

para regular finalmente la funcién pituitaria gonadotrépica (Ebling, 2005).

3.4.5 La pubertad es una reactivacion de la secrecion de GnRH

El desarrollo anatémico del sistema secretor de GnRH ocurre relativamente temprano
en la vida, y la capacidad sintética estd presente antes de la pubertad en el que la
expresién del mRNA del GnRH alcanza niveles presentes en los adultos. En algunas
especies el sistema secretor de GnRH estd indudablemente activo en el periodo fetal
medio o periodo neonatal. Estudios en fetos de ovejas revelan que la hormona
luteinizante (LH) es liberada en una manera pulsdtil durante el periodo medio de la
prefiez, y la frecuencia de los pulsos incrementan si los testiculos del feto son
removidos. Es altamente probable que la liberaciéon episédica de LH refleje la
liberacién pulsétil de GnRH del hipotdlamo fetal (Ebling, 2005).

De hecho, el bloqueo farmacolégico de la accién de GnRH en fetos de corderos

resulta en una sustancial reduccidén en el volumen testicular en la vida posterior,
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evidenciando que la activacién de la secrecion temprana de GnRH en la vida es
importante en el desarrollo testicular. En primates machos incluyendo humanos, existen
periodos de activaciéon tanto en el periodo fetal y en el muy temprano periodo
neonatal. Estos periodos tempranos de activacion del sistema secretor de GnRH
pueden ser importantes para la masculinizacién del cerebro, desarrollo del
comportamiento sexual subsiguiente y control de la proliferacién de las células de
Sertoli en los testiculos. En primates hembras, parece que un bajo nivel de actividad
del sistema secretor de GnRH estd presente a través del periodo juvenil (Ebling,
2005).

El nacimiento es un evento arbitrario en el desarrollo de un organismo, entonces, los
periodos de activacion de secrecién de GnRH que ocurren prenatalmente en especies
precoces tales como las ovejas, pueden ser equivalentes a los periodos postnatales
de activacion en especies altriciales (especies que requieren alimentacién ya que son
incapaces de moverse por su propia cuenta después de haber nacido) como el ratén.
En general, la rapidez de crecimiento y desarrollo en mamiferos con un corto periodo
de vida, por ejemplo familias de ratas y ratones de laboratorio, es tal que el
periodo inicial fetal/neonatal de activacién es continuo e indistinguible de la
activacion puberal subsiguiente del eje hipotdlamo-pituitario-gonadal, por lo tanto,
no existe pausa juvenil como en mamiferos mayores con largos periodos de vida
(Ebling, 2005).

Sin embargo, algunos pequefios mamiferos pueden mostrar periodos de inactividad
juvenil reproductiva, particularmente cuando la reactivacién de la secreciéon de GnRH
es interrumpida por factores ambientales, como cambios en el fotoperiodo.
Hdmsteres Siberianos rdpidamente crecen e inician la pubertad cuando son criados
con fotoperiodos largos, pero mantienen una pausa juvenil en el desarrollo cuando

son expuestos a fotoperiodos cortos sefializando el inicio del invierno (Ebling, 2005).

34



Ya que la capacidad de sintesis de los neurones de GnRH no es limitante para que la
pubertad proceda y un periodo de secrecién endégena ha ocurrido ya en el
desarrollo temprano, la pubertad puede ser visualizada como una reactivacién de la
secrecion de GnRH. Una gran atencién ha sido en el tema de si el sistema secretor de
GnRH es activamente inhibido durante el periodo prepuberal, o estd simplemente en
dormancia, esperando adquirir entradas estimuladoras (Ebling, 2005).

El concepto de la “gonadostdtica” ha surgido; éste sugiere que los bajos niveles de
andrégenos/estrégenos liberados por los testiculos y ovarios prepuberales ejercen
efectos de retroalimentacién negativa que inhiben la liberacién de GnRH previo a la
pubertad. Aunque no hay duda de que tal mecanismo de retroalimentacion
homeostdtica juega un papel esencial en la regulaciéon del eje reproductivo, y es
claro que la disminucién en la secrecion de GnRH en el primate neonatal, y la
primera activacion de la secrecién de GnRH en el periodo juvenil son procesos que
son independientes de la retroalimentacién de esteroides gonadales (Ebling, 2005).
Esto ha sido demostrado por la disminuciéon en la secrecion de gonadotropinas
después del periodo neonatal y el posterior incremento en el periodo juvenil en el
mono Rhesus que ha sido castrado al nacimiento, para remover cualquier influencia
de confusién de la retroalimentacién de esteroides gonadales (Plant, 1985). Sin
embargo, el incremento juvenil en la secrecién de gonadotropinas en animales
agonadales ocurre mds temprano que en monos gonadalmente intactos, lo cual
demuestra que los mecanismos de retroalimentaciéon de esteroides también juegan un
papel en las Ultimas etapas de la maduracién puberal (Ebling, 2005).

En el periodo juvenil existe una disminucién progresiva en la sensibilidad a los efectos
de retroalimentacion de andrégenos y estrégenos. La alta sensibilidad al inicio del
proceso de la pubertad explica el por qué los ciclos iniciales menstrual/estro son a
menudo anovulatorios, o consisten de fases luteas cortas o inadecuada funcién l0tea.

Probablemente, mds que considerar la “gonadostdtica” como un mecanismo causal
!
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para la pubertad, éste debe ser visto como el reajuste necesario de los circuitos de
retroalimentacién de esteroides gonadales, los cuales permiten la total actividad
testicular y ovdrica para el desarrollo (Rapisarda et al. 1983).

La capacidad para esta reactivacion existe a lo largo del periodo de reposo
puberal, como estimulacién eléctrica y neuroquimica del hipotdlamo mostrando
liberar LH e inferir en el GnRH. Por ejemplo, el tratamiento con el agonista de
glutamato N-metil-D-aspartato (NMDA) rdpidamente induce la secrecién de LH en un
amplio rango de especies prepuberes, incluyendo primates, ovejas y roedores (Ebling
and Cronin 1998). Tratamientos con agonistas receptores de GnRH bloquean el
efecto de NMDA, indicando una probable accién sobre la liberacién de GnRH maés
que una accién directa sobre la gldndula pituitaria. Mds aun, en ovejas adultas, los
NMDA han mostrado incrementar las concentraciones de GnRH en los capilares
portales drenando la eminencia media (Viguie et al., 1995).

Tal evidencia de que el sistema secretor de GnRH puede ser manejado por
activacion exégena apoya la vision de que la estimulaciéon endégena de liberacion
de GnRH es el paso limitante para la pubertad. El neurén de GnRH puede ser visto,
por lo tanto, como un elemento muy pasivo en el proceso puberal en el que su
secrecion es completamente dependiente sobre las entradas de centros mayores

(Ebling, 2005).

3.5 El gen Kiss-1

El gen Kiss1 fue originalmente identificado por cientificos en Hershey, PA, quienes
observaron que su expresidon en células de tumor fue restringido a células que
aparentemente fueron no metastdaticas (Lee, 1996). Por lo tanto, el gen parece ser
una secuencia supresora debido a sus propiedades antimetastdticas y nombrado
Kiss1 en honor de otro producto famoso de la compaiia de chocolates Hershey, el

kiss. El gen Kiss1 codifica una proteina de 145 aminodcidos que es enzimdticamente
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cortada en un péptido de 54 aminodcidos, conocido como Kisspeptina-54 o
metastina, asi mismo, péptidos cortados de 14, 13 o 10 aminodcidos, son referidos
colectivamente como kisspeptinas.

Ademds de células de tumor, la expresidon de kisspeptina ha sido detectada en el
hipotdlamo y la placenta, donde puede contribuir para la regulaciéon de la
implantacién. Kisspeptina es un enlace del receptor conocido como GPR54 (también
como OT7T175 o AXOR12) (Muir, 2001). Recientes observaciones sobre el rol de
Kiss-1 en el control de la secreciéon de LH proveen una evidencia sélida para un
efecto estimulatorio de Kiss-1 sobre la liberacién de FSH, actuando a nivel central. En
general, se ha propuesto que el sistema Kiss-1/GPR54 es un novedoso elemento
central en la cascada de eventos de la red neuroendocrina que gobiernan la
secrecion de gonadotropinas.

Las gonadotropinas de la pitvitaria, LH y FSH, son hormonas glicoproteicas
estructuralmente relacionadas, las cuales desempeian papeles centrales en el
desarrollo y regulacién funcional de las génadas, tanto en hembras como en machos.
Especificamente funciones gonadales, tales como desarrollo folicular y secreciéon de
estradiol en el ovario y proliferacién de las células de Sertoli y la espermatogénesis
en los testiculos; son criticamente dependientes sobre la FSH de la pituitaria. La
secrecion de ambas gonadotropinas es manejada por GnRH, también llamado GnRH-
I, cuyo patrén de liberacién pulsatil es regulado en turno por una multitud de eventos
centrales y periféricos.

En relacién a los reguladores centrales, un amplio arreglo de circuitos excitadores e
inhibidores gobernando la secrecién de GnRH, han sido identificados en las Gltimas
décadas. Aunque, es probable que adicionales reguladores centrales hasta ahora
desconocidos contribuyan en el control preciso de la secrecion de GnRH-
gonadotropinas. En este contexto, inesperadamente una faceta reproductiva de este

nuevo sistema descubierto ha surgido recientemente y la caracterizaciéon del papel
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del sistema Kiss-1/GPR54 en el control neuroendocrino de la secrecién de

gonadotropinas ha sido iniciada (Navarro, 2004).

3.5.1 El receptor GPR54

GPR54 fue un receptor “huérfano” acoplado a la proteina-G, de significancia
desconocida hasta que se establecié que tiene una alta afinidad para kisspeptina.
Aunque este par ligando y receptor inicialmente llamaron la atencién de cientificos
estudiando la biologia del cdncer, una sorprendente revelaciéon en 2003 expuso otra
importante funcién de la sefalizacién de kisspeptina a través de GPR54. Humanos
adultos y ratones, ambos con GPR54 no funcional, exhiben bajos niveles plasmaticos
de gonadotropinas y esteroides sexuales, génadas subdesarrolladas e infertilidad
(Dungan et al., 2005).

El hipogonadismo hipogonadotrépico (HH) es caracterizado por una falla secundaria
de la funcién gonadal por una deficiente secreciéon de gonadotropinas, resultando de
un defecto hipotaldmico o de la pituitaria. La asociacién de HH con anosmia (perdida
o disminucién del sentido del olfato) llamado sindrome de Kallmann, es debido a la
falla del nervio vomeronasal y los neurones de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) para migrar correctamente durante el desarrollo. HH en
pacientes con un sentido del olfato normal es definido como HH idiopdatico (iHH). La
patogénesis de iHH es desconocida, pero mutaciones en diferentes genes
involucrados en el funcionamiento del eje hipotaldmico-pituitario-gonadal HPG han
sido implicadas (lovane et al., 2004).

Ha sido descubierto recientemente que el GPR54 es vital para la funcién del eje
reproductivo. Mutaciones del GPR54 pueden resultar en HH. Dos estudios
independientes investigando la base genética de iHH en familias consanguineas
separadas identificaron mutaciones en el receptor GPR54 como la causa de HH en

estas familias. Ademds, varias mutaciones no familiares han sido identificadas. Las
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células transfectadas con cierto receptor mutante mostraron una mdxima disminucién
en IP3 (inositol trifosfato) o respuesta del flujo de calcio a kisspeptina-10. Ademds,
polimorfismos por encima del gen de GPR54 pueden estar relacionados al retraso
constitucional del crecimiento y la pubertad (Murphy, 2005).

Ratones deficientes en GPR54 (GPR54—/-) también tienen desarrollo sexual
anormal y baja concentracién de gonadotropinas circulando, y son incapaces de
reproducirse. Sus érganos reproductivos internos y externos son anormales y
sustancialmente reducidos en tamafo. Las diferencias histopatolégicas en GPR54—/—
de ratén no son visibles al dia 16.5 post coito, sugiriendo que el papel de GPR54 en
el desarrollo sexual ocurre postnatalmente, pero antes de la pubertad (Murphy,

2005).

3.5.2 Las Kisspeptinas y el GPR54 como sefializadores de la pubertad

El gen Kiss1 codifica una familia de péptidos llamados Kisspeptinas, las cuales se
enlazan a la proteina G acoplada al receptor 54 (GPR54). Las Kisspeptinas y su
receptor son expresadas en el cerebro anterior, y el descubrimiento de que la falta
en el ratén y en el humano de un GPR54 funcional inhibe la pubertad y se presenta
hipogonadismo hipogonadotrépico (HH), implicando que la senalizacién de la
kisspeptina tiene una funcién esencial en la reproduccién. Estudios en diferentes
especies de mamiferos han mostrado que las Kisspeptinas estimulan la secrecién de
gonadotropinas de la pituitaria por estimulacion de la liberacién de GnRH del
cerebro anterior después de la activacion del GPR54, el cual es expresado por
neurones de GnRH (Dungan et al., 2005).

La kisspeptina se expresa abundantemente en el nicleo arqueado (Arc) y en el
nucleo periventricular anteroventral (AVPV) del cerebro anterior. Tanto estradiol y
testosterona regulan la expresiéon del gen Kiss-1 en el Arc y AVPV; sin embargo, la

respuesta del gen Kiss-1 a estos esteroides es exactamente opuesta entre estos
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nucleos. Estradiol y progesterona regulan negativamente el mRNA de Kiss-1 en el Arc
y regulan positivamente su expresiéon en el AVYPV. Por lo tanto, los neurones de
Kisspeptina en el AVPV pueden contribuir generando el pico preovulatorio de
gonadotropinas en la hembra. Niveles hipotaldmicos de Kiss-1 y mRNA de GPR54
incrementan dramdticamente en la pubertad, sugiriendo que kisspeptina puede
mediar los eventos neuroendocrinos que desencadenan el inicio de la pubertad. Junto
a estas observaciones se demuestra que la sefializacion Kisspeptina-GPR54 en el
cerebro sirve como un importante conducto para el control de la secrecién de GnRH

en el animal en desarrollo y adulto (Dungan et al., 2005).

Prepro-Kisspeptin

(MW: 15.4 KDa) X X
RR GK
1 1920 65|68 121|124 145
NHZW Kisspeptin-54 (Metastin) - COOH
108 121
Kp-54/Metastin (Mw: 5.9 KDa) Kp-14
GTSLSPPPESSGSRQQPGLS 109 121
APHSRQIPAPQGAVLVQREK
DLPNYNWNSFGLRF-NH2 Kp-13
. . 112 121
Kisspeptin-10 (Mw: 1.3 KDa)
YNWNSFGLRF-NH2 ifaithhi

Figura 5. Caracteristicas estructurales de Kisspeptinas de humanos, generadas mediante corte se
forma un precursor comun, la pre-pro-kisspeptina. La prepro-kisspeptina, codificada por el gen
KiSS-1, es una proteina de 145-amino-dcidos que contiene un péptido sefial de 19-amino-dcidos
y una regién central de 54-amino-dcidos, acompaiados por dos sitios de corte (denotados por
X), los cuales dan origen a metastina o kisspeptina-54. Cortes posteriores de metastina genera
kisspeptinas de bajo peso molecular: kisspeptina-14 (Kp-14), Kp-13 y Kp-10. Todas las
Kisspeptinas son capaces de enlazarse y activar el GPR54. También la organizacién estructural
general, la secuencia de aminodcidos completa de metastina y kisspeptina-10 humana es
mostrada. La regién C-terminal RF-amida, es el sello de la superfamilia de este péptido, indicado

en negritas (Tena-Sempere, 2005).

El sistema Kiss-1/GPR54 es un regulador indispensable del eje reproductivo, cuya
funcién es esencial para el inicio de la pubertad y la apropiada secrecién de GnRH y
gonadotropinas. Aunque la caracterizacién fisiolégica de este sistema es ain

incompleta, los datos disponibles permiten plantear la hipétesis de que los neurones
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mantienen una posicidon central en la regulacién de la cascada de sefales y circuitos

controlando el sistema GnRH (Dungan et al., 2006).

Arcuate
nucleus

(- feedback
—-——» GPRS. Hypothalamus
/

Anterior pituitary

Gonads

Figura 6. Representacion esquemdtica del papel de kisspeptina (KP) en el eje hipotaldmico

pituitario gonadal.

3.5.3 Los Neurones de Kisspeptinas como reguladores centrales

La senalizacién de las Kisspeptinas es un componente esencial del eje neuroendocrino
reproductivo y es consistente con la hipétesis de que los neurones de Kisspeptinas en
el cerebro anterior actéan como protectores moleculares para la activaciéon de la
pubertad y la coordinacién de la actividad reproductiva en la edad adulta. Los
neurones de Kisspeptinas son blancos directos de los esteroides gonadales y pueden
estar involucrados tanto en la retroalimentaciéon negativa y positiva de la secrecién
de gonadotropinas. Un modelo simplificado del circuito involucrado en este proceso
se ilustra en la figura 6. Factores metabdlicos y ambientales son también conocidos
por jugar un importante papel en la regulacién del eje hipotaldmico-pituitario-
gonadal. Como los neurones de Kisspeptinas son utilizados como un enlace celular
entre el metabolismo y la reproduccién (se muestra en la figura 7). Esta posibilidad

ha sido poco explorada, pero la evidencia reciente indica que las Kisspeptinas
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pueden estar involucradas en la mediacién al menos de algunos efectos del estado

metabdlico corporal sobre la reproduccién.

AVPV

@

KiSS Neuron

Sex Steroids

(E/T) o

Gonads @

C)
@

KiSS Neuron

Arcuate

LH/FSH

GnRH Neuron

Pituitary

Figura 7. Las Kisspeptinas estimulan el eje neuroendocrino reproductivo, y los esteroides sexuales

diferencialmente regulan la expresion de mRNA de Kiss-1 en diferentes nicleos en el cerebro

anterior. Las Kisspeptinas liberadas por los neurones en el AVPV y Arc estimulan la liberacién de

GnRH, el cual induce la liberacién de LH y FSH. Las génadas responden a las gonadotropinas

mediante la secrecién de esteroides sexuales, los cuales entonces retroalimentan para regular la

actividad de los neurones de Kisspeptinas, inhibiendo la expresién de Kiss-1 en el AVPV. El efecto

inductivo de los esteroides sexuales sobre la expresién de Kiss-1 en el AVPV puede contribuir a el

pico preovulatorio de LH en hembras (y posiblemente T-mediando el comportamiento sexual en el

macho).
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Figura 8. Los neurones de Kisspeptinas pueden actuar como procesadores centrales para las
sefiales transmitidas de la periferia a los neurones de GnRH. Factores metabdlicos y ambientales
regulan la funcién reproductiva, los cuales aseguran que la reproduccién proceda solo cuando las
condiciones metabdlicas y ambientales son favorables. Las Kisspeptinas estimulan la secrecién de
GnRH, y el mRNA de Kiss-1 es regulado negativa y positivamente por esteroides sexuales (ver
figura de arriba y texto para detalles). La expresién de Kiss-1 puede ser inducida por lepting,
cuyos niveles plasmdticos reflejan el estado de las reservas metabdlicas. Los neurones de
kisspeptina pueden también recibir entradas del eje hipotaldmico-pituitario-adrenal y de sefales

ambientales, tales como el fotoperiodo via el nicleo supraquiasmdético del hipotdlamo (SCN).

Es ampliamente reconocido que el estado nutricional y la disponibilidad de reservas
de energia pueden tener un profundo impacto sobre la funcién reproductiva. La
restriccién de alimento tiene un efecto inhibitorio sobre la fertilidad, evidenciado por
una disminvida circulacién de gonadotropinas y anovulacién. Informacién sobre la
disponibilidad de reservas de energia es transmitida al hipotdlamo por leptina, una
citoquinina secretada por tejido adiposo blanco, al igual que otras hormonas

metabdlicas tales como insulina (Schneider, 2004). Recientemente se demostré que la
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expresion del mRNA de Kiss-1 es disminuida en ratas en ayuno comparadas con ratas
alimentadas a libre acceso y que la supresién del inicio de la pubertad (indicado
mediante la apertura vaginal) que acompafia el estado de ayuno puede ser
corregido mediante la administraciéon de kisspeptina. Estos resultados sugieren que los
neurones de kisspeptina son mediadores en la cascada de los efectos positivos de la
leptina sobre la secrecién de gonadotropinas (Castellano et al., 2005).

Estudios sobre la interacciéon de Kisspeptina y GPR54 con adipocitoquinas y hormonas
adrenales pueden ilustrar el funcionamiento del eje hipotaldmico-pituitario-gonadal
antes y después de la pubertad. La relacién entre kisspeptina y la accién de otras
sustancias endégenas secretoras de GnRH, tales como glutamato, péptido andlogo a
galanina, y vasopresina, son merecedores de exploracién, debido a que es
concebible que los efectos de estos neurotransmisores sobre la secrecién de GnRH
esté mediada a través de la sefializaciéon kisspeptina-GPR54. En conclusién, la via
kisspeptina-GPR54 desempefian un papel vital en la regulacién neuroendocrina en

los mamiferos (macho y hembra; Dungan et al., 2005).
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Figura 9: Modelo teérico para el papel de los neurones de Kiss-1 como integradores clave en la
red central controlando la secrecién de GnRH y por lo tanto el eje gonadotrépico. Reguladores
periferales centrales del eje gonadotrépico parecen operar a través de la modulacién del
sistema Kiss-1. Estos incluyen esteroides gonadales como estrégenos (E2) y testosterona (T), que
han sido probados regular la expresidon del gen Kiss-1 en el hipotdlamo. La regulacién de la
expresién de Kiss-1 mediante esteroides, parece tener nicleos especificos, debido a que
andrégenos y estrégenos suprimen los niveles de mRNA de Kiss-1 en el ARC, aunque los
estrégenos incrementan la expresion del gen Kiss-1 en el AVPV, por lo tanto, proveen la base
potencial para el control de retroalimentacion negativa y positiva de la secrecién de
gonadotropinas. Ademds, el estatus nutricional modula la expresién y funcién del sistema Kiss-1
en el hipotdlamo, probablemente a través de leptina (producida por el tejido adiposo WAT) y/o
sefiales metabdlicas. Todos los modelos emergentes postulan que las Kisspeptinas y el GPR54 en
el hipotdlamo son protectores moleculares esenciales de la funcién reproductiva (Tena-Sempere,

2005).
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3.6 El sistema aminodcidos excitadores: Descripcion y localizacién en tejidos
neuroendocrinos

Con més de 23 proteinas receptores, no incluyendo variantes redundantes, cuatro
proteinas transportadoras, y varios posibles vinculos enddégenos, el sistema de
neurotransmisiéon EAA es un sistema excesivamente complejo. Sin embargo, por virtud
de esta diversidad, estd bien establecido que desempefian multiples funciones
reguladoras por las cuales ha sido asignado en el CNS. La figura 9 ilustra varios de
los componentes que comprenden el sistema de neurotransmision EAA. Los tres
principales componentes del sistema (vinculos enddgenos, proteinas receptoras, y

proteinas transportadoras) se describen enseguida (Brann y Mahesh, 1997).

oketoglutarate

Figura 10: Resumen del sistema EAA. El neurotransmisor glutamato es almacenado en las
terminales sindpticas en el neurén presindptico. Por depolarizaciéon del neurén presindptico, el
glutamato es liberado de las terminales nerviosas presindpticas, por exocitosis, en una manera
ATP y calcio dependiente. Una vez en la hendidura sindptica, el glutamato se puede enlazar a
receptores EAA ionotrépicos (NMDA, Kainato, o AMPA) sobre el neurdn presindptico. Esto resulta
en la activaciéon de del canal idnico asociado con el receptor EAA para inducir flujo de iones y

depolarizacién del neurén postsindptico. El glutamato puede también enlazarse a receptores EAA
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metabotrépicos sobre el neurén presindptico para prolongar la liberacién de glutamato. La
finalizacién de la neurotransmision de glutamato se cree ocurre a través de la remocién de
glutamato de la hendidura sindptica mediante proteinas transportadoras (GLT-1, EAACT) las
cuales estdn sobre células gliales y neuronales, respectivamente. También existen otros
transportadores no ilustrados en el diagrama: GLAST- 1 y EAAC-4. Abreviaciones: AC, adenilato
ciclasa; AMPA, acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionico; Asp, aspartato, Asp-AT,
aminotransferasa aspartato; Glu, glutamato; Glin, glutamina; GS, glutamina sintetasa; mGIuR,
receptor metabotropico AAE; NMDA, N-metil-D-aspartato; NO, oxido nitrico; NOS, oxido nitrico
sintetasa; PAG, glutaminasa fosfato-activada; PLC, fosfolipasa C (Brann y Mahesh, 1997).

3.6.1 AAEs endégenos y su localizacion en el hipotalamo

3.6.1.1 AAEs endégenos

El amino dcido excitador glutamato funciona como el principal mediador de la
transmisién sindptica excitatoria en el CNS (Brann, 1995). El glutamato es
almacenado en las vesiculas sindpticas en la terminal presindptica hasta que es
liberado por despolarizacion en una manera dependiente del Ca?*. Las
concentraciones de glutamato en la hendidura sindptica pueden alcanzar niveles mili
molares. Existe también evidencia de que el aspartato esta localizado en vesiculas
sindpticas en varias partes del cerebro y puede funcionar como un neurotransmisor
(van den Pol, 1991). Los aminodcidos dcidos que contienen azufre tal como el dcido
1-homocisteico, el metabolito triptofano dcido quinolinico y el dipéptido N-acetil-I-
aspartil-I-dcido glutdmico, también han sido identificados en el cerebro, y existe
evidencia soportando una funcién para ellos como neurotransmisores excitadores
(Price et al, 1978). Sin embargo, las evidencias disponibles sugieren que el
glutamato es el principal AAE endégeno en el CNS que media la neurotransmision
sindptica excitatoria a través de receptores EAA.

El glutamato existe en cuatro diferentes grupos en el CNS: un grupo transmisor, un
grupo metabdlico, un grupo glial y un grupo precursor del dcido gamma amino
butirico (GABA). Avances bioquimicos e inmunocitoquimicos han demostrado que las

concentraciones de glutamato en la vesicula sindptica (grupo transmisor) son muy
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altas, alcanzando aproximadamente 100 mM (Figura 9). La concentracién glial
promedio de glutamato, por otro lado, es mucho menor (4-=5 mM), mientras las
concentraciones de glutamato en una terminal GABAérgica se estiman ser de 9-11
mM (Brann y Mahesh, 1997).

Como se ilustra también en la figura 9, el glutamato es sintetizado por varias
enzimas. La enzima mitocondrial, glutaminasa fosfato-activada (PAG), se cree ser una
importante enzima biosintética de glutamato que cataliza la producciéon de glutamato
de la glutamina y estd presente tanto en neurones y glia. El fosfato y calcio activan
la PAG, mientras que el glutamato es inhibitorio. Por lo tanto, en estado de activacién
neuronal, la cual involucra hidrélisis de ATP e incrementos de calcio intracelular, la
actividad de PAG puede suponer ser regulada positivamente en el neurédn
presindptico. La fuente de glutamina para produccién neuronal de glutamato parece
ser las células glial, dado que la enzima biosintética para glutamina (glutamina
sintetasa) es encontrada sélo en células glial (Figura 9).

La glutamina sintetasa sirve para convertir glutamato transportado hacia las células
glial en glutamina, la cual entonces es liberada al espacio extracelular para la
absorcién por los neurones para uso como un sustrato para la PAG que lleva acabo
la produccién de glutamato (Brann y Mahesh, 1997). Las enzimas aspartato
aminotransferasa y glutamato dehidrogenasa han sido también implicadas en la
sintesis de glutamato. La aspartato aminotransferasa cataliza la reaccién reversible:
aspartato + 2-oxoglutarato<>glutamato + oxaloacetato, mientras que la glutamato
dehidrogenasa cataliza la reaccién reversible: glutamato + NADP <« 2-oxoglutarato
+ NH3 + NADPH + H +. Las enzimas aspartato aminotransferasa y glutamato
dehidrogenasa llevan a cabo reacciones reversibles, con la direcciéon determinada de
las reacciones por la concentracién de sustratos. Por lo tanto, la aspartato
aminotransferasa y la glutamato dehidrogenasa puede funcionar ya sea para

sintetizar o metabolizar glutamato (Aoki et al., 1987).
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3.6.1.2 Localizacion de los AAEs en el hipotdalamo

Diversos investigadores han examinado la distribucién del glutamato en el
hipotdlamo de varias especies. Estos estudios han revelado que dentro del
hipotdlamo de rata y mono, denso glutamato inmunotefiido es encontrado en los
nicleos magnocelular y parvocelular paraventricular (PVN), nicleo ventromedial
(VMN), nicleo supradptico (SON), drea lateral hipotaldmica, nicleo supraquiasmatico
(SCN), ndcleo arqueado (ARC), tallo infundibular, y eminencia media (ME) (van den
Pol et al.,, 1990; van den Pol,1991; Goldsmith et al., 1994). El mds alto nivel de
inmunoreactividad de glutamato fue observado en terminales axdnicas presindpticas,
mientras procesos astrociticos mostraron significantivamente menos inmunotincién (van
den Pol, 1991). En conjunto, estos estudios de immunolocalizacién demostraron que el
glutamato estd extensamente localizado en las terminales presindpticas a través de
la vasta mayoria de los nicleos del hipotdlamo, y por lo tanto, estratégicamente
posicionados para controlar muchas funciones del hipotdlamo (Brann y Mahesh,
1997).

El glutamato se libera de las terminales del neurédn, esto a través de exocitosis, el
cual es un evento dependiente de ATP y calcio. La exocitosis de glutamato es debida
a que el calcio entra a través de canales de calcio. Este evento puede ser modificado
por activacién de receptores facilitadores e inhibidores sobre neurones presindpticos.
El glutamato puede aumentar su propia liberaciéon por activaciéon del receptor a
glutamato metabotrépico facilitador sobre neurones presindpticos, los cuales llevan a
la fosforilacion y activacién de canales de K* rectificadores retrasados,
incrementando la afluencia de calcio, y por lo tanto, incrementando la liberacién de
glutamato.

Los agentes que pueden inhibir la liberacién de glutamato actuando mediante
receptores presindpticos inhibitorios incluyen adenosina, agonistas GABA-B, y

péptidos opioides. Una vez liberado hacia la hendidura sindptica, el glutamato
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puede enlazarse a receptores especificos EAA sobre el neurén pre o postsindptico, o
puede ser removido de la hendidura sindptica, ya sea mediante células glia (GLT-1 o
GLAST) o proteinas transportadoras neuronales (EAAC1 o EAAT4) (Brann y Mahesh,

1997).

3.6.1.3 Tipos de receptores de AAE

Los receptores de EAA son los abundantes receptores de neurotransmisores
excitadores en el sistema nervioso central. También son conocidos cono “receptores
de glutamato” ya que se cree que el glutamato es el principal enlace enddégeno,
aunque puede haber otros enlaces endégenos. Se han identificado dos principales
grupos de receptores: 1) ionotrépicos y 2) metabotrépicos (Tabla 1). Los receptores
ionotrépicos contienen canales integrales cation-ion especificos, mientras que los
receptores metabotrépicos estdn acoplados a proteinas G y modulan la produccién
de segundos mensajeros, como el inositol fosfato y/o adenilato ciclasa (Brann y
Mahesh, 1997).

Los receptores ionotréopicos pueden ser subdivididos en 1) N-metil-d-aspartato
(NMDA), 2) kainato, y 3) dcido DL-alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol
propidénico (AMPA), de acuerdo a sus agonistas selectivos. La activacién de
receptores ionotrépicos de EAA lleva directamente a la apertura de un grupo de
canales de iones que son tipificados mediante su diferente permeabilidad a iones
Na*, K*, y Ca?*. La estimulacién de estos receptores “ionotrépicos” provoca una
rapida transmisiéon sindptica excitatoria mediada por glutamato en el sistema
nervioso central (CNS) (Brann y Mahesh, 1997).

Mdltiples subunidades existen para cada clase de receptores ionotrépicos de EAA
(Tabla 1), y se cree que estas subunidades se unen para formar un receptor de AEE
funcional. Los canales del receptor NMDA son Unicos en que ellos estdn regulados por

Mg?* y glicina. Mg?* se enlaza a un sitio dentro del receptor NMDA acoplado a un
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canal de iones resultando en un bloqueo del canal. Glicina por otro lado, es un
potenciador alostérico del receptor NMDA. Con respecto a receptores AMPA, la
subunidad GIuR2 no pasa calcio a través de su canal, y tiene un efecto dominante
cuando se expresa con otras subunidades GIuR en que el canal resultante también es
impermeable a calcio (Hollmann et al., 1991; Verdoorn et al., 1991). Ademds, cada
subunidad del receptor existe en dos formas, llamadas “flip” y “flop,” las cuales se
debe a una combinacién alternativa, y patrones de expresion en el cerebro (Sommer
et al., 1990).

En contraste a los receptores ionotréopicos de EAA, los receptores metabotrépicos, por
otro lado, no activan canales de iones. Por el contrario, su respuesta es caracterizada
por una proteina G estimulando la liberacién de Ca?* de almacenes extracelulares
mediada por ITPs y modulacién de la actividad de la adenilato ciclasa (Nakanishi,
1992.). Por lo tanto, los receptores metabotrépicos ejercen modulaciéon sindptica
prolongada via la modulacién de sistemas de segundos mensajeros. Los receptores
metabotrépicos han sido divididos en tres grupos basados sobre interacciones de
agonistas y activaciéon de segundos mensajeros (Pin y Duvoisin, 1995) (Tabla 1).

El grupo 1 esta comprendido de subunidades mGIluR1 y mGIuR5 debido al hecho de
que ellos responden mejor al (ligand) quiscualato, y su activacién lleva a una mayor
hidrélisis de fosfatidilinositol. El grupo 2 comprende de las subunidades mGIuR2 y
mGIuR3 basado en el hecho de que ellas responden mejor al enlace 1-ACPD, e
inhiben la formaciéon de cAMP. Por ultimo, las subunidades mGluR4, mGIluR6, mGIuR7,
y mGIuR8 comprenden el grupo 3 basado sobre su mejor respuesta al ligando L-AP4
y su inhibicién de formacién de cAMP. Los derivados de la fenilglicina parecen
selectivamente inhibir receptores metabotrépicos y pueden ser Utiles en el estudio de
efectos y acciones reguladoras de subunidades especificas de mGIuR (Watkins y

Collingridge, 1994).
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Receptor subtypes Subunits Agonists Antagonists Present in hypothalamus Present in pituitary

AMPA GluR1-4 AMPA, KA, QA, Glu  Quinoxalinediones Yes Yes
Kainate Glur5-7 KA, QA, Glu Quinoxalinediones (GluR5 and 6) Yes (Glur5-7 and KA1) ND
KAl and 2 (GluR7) No (KKA2) Yes
(KA1) No
(KA2) Yes
NMDA NMDA-R1 NMDA, Glu, ME-801 (NR1) Yes (NR1) Yes
NMDA-R2A-D L-HCA D-APV, CPP (NR2A-D) No (NR2A-D) Yes
Yes
Metabotropic receptors mGluR1 and 5 QA, IBO, Glu Phenylglycine Yes ND
(group 1) analogs
Metabotropic receptors mGluR2 and 3 Glu, t-ACPD, TBO Phenylglycine Yes Yes
(group 2) analogs
Metabotropic receptors mGluR4, 6, LAP4 Glu Phenylglycine ND ND
(group 23) and 7, 8 analogs

Tabla 1. Propiedades y caracteristicas de receptores a glutamato ionotrépicos y metabotrépicos.
KA, dcido kainico; QA, dcido quiscudlico; Glu, glutamato; L-HCA, dcido L-homocisteico; MK-801,
(1)-5-metil-10,11-dihidro-5Hdibenzo[a,d]ciclohepteno-5,10-imina hidrégeno maleato; D-APV, 2-
amino-5-dcido fosfovalérico; CPP, (6)-3-(2-carboxipiperazina-4-y1) écido propil-1fosfénico; IBO,
dcido ibotenico; t-ACPD, trans-1-aminociclopentano-1,3-dicarboxilato; L-AP4, dcido L-2-amino-4-

fosfobutanoico. ND, no determinado (Brann y Mahesh, 1997).

3.6.14 Transportadores de EAA

El Glutamato liberado dentro de la hendidura sindptica puede ser enlazado a
receptores, o puede ser removido por transportadores de alta afinidad a glutamato
localizados sobre neurones y células glia. La remocién de glutamato mediante
proteinas transportadoras previene toxicidad por la eliminaciéon del exceso de
glutamato y permite restaurar los almacenes del transmisor glutamato a través de su
recaptura (Figura 1). Cuatro proteinas transportadoras han sido aisladas del cerebro.
Dos de las proteinas transportadoras de Glutamato (GLAST y GLT-1) fueron aisladas
de glias mientras una tercera (EAAC1) fue aislada de neuronas. La cuarta (EAAT4)
parece también ser un transportador neuronal y es predominantemente expresado en
el cerebelo. Por cada Glutamato transportado hacia la célula por un transportador,
dos Na™ son cotransportados hacia la célula mientras un K* y un ion OH- es

transportado fuera de la célula (Brann y Mahesh, 1997).

3.7 Neurobiologia de la Pubertad
La mayoria de los neurotransmisores y neuromoduladores poseen propiedades tanto

excitadoras e inhibitorias dependiendo de varios factores, tales como la composicién
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del neurocircuito, etapa de desarrollo y ambiente hormonal (Terasawa y Ferndndez,

2001).

3.7.1 Neurotransmisores y su papel en la secrecion de GnRH al inicio de la
pubertad

Un incremento en la liberacion pulsdatil de GnRH es esencial para el inicio de la
pubertad. Sin embargo, el mecanismo controlando el incremento puberal en la
liberacién de GnRH no es claro hasta ahora. En primates el sistema neurosecretor de
GnRH estd ya activo durante el periodo neonatal pero subsecuentemente entra en un
estado de dormancia en el periodo juvenil-puberal. Ni las hormonas esteroides
gonadales ni la ausencia de entradas neuronales facilitadoras a neurones de GnRH
son responsables por los bajos niveles de GnRH liberada antes del inicio de la
pubertad en primates (Terasawa, 2001).

Estudios recientes sugieren que durante el periodo prepuberal un sistema inhibitorio
neuronal suprime la liberacién de GnRH y que durante la subsiguiente maduracién
del hipotdlamo esta inhibicién prepuberal es removida, permitiendo el patrén de
liberaciéon pulsatil de GnRH en el adulto. De hecho, el dcido-T-amino butirico (GABA)
parece ser un neurotransmisor inhibitorio responsable de la restriccion de la
liberaciéon de GnRH antes del inicio de la pubertad en hembras de monos Rhesus.
Ademds, parece que la reduccién ténica de GABA permite un incremento en la
liberacién de glutamato al igual que otros neurotransmisores, lo cual contribuye al

incremento en la liberacién puberal de GnRH (Terasawa, 2001).

3.7.2 Neurotransmisores inhibidores
En primates, la inhibiciéon central de los neurones de GnRH esta presente antes del
inicio de la pubertad, y la remocién o disminucién de la inhibicién central

desencadena el inicio de la pubertad. Este concepto se basa en lo siguiente: 1) la
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secrecion de gonadotropinas en humanos agonadales y en monos neonatalmente
gonadectomizados se mantiene suprimida hasta el inicio de la pubertad, a pesar de
la ausencia de los esteroides gonadales; y 2) la pubertad precoz ocurre en humanos
y primates con lesiones hipotaldmicas. De esta manera, la investigacién para
substratos neuronales responsables de la inhibiciéon de la liberacién de GnRH en el
inicio del periodo prepuberal. Los primeros moduladores extensamente estudiados
fueron los opioides enddégenos, pero la evidencia que probablemente no eran
candidatos para la supresion de GnRH antes del inicio de la pubertad,
subsecuentemente el rol de GABA fue estudiado. GABA es el neurotransmisor

inhibitorio dominante en él (Terasawa y Ferndndez, 2001).

3.7.2.1 Amino dacido inhibitorio GABA

Sintesis de GABA: En neurones presindpticos GABA es sintetizado del glutamato por
descarboxilacién en presencia de dcido glutdmico descarboxilasa (GAD),
almacenada en las vesiculas y liberada por exocitosis por depolarizaciéon en
presencia de Ca?* extracelular. La sintesis de GABA ocurre en dos compartimentos:
1) neuroterminales GABAérgicas y 2) perikarya y dendritas. Glia no sintetiza GABA,
pero juega una funcién en el metabolismo de GABA proveyendo precursores y
capturando o degradando el exceso de GABA de la sinopsis (Rimvall y Martin,
1994).

La sintesis de GABA es controlada por la concentraciéon de glutamato en los
compartimentos celulares conteniendo GAD, aunque es poco claro cémo la
concentracién de glutamato estd vinculada a la actividad neuronal para controlar la
sintesis de GABA y mantener el grupo neurotransmisor, y cémo la disponibilidad de
glutamato regula la sintesis fisioldgica de GABA in vivo. Dos diferentes formas de

proteinas han sido reportadas como enzima GAD para la sintesis de GABA.
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Considerando su peso molecular son llamadas GAD67 y GADG6S5, las cuales son
derivadas de dos respectivos genes (Rimvall y Martin, 1994).

Reabsorcion de GABA: Concentraciones locales elevadas de aminodcidos
neurotransmisores en la hendidura sindptica son activamente removidos por
transportadores especificos, localizados sobre terminales presindpticas y rodeando
las células glia, donde los neurofransmisores son reciclados. Los transportadores de
GABA (GAT) estdn clasificados en la familia transportador acoplado a Nat y CI-.
Cuatro transportadores GABA (GAT-1, GAT-2, GAT-3 y BGT-1) han sido descritos.
GAT-1 es el transportador de GABA predominante en el cerebro de los mamiferos
(Guastella et al., 1990).

Tres receptores GABA, GABA,, GABAg, y GABAc han sido identificados en el
cerebro. El receptor GABAA esta ligado a un canal de iones que permite que el CI-
entre hacia la célula enlazado con el neurotransmisor GABA, mientras el receptor
GABAg esta acoplado a canales de calcio y potasio, al igual que a una via de
sefializacion intracelular, a través de proteinas enlazadoras de GTP. El receptor
GABAc es un poro para Cl, encontrado predominantemente en la retina de
vertebrados. Los receptores GABAAs son modulados por agonistas alostéricos,
benzodiazepinas, barbituratos, neuroesteroides (principalmente metabolitos de
esteroides pregnano), y etanol, al igual que cationes polivalentes (Terasawa vy

Ferndndez, 2001).

3.7.2.2 El papel de GABA en la liberaciéon de GnRH

El papel de GABA en el control de la liberacién de GnRH parece ser tanto inhibitorio
como estimulatorio. Es posible que GABA sea un neurotransmisor inhibitorio a través
de receptores GABA,A, mientras que es un neurotransmisor estimulatorio a través de
receptores GABAg para la liberacién pulsatil de GnRH/LH en animales hembras

adultos. La liberacién de GABA en el drea predptica media (MPOA) es pulsdtil, y una
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reduccién de la liberaciéon de GABA precede un incremento en la liberacién de LH en
ratas ovariectomizadas (OVX). La infusion directa de GABA dentro del drea
predptica (POA) suprime la liberacién de LH en ratas y ovejas. GABA es también un
importante neurotransmisor inhibitorio antes del pico preovulatorio de LH, y en la
accién de retroalimentaciéon positiva de los esteroides ovdricos en hembras. La
liberacién de GABA, al igual que los niveles de mRNA de GAD67 y GAD65 en el
drea predptica medial (MPOA), disminuyen antes del inicio de un pico de LH inducido
por estrégenos en ratas y ovejas hembras ovariectomizadas (OVX) (Terasawa vy
Ferndndez, 2001).

En machos, los neurones de GABA estdn involucrados en los efectos de
retroalimentacién negativa de testosterona. La tasa de secreciéon de GABA al igual
que los niveles de mRNA de GAD67 y GAD65 en el drea predptica medial (MPOA)
disminuyen después de la castracién, concomitante con un incremento en la liberacién
de LH, mientras la administraciéon de testosterona previene estos cambios en ratas
machos adultos (Terasawa y Ferndndez, 2001).

El conflictivo papel estimulador e inhibidor de GABA en la liberacién de GnRH puede
ser, en parte, explicado mediante las siguientes hipétesis: Primero, la accién de
GABA puede diferir dependiendo del subtipo de receptor. Segundo, dado que los
efectos de GABA sobre los neurones de GnRH pueden no sélo ocurrir directamente,
pero también indirectamente a través de interneurones, los resultados pueden
depender de alteraciones en la poblacién y/o sensibilidad de interneurones. Estudios
sugieren que GABA es inhibitorio en neuroterminales de GnRH, pero estimulatorio en
perikarya de GnRH a través de neurones opioides inhibitorios. La entrada de GABA
a neurones de GnRH en el hipotdlamo del mono parece ocurrir a través de neurones
de glutamato. (Thind y Goldsmith, 1997).

Tercero, las propiedades del receptor GABAA pueden cambiar durante la

maduracién, asi que el GABA es excitatorio cuando las células secretoras de GnRH
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estdn inmaduras, mientras que GABA es inhibitorio cuando los neurones de GnRH se
vuelven maduros. GABA es estimulatorio en neurones inmaduros, tal como en células
GT-1 y células de GnRH cultivadas a partir de embrionarias de ratones (Hales et al.,
1994). Cuatro, la interaccién con entrada glutamatérgica y/o receptores debido a
cambios fisiolégicos, incluyendo maduracién neuronal, puede alterar la sensibilidad
del receptor a GABA o la importancia relativa de la entrada inhibitoriac GABAérgica
a la entrada estimulatoria glutamatérgica (Bourguignon et al.,, 1997). Cinco, la
composicidon de la subunidad del receptor GABA puede ser alterada por la presencia
de hormonas esteroidales. La inyeccidon de estrégeno en ratas oavriectomizadas
(OVX) altera la composiciéon de la subunidad del receptor GABAA (Herbison y

Fenelon, 1995).

3.7.3 Neurotransmisores estimuladores

El aminodcido excitatorio glutamato. Glutamato, dcido L-glutdmico, es el principal
neurotransmisor amino dcido excitatorio en el hipotdlamo, y neurones de GnRH
reciben innervaciones glutamatérgicas directas (van den Pol et al., 1990). Glutamato
es el vinculo endégeno para dos principales receptores de amino dcidos excitadores:
1) receptores ionotrépicos acoplados a canales de iones, los cuales posteriormente se
dividen en subtipos de receptores NMDA, kainato, y dcido e-amino-3-hidroxi-5-metil-
4-isoxazol propidnico (AMPA); y 2) receptores metabotrépicos acoplados a proteinas
G. Todos estos receptores estdn presentes en el hipotdlamo (Meeker et al.,, 1994), y
la activacién de los tres receptores ionotrépicos es estimulatoria a la secrecién de

GnRH/LH en animales adultos (Brann y Mahesh, 1997).

3.7.3.1 Desarrollo de cambios en la sintesis y liberaciéon de glutamato
Sintesis de glutamato. La disponibilidad de glutamato liberable de las

neuroterminales es esencial para la estimulacién de la liberacién de GnRH vy, por lo
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tanto, para el control del inicio de la pubertad. La actividad de la enzima para la
sintesis de glutamato de glutaming, llamada glutaminasa, es mayor después de la
pubertad (P50) que antes de la pubertad (P15), reflejando una entrada
glutamatérgica incrementada a los neurones de GnRH después de la pubertad.
Bourguignon et al., (1995) mostraron que la aplicacién de glutamina, un precursor
para la sintesis de glutamato a explantes hipotaldmicos de machos ratas en P15 y
P50, resulté en la liberacion de GnRH en una manera dependiente de la dosis,
mientras que la aplicacién del inhibidor de la glutaminasa, 6-diazo-5-oxo-L-
norleucina (DON), bloqueé la liberacién de GnRH inducida por glutamina.

Liberacién de Glutamato. Dado que el glutamato existe como cuatro diferentes
grupos (un grupo fransmisor, un grupo metabdlico, un grupo glial y un grupo
precursor de GABA) el papel del glutamato en la pubertad es complejo. Las
concentraciones de glutamato en el hipotdlamo de la rata incrementa con la edad
postnatal, alcanzando un mdximo después del inicio de la pubertad, y en la corteza
de la rata los niveles de glutamato también contindan incrementando hasta la edad
adulta. Un estudio de Carbone et al., (1992) indica que las concentraciones de
glutamato en el &rea predptica media y el hipotdlamo medio basal (POA/MBH) y la
liberacién de explantes de POA/MBH incrementa entre P16 y P30 en ratas hembras.
En monos Rhesus la liberacion de glutamato es muy baja durante el periodo
prepuberal, incrementdndose marcadamente durante el periodo puberal temprano, y
manteniéndose alto durante el periodo medio puberal, aunque los niveles
mediopuberales declinan ligeramente de la etapa puberal temprana. La elevacién
puberal de glutamato puede ocurrir rdpidamente después de la reduccion de GABA
antes del inicio de la pubertad, ya que la liberacién de glutamato incrementa varias
horas después del inicio del tratamiento con un GAD67 antisentido en monos
prepuberes, lo cual resulta en la reduccién de la liberacion de GABA dentro de 3

horas de iniciado el tratamiento antisentido (Terasawa et al., 1999).
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3.7.3.2 Papel del glutamato en la pubertad

El glutamato esta profundamente involucrado en la liberacién pulsatil in vivo e in vitro
a través de receptores NMDA vy kainato. Los receptores NMDA estimulan la
liberacién pulsétil de LH y GnRH en ratas adultas y en monos, in vivo (Medhamurthy
et al.,, 1992), mientras el bloqueador del receptor NMDA, maleato (+)-5-metil-10,
11-dihidro-5Hdibenzo(a, d) ciclohepteno-5,10-imina (MK-801), suprime los pulsos de
GnRH al igual que el pico de LH . El glutamato estimula la liberaciéon de fragmentos
hipotaldmicos y células GT-1, asi mismo las oscilaciones intracelulares de Ca?* en

células GT-1.
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Figura 11: Comprensién actual del mecanismo del inicio de la pubertad en primates no humanos.
La inhibicién predominante GABAérgica sobre los neurones de GnRH a través de receptores
GABAA parece mantener baja la liberacién de GnRH en monos prepuiberes. Durante la etapa
prepuberal, la liberacion de GABA es elevada en el tronco de la eminencia media (S-ME),
debido a la elevada sintesis de GABA y menos actividad del transportador GABA (GAT). La
inhibicion de GABA sobre los neurones de GnRH puede ser directa o indirecta a través de
neurones glutamatérgicos. Al inicio de la pubertad, disminuye la liberacion de GABA e incrementa

la actividad de GAT en la S-ME resultando en la etapa dominante de los neurones
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glutamatérgicos. Por lo tanto, la reducciéon en GABA y el incremento en glutamato induce el
incremento puberal en la liberacién de GnRH, lo cual dispara una cascada de eventos en la
pubertad, por ejemplo, un incremento en la secrecién de gonadotropinas, seguido por un
incremento en los esteroides gonadales, los cuales resultan en la aparicién de las caracteristicas
sexuales secundarias. Conforme la pubertad progresa, otros sistemas neurotransmisores, tal como
los sistemas neuronales, sistema estimulatorio neuropéptido Y (NPY) y neurones noradrenergicos
(NE), los sistemas neuronales opioides inhibitorios participan en el control de la liberacién de
GnRH. Durante este periodo, los esteroides ovdricos estdn también involucrados en el

establecimiento del tipo de liberacién pulsétil de GnRH en el adulto.

El glutamato despolariza neurones de GnRH de la placa olfatoria del ratén, aunque
neurones embrionales de GnRH no responden a glutamato hasta que las células han
estado en cultivo por 10 dias (Terasawa y Ferndndez, 2001). Similarmente, el
glutamato, NMDA y kainato estimulan la liberacién de GnRH/LH en monos
sexualmente inmaduros, ratas, ovejas, y ovejas fetales (Medhamurthy et al., 1992) in
vitro e in vivo (Medhamurthy et al., 1992). Ademds, la estimulacién de receptores
NMDA resulta en la pubertad precoz en ratas y monos, mientras que la
administraciéon de bloqueadores del receptor NMDA, MK-801 o dcido 2-amino-5-
fosfonovalerico (AP-5), retrasa el tiempo de la pubertad en ratas. La accién
excitatoria de glutamato sobre la liberacién de GnRH puede ocurrir no sélo a través
de receptores NMDA, pero también a través de receptores metabotrépicos. Por
tanto, el desarrollo de cambios en receptores NMDA y AMPA es parte integral del

mecanismo de la pubertad (Figura 10) (Urbanski y Ojeda, 1990).

3.8 La gldndula tiroides y biosintesis de hormonas

La tiroides es la gldndula endocrina maestra que juega un papel central en el
metabolismo intermediario de prdcticamente todos los tejidos y es de fundamental
importancia para el desarrollo del sistema nervioso central (SNC) en el feto y el

recién nacido. Los efectos generalizados de la tiroides resultan de la biosintesis y
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secrecion de dos Unicas hormonas, triyodotironina (T3) y tiroxina o tetrayodotironina
(T4), las Unicas hormonas que contienen yodo en vertebrados. Yodo (I7) es un
constituyente esencial de Tz y T4 de tal manera que tanto la funcién tiroidea en su
conjunto y sus repercusiones sistémicas dependen del adecuado aporte de |17 a la
gldndula. Un remarcablemente eficiente y especializado sistema ha evolucionado en
la tiroides que asegura que la mayoria de la ingestion dietética de I~ (la Unica
fuente de I7) es acumulada en la gldandula y por lo tanto, disponible para la
biosintesis de Tz y T4. El significado de esto se vuelve mds aparente cuando se
considera que el I~ es escaso en el medio ambiente (Delange, 1994).

La habilidad de las células foliculares para concentrar |~ fue reportada por primera
vez en 1915, Se encontré que la gldndula tiroides era capaz de concentrar yodo
mediante un factor de 20-40 con respecto a su concentracién en el plasma bajo
condiciones fisiolégicas. La acumulaciéon de yodo en la tiroides durante mucho tiempo
ha mostrado ser un proceso de transporte activo que ocurre en contra del gradiente
electroquimico de |7, estimulado por tirotropina (TSH) y bloqueado por inhibidores
competitivos “clasicos” bien conocidos, los aniones tiocianato y perclorato.
Eventualmente, fue determinado que el transportador tiroideo de es un simportador
Na* /I~ (NIS), por ejemplo, una proteina intrinseca de transporte en la membrana
plasmdtica que acopla la translocacién negativa de Nat a la translocacién positiva
de ™. La fuerza impulsora para el proceso es el gradiente de Na* dirigido al interior

generado por la Nat-K*-ATPasa (De la Vieja, 2000).
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Figura 12: Representacién esquemdtica de la ruta biosintética de hormonas de la tiroides
triyodotironina (T3) y tiroxina (T4) en las células foliculares tiroideas. Los foliculos tiroideos estén
comprendidos de una capa de células epiteliales rodeando el coloide. La superficie basolateral
de la célula se muestra sobre la izquierda y la superficie apical sobre la derecha. Circulo,
acumulacién activa de 1=, mediada por el simportador Na*/I7(NIS); triangulo, Na+-K*-ATPasa;
cuadrado, receptor de tirotropina (TSH); diamante, adenilato ciclasa; elipse, proteina G; cilindro,
flujo de I~ hacia el coloide; TPO, peroxidasa tiroidea (TPO)-organificacion catalizada de 17;
flechas, endocitosis de tiroglobulina yodinada (Tg), seguido por hidrdélisis fagolisosomal de Tg

yodinada endocitosada y secreciéon de ambas hormonas de la tiroides (De la Vieja, 2000).

3.8.1 La hormona estimulante de la tiroides (TSH, tirotropina)
La hormona estimulante de la tiroides y su receptor (TSHR) son proteinas claves en el
control de la funcién de la tiroides. La sintesis de la TSH en la pituitaria anterior es

estimulada por la hormona liberadora de tirotropina (TRH) e inhibida mediante
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hormonas de la tiroides en un cldsico circuito de retroalimentacién negativa. La TSH
controla la funcién tiroidea a partir de de su interaccién con proteinas G acopadas al
receptor TSHR (Vassart y Dumont, 1992). La TSH enlazada a su receptor sobre
células de la tiroides lleva a la estimulacién de rutas de segundos mensajeros
involucrando predominantemente cAMP (adenosina monofosfato ciclico) y en altas
concentraciones, inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG), posteriormente
resultando en la modulacién de la expresiédn tiroidal de genes.

Las funciones fisiolégicas de la TSH incluyen estimulacién de funciones diferenciadas
de la tiroides, tales como absorcién de iodo y organificacién, produccién y liberacion
de yodotironinas de la gldndula tiroides y promueve crecimiento de la tiroides. La
TSH también actia como factor protegiendo células de la tiroides de apoptosis y

juega una funcién critica en la ontogenia (Szkudlinski et al., 2002).

3.8.2 Las hormonas de la tiroides

La glandula tiroides secreta dos yodinas conteniendo hormonas amino derivadas del
aminodcido tirosina, L-tiroxina (T4) y 3,5,3"-L-triyodotironina (T3) (Malik y Hodgson,
2002). Las hormonas de la tiroides (THs) causan una extraordinaria multiplicidad de
respuestas bioquimicas, celulares y fisioldgicas de los mds simples a los mas complejos
organismos (Tata, 2007). La sintesis y secrecion de hormonas de la tiroides es
exquisitamente regulada por un sistema de retroalimentacidén negativa que involucra
el hipotdlamo, pituitaria y gléndula tiroides (eje hipotdlamo/pituitaria/tiroides (HPT).
La hormona liberadora de tirotropina (TRH) es un tripéptido (PyroGlu-His-Pro)
sintetizado en el nicleo paraventricular del hipotdlamo.

Esta es transportada via axones a la eminencia media y entonces a la pituitaria
anterior via el plexo capilar portal. TRH se enlaza a sus receptores TRH en los
tirotropos de la pituitaria, una subpoblacién de células de la pituitaria que secretan

hormona estimulante de la tiroides (TSH). La estimulaciéon de TRH lleva a la liberacién

63



y sintesis de nueva TSH en los tirotropos. TSH es una glicoproteina de 28-kDa
compuesto de una subunidad - y B- designada como hormona glicoproteica
subunidades - y TSH B-. Tanto la secrecién de TRH y TSH son negativamente
regulados por THs. Un importante mecanismo para la regulacién negativa de TSH
puede ser la conversion intrapituitdrica de T4 a T3 por el tipo deiodinasa Il
Somatostatina y dopamina del hipotdlamo puede regular negativamente la secrecién
de TSH (Yen, 2001).

La hormona estimulante de la tiroides (TSH) es el principal regulador de la liberacién
y secrecién de THs. También tiene una funcién critica en el crecimiento y desarrollo de
la gldndula tiroides. Un nimero de genes de la tiroides, incluyendo simportador
Na* /1= (NIS), tiroglobulina (Tg), y peroxidasa tiroidea (TPO), son estimuladas por la
TSH y promueven la sintesis de THs. Las THs, T4 y la mds potente T3, son sintetizadas
in la gldndula tiroides. El yodo es activamente transportado y concentrado dentro de
la tiroides por NIS. El yodo atrapado es oxidado por la TPO en presencia de
peroxide de hidrogeno e incorporado dentro de residuos de tirosina de una
glicoproteina de 660-kDa, Tg. Esta yodacién de tirosinas especificas localizada
sobre Tg produce residuos monoyodados y diyodados (MIT, monoyodo-tirosinas; DIT,
diyodo-tirosinas) que son acopladas enzimdticamente para formar T4 y Ta. La
yodada Tg conteniendo MIT, DIT, T4 y T3, entonces es almacenada como un
polipéptido de almacén extracelular en el coloide dentro del lumen de las células
foliculares de la tiroides (Yen, 2001).

La secreciéon de THs requiere endocitosis de Tg iodinada almacenada de la superficie
apical de las células foliculares de la tiroides. La Tg internalizada es incorporada en
fagolisosomas y sufre digestién proteolitica, recapture de MIT y DIT, y liberacién de
T4 y T3 hacia la circulacién via la superficie basal. La mayoria de la TH liberada estd
en forma de T4, del total del suero T4 es 40 veces mayor que el suero de T3 (90 vs.

2 nM). Solo el 0.03% del suero total de T4 estd libre (sin enlazarse), con el resto
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enlazado a proteinas transportadoras tales como globulina enlazadora de tiroxina
(TBG), albimina y prealbumina enlazadora de hormonas de la firoides.
Aproximadamente 0.3% del suero total de T3 esta libre, con el restante enlazado a
TBG vy albumina. Esta es la hormona de la tiroides libre que entra a las células blanco
y genera la respuesta biolégica (Yen, 2001).

La principal ruta para la produccién de T3 es via 5'-deyodacién del anillo externo de
T4 mediante deyodinasas y segun para la mayoria de la T3 circulante. Deyodinasa
Tipo | es encontrada en tejidos periferales como el higado y es responsable para la
mayoria de la conversion de T4 a T3 en la circulacién. La deyodinasa Tipo I, es
encontrada en el cerebro, pituitaria y tejido adiposo café y principalmente convierte
T4 a T3 para uso infracelular.

5'-Deyodinacién por la deyodinasa tipo | y deyodinasa tipo lll, las cuales se
encuentran principalmente en la placenta, cerebro y piel, llevan a la generacién de
rTs (Tz3 de reversa), el paso clave en la inactivaciéon de la TH. rTs y T3 ser
posteriormente deyodinadas en el higado y son sulfo- y glucoronido- conjugadas
antes de la excrecién en la bilis. También hay una circulacién enterohepdtica de TH vy,

como la flora intestinal desconjuga algunos de estos compuestos, promueve la

reabsorcién de TH (Yen, 2001).
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Figura 13. Estructura de las hormonas de la gldndula tiroides.
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3.8.3 El metabolismo de las hormonas de la tiroides

En individuos normales la gldndula tiroides secreta 110 nmol de tiroxina y 10 nmol
de triyodotironina cada dia. Triyodotironina tiene diez veces mayor afinidad y diez
veces mayor eficacia que tiroxina para el receptor nuclear, por lo tanto, aun cuando
la tiroxina es cuantitativamente secretada a mucho mayor nivel, debe considerarse
como una pro-hormona que requiere deyodinacién y conversiéon a T3 para volverse
biolégicamente activa. Existen 3 grupos de enzimas que regulan el metabolismo de
las hormonas de la tiroides, formando parte del sistema enzimdtico yodotironina
seleno-deyodinasa (tipo 1=D1, tipo 2=D2 y tipo 3=D3). Ellas son responsables para
la activaciéon de T4 a T3, la inactivacién de T4 a rT3 (Triyodotironina reversa) y la

conversién de rTzy T3 a T2 (diyodotironina) (Figura 13) (Hassi et al., 2001).
NH,

|
HO @ O @ CH, — CH—COOH

3,5,3’,5 -tetraiodothyronine (thyroxine T4)

D2.D1 /-1(5) D3.(D1) \ -(5)
Activation Inactivation
| I
NH, NH,
S '
CH, —CH— COOH HO s] CH, —CH—COOH
{ | 1
3,5.3'-triiodothyronine (T3) 3.3’.5'-triiodothyronine (reverse T3)
D3, (D1) \ -1 (5) 1(5Y /D1.D2
Inactivation
e
HO (o) CH, — CH— COOH

! i
3.3-ditodothyronine

Figura 14. Estructuras e interacciones entre las principales yodotironinas.

66



La conversién de T3z a T4 en tejido extratiroidal ocurre a través de un circuito
equilibrado rdapidamente via el sistema enzimdtico D1 y un circuito lentamente
equilibrado via el sistema D2. La deyodinasa tipo 1 es principalmente encontrada en
el higado y representa aproximadamente 30-40% de la produccién extratiroidal de
T3 (12 nmol). La deyodinasa tipo 2 se encuentra en la pituvitaria, el SNC (sistema
nervioso central) y el muisculo esquelético y contribuye con el 60-70% de la
producciéon extratiroidal de Tz (30 nmol). Aunque este sistema enzimdtico realiza
acciones similares al grupo enzimdtico, su cinética, regulacién y susceptibilidad al
propiltiouracil son diferentes. Tanto el sistema D1 y D2 pueden también inactivar T4
y T3, el principal inactivador es el sistema deyodinasa tipo 3, el cual principalmente
exhibe deyodinacién del anillo interno (a diferencia del otro). Este es encontrado en
el higado, piel y SNC, donde cataliza la conversién de T4 a rTz y Tz a T2, ambos
metabolitos inactivos; también convierte rT3 a rT2. Este sistema enzimdtico es también
expresado en la placenta, donde protege al feto de las hormonas tiroideas
maternales (Hassi ef al.,, 2001). Ademds del papel central en la deyodinacién para
activar y desactivar hormonas de la tiroides, el higado realiza funciones especificas
relacionadas al transporte y metabolismo de hormonas de la tiroides.

El higado extrae 5-100% de T4 plasmdtica durante un Unico paso. Este valor es
mucho mds alto que puede ser explicado mediante la cantidad de T4 libre
depositada al higado, indicando que una cantidad substancial de T4 enlazada a
proteina esta disponible para absorciéon. Un activo mecanismo de transporte
estereoespecifico ha sido identificado para el transporte de T4 y T3 a través de la
membrana de hepatocitos. Las concentraciones intracelulares de la hormona libre son
mayores que los niveles plasmdticos y el proceso es dependiente de energia
(Hennemann et al., 2001)

El higado sintetiza una serie de proteinas plasmaticas que enlazan las hormonas

tiroides lipofilicas y asi proveén un gran, circuito rdpidamente intercambiable de
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hormonas. Las hormonas de la tiroides son >99% enlazadas a globulina enlazadora
de tiroxina, prealbumina enlazadora de tiroxina y albimina en plasma. El
componente hormonal libre dentro del plasma estd en equilibrio con la hormona
enlazada a proteina, y es esta fraccidon libre la que presenta las actividades
biolégicas de la hormona. Las concentraciones plasmaticas de T4 y T3 se encuentran a
una concentracidon constante a fin de que los tejidos estén expuestos a la misma
concentracién de hormona libre. Sin embargo, las concentraciones de la hormona
libre varian en diferentes tejidos de acuerdo al transporte y actividad de la
deyodinasa dentro de tejidos especificos (Bianco et al., 2002).

Por lo tanto, el estado tiroideo del tejido depende no sélo sobre la secrecién de
tiroxina sino también del metabolismo normal de hormonas de la tiroides, el depésito
de T3 a receptores nucleares y sobre la distribucién y funcién del receptor. La funcién
tiroidea normal, la cual es esencial para el crecimiento normal, desarrollo y la
regulacion del metabolismo energético dentro de las células, es dependiente de un

funcionamiento normal del eje tiroides-higado (Malik y Hodgson, 2001).

3.8.4 Hormonas de la tiroides a nivel génico

En el presente parece bastante claro que las hormonas de la tiroides ejercen su
principal accién a nivel nuclear mediante la regulacién del nivel de mRNAs de genes
especificos. Existen al menos tres isoformas TR (receptor de hormonas de la tiroides)
que median los efectos hormonales a nivel tejido. La caracterizaciéon de los dominios
funcionales de estas isoformas del receptor estd aun incompleta, y la posibilidad de
que estos receptores puedan tener funciones independientes ligadas es una materia
bajo actual investigacion. Los TRs son ahora reconocidos como miembros de una gran
superfamilia de proteinas transactivadoras involucradas en la regulacién de
expresion de genes. Recientes estudios han mostrado un inesperado grado de

complejidad en la naturaleza de la asociacién de receptores de T3 y genes blanco.
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Se tiene claramente establecidas las moltiples interacciones posibles entre el complejo
receptor T3 y otras proteinas participando en los procesos de regulacién de genes
(Schwartz et al., 1993).

Aunque las THs pueden ejercer sus efectos sobre un nimero de loci intracelulares, sus
principales efectos estdn sobre la regulacién transcripcional de genes blanco.
Recientes estudios muestran que los efectos de las THs a nivel geonémico son
mediados por TRs, los cuales estdn infimamente asociados con cromatina y enlazan TH
con alta afinidad y especificidad, similar a las hormonas esteroidales que también se
enlazan a receptores nucleares, TH entra a la célula y procede al nicleo (Figura 15).
Entonces se enlaza a su TRs, el cual puede ser ya preenlazado a elementos de
respuesta a hormonas de la tiroides (TREs) localizados en regiones promotoras de
genes blanco. La formacién de los complejos ligando-enlace TR que estd también
enlazado a TREs es el primer paso critico en la regulacién positiva o negativa de
genes blanco y la subsiguiente regulacion de la sintesis de proteinas. Dada su
habilidad para enlazar tanto ligandos y DNA asi como su habilidad para regular la
transcripcion, TRs pueden ser considerados como ligandos regulables de factores de

transcripcién (Yen, 2001).

Deiodination
——
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Figura 15. Activacién de genes en respuesta a hormonas de la tiroides (THRG) a través de la
unién de T3 a su receptor (TR) y la unién al elemento de respuesta tiroideo (TRE) localizado en la
regién promotora de THRG. La Activaciéon es regulada por co-activadores (CA) y co-represores
(CR), los cuales traen cambios conformacionales en la estructura del DNA, alterando la respuesta

del gen a la polimerasa del RNA, la enzima responsable de la trascripcion del gen.

3.8.5 Regulacion de la reproduccion por hormonas de la tiroides (THs)

Un cambio en el estado metabdlico, definido como el cambio en la disponibilidad de
nutrientes y energia a los tejidos, es un poderoso regulador de la funcién
reproductiva en pequefios rumiantes. La naturaleza y la funcién de varios de los
componentes de las rutas vinculando el estado metabdlico a la reproducciéon son
considerados: nutrientes y metabolitos, el sistema endocrino y el sistema nervioso
(Blache, 2006).

Tiroxina y triyodotironina estdn involucradas en la diferenciacién y crecimiento del
tejido y en la regulacion de numerosas funciones corporales, principalmente

afectando la tasa metabdlica (Karsch, 1995).

3.8.5.1 THs y la estacionalidad reproductiva

Las hormonas de la tiroides provocan una extraordinaria multiplicidad de respuestas
bioquimicas, celulares y fisiolégicas, desde los organismos mds simples hasta los mas
complejos. Las diversas acciones de la hormona de la tiroides biolégicamente activa,
la triyodotironina (T3), pueden ser divididos en dos grupos: crecimiento y desarrollo, y
regulacién del metabolismo (Tata, 2007).

Se han determinado dos principales funciones de las THs en la regulacién de la
estacionalidad reproductiva: Primero, la transicién entre la estacién de fecundacién y

la de anestro en ovejas es manejada por un ritmo endégeno en respuesta a la
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retroalimentaciéon negativa de estradiol. Una etapa de este ritmo, la transicién al
anestro, requiere la presencia de hormonas de la tiroides durante una ventana de
respuesta que se abre al final de la temporada de fecundacién. La segundo funcién
de las hormonas tiroideas es para el mantenimiento y/o traslado del ritmo circanual
reproductivo a fin de que la temporada de fecundacién comience en el momento
oportuno  (Billings et al.,, 2002). El decline en la frecuencia del pulso de LH,
dependiente de esteroides que ocurre conforme los dias largos incrementan es
dependiente de la presencia de hormonas de la tiroides. El papel de las hormonas
de la tiroides en el ritmo anual de LH dependiente de esteroides no ha sido
directamente estudiado en la oveja, aunque los resultados de Moenter et al. (1991),
sugieren una posible funcién de las hormonas de la tiroides en este sistema (Anderson

et al., 2002).

3.8.5.2 Hormonas de la tiroides en tejidos reproductivos

Diversos estudios experimentales han demostrado que las hormonas de la tiroides
juegan una rol importante en la funcién y desarrollo testicular. Se ha establecido
ahora que T3 regula la maduracién y crecimiento de los testiculos, controlando la
proliferacién de las células de Sertoli, células de Leydig y la diferenciacion durante
el desarrollo testicular en ratas y otras especies de mamiferos (Mendis-Handagama y
Ariyaratne, 2005). Ademds, cambios en los niveles de hormonas de la tiroides
durante el desarrollo temprano de los testiculos han demostrado afectar la
maduracién testicular y la reproduccién posterior en la vida (Jannini et al., 1995). El
papel de las hormonas de la tiroides en el desarrollo y funcién testicular han recibido
gran importancia debido a reportes que indican que receptores de hormonas de la
tiroides (TRs) estdn presentes en altas cantidades en células de Sertoli neonatales

(Buzzard et al., 2000, Jannini et al., 2000).
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Las hormonas de la tiroides inhiben la proliferaciéon de células de Sertoli y estimulan
su maduracién funcional en testiculos de ratas machos prepuberes (Jannini et al.,
1995). La eficiencia de espermatogénesis, reflejada por la producciéon diaria de
espermatozoides en el adulto, se correlaciona con el nimero total de células de
Sertoli funcionales que se establecen durante el periodo prepuberal. Ademds,
hallazgos de que receptores de hormonas de la tiroides (TRs) estdn presentes en
testiculos de humanos y ratas machos de neonatos a adultos (Buzzard et al., 2000,
Jannini et al., 2000), lo que confirma que las hormonas de la tiroides juegan un papel
clave en el desarrollo ftesticular. Interesantemente, la presencia de deyodinasa
yodotironina, enzima que modula la concentracién, y por lo tanto las acciones, de
hormonas de la tiroides en diferentes tejidos, fueron también identificadas en
testiculos de roedores durante el periodo fetal a la vida adulta (Bates et al., 1999).
Se ha vuelto muy claro que niveles adecuados de la hormona tiroidea triyodotironina
(T3) son de importancia primaria para las funciones reproductivas de la hembra. De
hecho tanto en humanos y en animales, cambios en los niveles de T3 resultan en
alteraciones menstruales, disminucion de la fertilidad y secrecién alterada de
gonadotropinas de la pituitaria (Webster et al., 1991; Shi y Barrell, 1992). Ademds,
T3 ha demostrado modular directamente la accién de FSH y LH sobre la biosintesis de
esteroides en células de la granulosa (in vitro) de porcinos y humanos. Estos hallazgos
se sustentan en la identificaciéon de multiples receptores T3 RNAs mensajeros (mRNAs)
y sitios de enlace de T3 en células de la granulosa y estromales en mamiferos y en
células de cimulos y ovocitos (Cecconi et al., 1991).

Se ha encontrado que la tiroxina (T4) estimula la produccién de estradiol inducida por
FSH, en células de la granulosa porcina, y que ademds estimulaba la produccién de
estradiol por las células de la granulosa humana. Recientemente se ha evidenciado el
papel que tienen las hormonas Tz y T4 en la regulacién de la esteroidogénesis de

foliculos de bovinos. Estudios in vitro realizados en esta especie, encontraron que T4

72



puede ejercer un impacto positivo leve sobre la produccién de progesterona,
inducida por FSH en células de la granulosa, mientras que T3 y T4 pueden ejercer un
mayor impacto positivo sobre la produccién de androstenediona en las células de la
teca, lo cual podria resultar en un incremento neto de la produccién de estrégenos
por los foliculos (Spicer et al., 2001).

La concentraciéon de yodo en el ovario es bien sabido que es mayor que en otros
oérganos excepto la tiroides. El consumo de yodo ovdrico varia con las actividades
sexuales. Reciente se descubrié un simportador de yodo y sodio (NIS) en el ovario. La
presencia de hormonas de la tiroides (TH) en el fluido folicular (FF) se ha establecido
recientemente. Estudios sobre hormonas de la tiroides en fluido folicular en conejos,
cerdos y caballos muestran que la concentraciéon de T4 es generalmente mds baja
que aquella en suero y que para T3) estd dentro del rango normal o mds alto. Existe
una correlacién positiva entre los niveles de T4 en FF y suero. Esto revela, primero, la
presencia del sistema ovdrico 5'-monodeyodinasa en FF capaz de generar T3
(generada en ovario) mediante deyodacion del anillo externo de T4 En yeguas,
poliéstricas estacionales, la actividad del sistema ovdrico 5'-monodeyodinasa (MD) y
los niveles en fluido folicular de T3 se han encontrado ser mds altos durante el
periodo ovulatorio que en el periodo no ovulatorio. Con base en estos hallazgos una
funcién directa de T3 para el desarrollo folicular temprano, diferenciacién y para la
capacidad esteroidogénica de las células de la granulosa ha sido determinada
(Slebodzinski, 2005). En humanos se ha encontrado la presencia de T3z y T4 en fluido
folicular y la presencia de sitios de enlace de T3 en células de la granulosa, lo que
sugiere una funcién de esta hormona en la regulacién de las células de la granulosa

(Wakim et al., 1995).
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v. MATERIALES Y METODOS

4.1 Localizacion del drea experimental

El estudio se realizé en la Unidad Regional Universitaria de Zonas Aridas,
Universidad Auténoma Chapingo, localizada en el municipio de Tlahualilo, Durango,
entre las coordenadas UTM (Universal Transversa de Mercator) 639935 E vy
2864331 N, las cuales corresponden a las coordenadas geogréficas 25° 53’ 31.99”
LN y 103° 36’ 11.23” LO, a una altura de 1,117 msnm. El clima se clasifica como
semidesértico extremoso (Garcia, 1987). La temperatura media anual es de 22.3°C,
de abril a octubre la temperatura media mensual es superior a 20°C, y de
noviembre a marzo, con rangos mensuales entre 13.6°C y 19.4°C.; la precipitacién
promedio anual es de 217.1 mm (Santos, 1973). Durante junio ocurren las
temperaturas mds altas con mds de 40°C y el mes mds frio es en enero con

temperatura minima de 4°C.

4.2 Animales, su alimentaciéon y duraciéon del periodo experimental

Cabras prepiberes (n=18) encastadas hacia 7/8 Saanen-1/8 Criollo, con un peso
aproximado de 16 kg, de 5 meses de edad fueron alimentadas dos veces al dia
(0700 y 1800) con heno de alfalfa (14% PC) y maiz rolado (11.2% PC) para cubrir
110% de sus requerimientos nutricionales ajustados al PV (NRC, 1985), bajo
condiciones naturales de luz. El experimento fue realizado a partir del 21 de junio y

finalizé el 1 de noviembre de 2007.

4.3 Disefio experimental y de tratamientos
Las cabras fueron distribuidas aleatoriamente en dos grupos con peso vivo y
condicién corporal homogéneos con 10 y 8 repeticiones por tratamiento (AA y CONT,

respectivamente), con un disefio completamente al azar, donde la unidad
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experimental fue la cabra (n=18). A cada grupo se le asignd, en forma aleatoriq,
uno de los tratamientos: 1). L-glutamato (AAE, n=10; 16.52+1.04 kg, 3.410.12 CC)
y Control, (CONT, n=8; 16.1£1.04 kg, 3.1+0.12 CC). Las cabras del grupo AA
recibieron una infusién endovenosa, 7 mg kg.! PV de L-glutamato cada lunes y
viernes durante todo el periodo del experimento. Las cabritas del grupo CONT
recibieron una aplicacién intravenosa de 2.5 ml de agua destilada, al mismo tiempo
que les fue administrado el tratamiento al grupo AAE para homogenizar las

condiciones a las que estuvieron expuestas las cabras del grupo AA.

4.4 Preparacion de la solucion buffer

Se pesaron 4 g de L-glutamato en polvo (CsHioN2O3, Merck, Alemania) en una
balanza analitica para disolverse en 50 ml de agua destilada, pero debido a la
dificultad observada para disolver el L-glutamato, los 4 g fueron integrados en
pequeiias cantidades al agua y con la ayuda de un vortex se agité vigorosamente
hasta lograr su dilucién. Posteriormente, la solucién fue ajustada a un pH neutro (7.0)
con HCL 0.1 N. Todo el proceso de preparaciéon y manejo de la solucién se realizé en

un ambiente estéril. La solucién final contenia 80 mg de L-glutamato mL-'.

4.5 Registro de peso vivo (PV) y condicion corporal (CC)

Se regqistré el peso de los animales una vez por mes (a partir de julio) y previo a su
alimentacién, acondiciondndose a una bdscula (Modelo G-30), una jaula que
permitiera la inmovilizacién de las cabras. En total se tomaron 4 registros del PV. La
condicién corporal se midié mediante palpacién dorsal y costal, utilizando una escala
de cinco grados de deposiciéon de grasa en la regién lumbar, 1 (muy flaca) a 5 (muy
gorda) realizdndose cada mes al mismo tiempo del registro del peso vivo (Russel et

al., 1969), mediante los siguientes criterios:
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Tabla 2. Criterios de clasificacién para determinar condicién corporal

Grado Area a Palpar Descripcion
1 Muy Flaca Apdfisis espinosas puntiagudas
Apofisis Espinosas descarnadas, bien notables a
Apdfisis transversas | palpacién, apéfisis transversas agudas,
Musculos del Lomo los dedos perciben extremos o aletas
afiladas. MUsculos deprimidos, sin
cobertura de grasa. Se palpa piel y
huesos.
2 Flaca Apdfisis espinosa prominente pero
Apdfisis Espinosas suave. Dificultad en palpar las apdfisis
Apofisis transversas | individuales. Apo6fisis transversas suaves
MUsculos del Lomo y redondas. Musculos del lomo rectos,
con poca cobertura de grasa
subcutdnea.
3 Normal Las apéfisis espinosas se perciben como
pequeias elevaciones suaves y
Apofisis Espinosas redondeadas. Las apéfisis transversas
Apdfisis transversas | se tocan sélo ejerciendo presidn, son
Msculos del Lomo suaves y estdn recubiertas. Los musculos
del lomo estdn llenos, de forma
convexa y moderada cobertura de
grasa.
4 Gorda Las apofisis espinosas se detectan
ejerciendo presién como una linea o
Apdfisis Espinosas corddén duro entre misculos del lomo.
Apdfisis transversas | Imposible palpar la apéfisis
Musculos del Lomo transversas. Los mUsculos del lomo
presentan buena cobertura de grasa.
5 Muy Gorda Imposible palpar apéfisis espinosas y
Apdfisis Espinosas fransversas aunque se ejerza presion.
Apdfisis transversas | Los musculos del lomo estdn muy llenos
Musculos del Lomo y con abundante cobertura de grasa.

4.6 Muestreo intermitente de sangre, colecciéon y almacén de muestras

Se realizé un muestreo sanguineo a partir del 21 de junio y hasta el 01 de

noviembre (1 vez por semana). Las muestras sanguineas fueron colectadas de cada

cabra mediante venopuncién de la yugular, utilizando agujas estériles de

0.8 x 38 mm (Precision Glide™ Becton y Dickson, NJ, USA) y tubos colectores estériles

Vacutainer de 10 ml (Corvac, Sherwood Medical, Std. Louis, MO).

Las muestras

fueron llevadas al laboratorio donde se dejaron reposar por 30 minutos a
temperatura ambiente hasta observarse la formacién de codgulo. Las muestras

fueron centrifugadas a 1500 rpm durante 15 minutos. Cada muestra de suero con su
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réplica fue colectada y almacenada en microtubos de polipropileno MCT-150C
(AxygenMR Scientific) de 1.5 mL y almacenados a una temperatura de —20° C, en
total se colectaron 20 muestras por cabra, 200 muestras para tratamiento AAE y

160 para el tratamiento CONT y un total de 360 muestras de suero.

4.7  Cuantificacion de triyodotironina (T3) y progesterona (P4) en suero y
criterios para evaluar la actividad reproductiva

Las muestras de suero fueron evaluadas por duplicado por su contenido de T3 y P4,
mediante radioinmunoandlisis (RIA), una técnica que puede cuantificar sustancias
presentes en un organismo en concentraciones sumamente pequefias y se puede
lograr aun cuando se encuentren presentes otras sustancias casi idénticas, sin que
estas interfieran en la medicién, como es el caso de las hormonas de T3 y T4
(Schneider y Hallford, 1996); se obtuvo un coeficiente de variacion (CV) intra-ensayo
de 6.98% y un limite de deteccién de 0.2 ng mL-'. El criterio para la evaluacién de la
actividad reproductiva es: aquellas cabritas que tuvieran dos muestras consecutivas
de suero con niveles séricos de P4>1 ng mL-! se clasificaban como reproductivamente
activas considerando en dicho momento el inicio de la pubertad (Cushwa et dl.,
1992). Los andlisis hormonales fueron realizados en el laboratorio de endocrinologia
del Departamento de Ciencia Animal de la Universidad Estatal de Nuevo México,

E.U.A.

4.8 Analisis estadisticos

Los pesos corporales (PV) y la condicién corporal (CC) fueron evaluados mediante un
andlisis de varianza con un disefio completamente al azar con dos tratamientos de 10
y 8 unidades experimentales por tratamiento (AAE y CONT, respectivamente)
(Snedector y Cochran, 1967). Las concentraciones séricas de T3 mediante un ANOVA

con un disefio completamente al azar, con un arreglo de parcelas divididas para
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muestras repetidas en el tiempo (Gill y Hafs, 1971). El efecto de tratamiento fue
incluido en la parcela mayor utilizando el termino de cabra dentro de tratamiento
para calcular el error. El tiempo de muestreo y la interacciéon 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 considerd el procedimiento PDIFF, para probar sus diferencias mediante el
procedimiento LSMEANS del procedimiento GLM (PROC GLM) del SAS (Littell et al.,

1991).

4.8.1 Analisis de ji-cuadrada

El porcentaje de cabritas mostrando o no actividad ovdrica se compard con un
andlisis de ji2. El andlisis estadistico de los datos consideré un procedimiento
estadistico para tablas de frecuencia analizados por ji-cuadrada. Se analizé la
informaciéon de acuerdo a la distribucidon para datos categorizados, en tablas de

contingencia para prueba de homogeneidad de los tratamientos.

4.9 Modelos estadisticos

Modelo (a):

Yi=p+Ti+E;

Yi = La variable respuesta PV y CC de la j-ésima cabra con el i-ésimo

tratamiento.

1} = Media general.
Ti = Efecto del i-ésimo tratamiento; i = 1, 2 (AAE, CONT).
E;j = Error experimental de la j-ésima cabra asociado al i-ésimo

tratamiento  (~ NID, J=0, G2 e).
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Para evaluar el comportamiento de las concentraciones séricas de la hormona

triyodotironina (T3), se consideré el siguiente modelo:

Modelo (b):

Yuk

Ti
IDJ(l)
ti

T

Eijk

Yuk = M+ Ti + IDygy + tx + Tgky + Euk

Concentracién de Tz (ng mL') del i-ésimo tratamiento medida en la j-

ésima cabra

Media general

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

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

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

Efecto de la interaccién del i-ésimo tratamiento dentro del k-ésimo
tiempo de muestreo

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

k-ésimo tiempo de muestreo (~ NID, =0, 02 e)

Todos los andlisis se realizaron con el programa estadistico SAS (Littell et al.,

1991). Los valores reportados son las medias de minimos cuadrados * el error

estdndar de la media.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Resultados

5.1.1 Peso vivo y condicién corporal

En el cuadro 1 se muestran las medias de minimos cuadrados para peso vivo (PV, kg)
y condicién corporal (CC, unidades) para los 4 registros a través del experimento, en
las cuales no se observé diferencia (P>0.50) entre tratamientos para ambas

variables.

Cuadro 1. Medias de minimos cuadrados para el peso vivo (PV, kg), y
condicion corporal (CC, unidades) al final del experimento en cabras prepiUberes
(n=18) bajo condiciones naturales de luz en zonas aridas.

VARIABLE Glutamato Testigo P? EE2
PV (kg) 23.75° 22.76° 0.34 0.72
CC(1 ab) 3.69° 3.39¢ 0.06 0.11

P, nivel de significancia observado
2EE, error estdndar de medias de minimos cuadrados mds conservador
*Letras diferentes en la misma fila, indican diferencias estadisticas significativas P<0.05

5.1.2 Concentraciones séricas de T3 y porcentaje de pubertad

En el cuadro 2 se muestran las medias de minimos cuadrados de las concentraciones
séricas de T3 (ng mL1), observados a través del periodo experimental. El promedio
para los niveles séricos de T3 de dichas muestras en el presente estudio fue de 1.476
ng mL', observdndose diferencia (P<0.001) entre tratamientos para dicha
concentracién, en favor de las cabras suplementadas con glutamato.

Para la edad a la pubertad las cabras que recibieron glutamato iniciaron su

actividad reproductiva a una edad mas temprana (P<0.05) que el grupo testigo.
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Cuadro 2. Medias de minimos cuadrados para las concentraciones de T3 y el
porcentaje de cabras puberales (n=18) bajo condiciones naturales de luz en un
ambiente xérico.

VARIABLE Glutamato Testigo P! EE2
LES 1.559¢ 1.392b 0.0096 0.04
% Pubertad 75.00¢ 25.00° 0.05 36.0

P, nivel de significancia observado
2EE, error estandar de medias de minimos cuadrados mds conservador
*Letras diferentes en la misma fila, indican diferencias estadisticas significativas P<0.05

Las cabras suplementadas presentaron una pubertad mdés precoz (6.910.8 vs.
7.511.0 meses) y una mayor actividad ovérica (75% vs. 25%) respecto al grupo

control.

5.1.3 Induccion de la pubertad

De acuerdo al andlisis con ji-cuadrada, se efectué una prueba de homogeneidad de
tratamientos (AAE, CONT) y organizando la informacién en una tabla de contingencia
con el nimero de cabras inducidas a pubertad precoz, y el tratamiento, tomando
como no entrada a pubertad a 0 (< 1 ng mL! de P4) y entrada a pubertad 1 (> de
1 ng mL' de P4); para probar la hipétesis de que el tratamiento AAE tiene un efecto
significativo (P<0.05), con respecto al tratamiento control (CONT), en el inicio de la

pubertad a una edad mds temprana.
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Cuadro 3. Andlisis de Xi2 para el nomero de cabras que entraron a pubertad a
una edad mas temprana.

TRATAMIENTO 0] 1 >
Glutamato 3 7 10
Testigo 6 2 8
> 9 9 18

Existié diferencia (P<0.0691) entre tratamientos para induccién a la pubertad, por lo
que se dacepta la hipdtesis de que la administracion de glutamato, a cabras

prepuberales adelanta la edad a la pubertad.

5.2 Discusion

Los resultados del presente estudio establecen un papel importante del glutamato en
la interpretacidén de la informacién ambiental y la subsecuente regulacién del eje
neuroendocrino reproductivo al demostrar que la suplementaciéon de glutamato
promovié la pubertad de las cabras a una edad mds temprana, asi como diferencias
entre grupos con respecto a los niveles de Tz a favor del grupo que recibié
glutamato; ademds queddé demostrado que la investigaciéon de glutamato puede
proveer una herramienta para el entendimiento de cémo T3 afecta el eje hipotdlamo-
hipéfisis-génadas, independiente del ambiente.

Diferentes autores (van den Pol et al.,, 1990; Cicero et al., 1988) han determinado
que el glutamato es el neurotransmisor excitatorio mds dominante en el hipotdlamo, y
que tiene un rol significativo en el pico preovulatorio de GnRH. Bourguignon et al.,
(1989), Donoso et al., (1990), Gore et al., (1994), determinaron que la activacién de
los receptores NMDA estimulan la liberacién de GnRH en animales prepuberes y
puberes, teniendo como resultado la pubertad precoz en primates y ratas (Gore et

al., 1996), mientras que la administracién de bloqueadores de los NMDA retrasa el
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tiempo de la pubertad en ratas (Urbanski et al., 1990). Claypoo et al. (2000),
demostraron en experimentos que una sola inyeccidon intravenosa de NMDA, un
aminodcido excitatorio andlogo, incrementé la liberacién de GnRH en monos hembras
en la etapas previas, al principio y media puberal del desarrollo y la respuesta a
NMDA tendié a ser mayor en monos en pubertad media que en monos prepuberes.

Parent (2005), establece que el glutamato tiene un marcado efecto estimulador
sobre el eje reproductivo, particularmente en la pubertad, la cual se caracteriza por
una mayor sensitividad de GnRH a glutamato, asi como un incremento en la actividad
de la glutaminasa en el hipotdlamo, por lo que la regulacién glutamatérgica vy
GABAérgica de la secrecion de GnRH parece fuertemente interdependiente

alrededor de la pubertad.

Blache et al. (2006) menciona que las hormonas tiroideas tienen un rol en el control
de la reproduccién estacional en ovejas. Sin embargo, existe muy poca evidencia que
sugiera que las hormonas tiroideas son parte de la ruta de senalizacién relacionada
al balance energético y la reproduccién. Anderson et al. (2002) encontraron que las
hormonas de la tiroides estdn relacionadas con la declinacién dependiente de
esteroides de la frecuencia del pulso de LH que ocurre conforme los dias largos se
incrementan y que la tiroidectomia en el tiempo de méxima frecuencia impide esta
declinacién.

Moenter et al. (1991) sugieren un posible rol de las hormonas de la tiroides en el
ritmo anual de LH dependiente de esteroides, aunque esto no ha sido directamente
estudiado en la oveja. Segin Ojeda et al, (2006) la existencia de genes
funcionalmente conectados controlando el proceso puberal es consistente con el
concepto de que la pubertad estd bajo control genético y que las bases genéticas,
tanto de la normal y alterada pubertad, son poligénicas en lugar de especificas por

un solo gen.
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Estudios realizados por Schwartz et al. (1993) han demostrado un inesperado grado
de complejidad en la naturaleza de la asociacion de los receptores de T3 y el ADN
de genes blanco. Sefialando claramente miltiples interacciones posibles entre el
complejo receptor-T3 y otras proteinas que participan en el proceso de regulacién de
genes. Estas percepciones han proporcionado una base sélida para comprender las
diferencias en el nivel de efecto de las hormonas tiroideas en un tejido a otro, y
aunque la organizacién de esta red de genes aidn no esta definida, su existencia
concuerda con la nocién de que el comienzo de la pubertad es un proceso
determinado mediante la contribuciéon de varios genes (Krewson et al., 2004); por lo
que en su activacion probablemente estén influyendo las hormonas de la tiroides,
especificamente, Ts.

Arufe et al. (2002), demostraron que las concentraciones séricas de hormonas de la
tiroides y los niveles de la hormona estimulante de la tiroides estdn reguladas
mediante la neurotransmision de aminodcidos excitadores (AAE), ya que la
administracion de receptores antagonistas a glutamato como 6-ciano-7-
nitroquinoxalino-2,3-dion (CNQX) y dizocilpin (MK-801) produjo una disminucién en
los niveles de séricos de TSH y hormonas de la tiroides; y la administracién de
agonistas como lo son el dcido kainico y dcido domdico incrementaron las
concentraciones de TSH, mientras que CNQX bloqueé completamente la liberaciéon de
TSH inducida por dcido kainico y dcido domédico. Estableciendo una importante
funcién de los EAA enddgenos en la regulacién de la secrecién de hormonas del eje
pituitaria-tiroides.

Slebodzinski (2005) determiné una funcién directa de T3 en el desarrollo folicular
temprano, diferenciacién y capacidad esteroidogénica de las células de la
granulosa, funciones que son determinantes en el proceso de ovulacién y por
consecuencia en el inicio de la pubertad; esto debido a la presencia de hormonas de

la tiroides (TH) en el fluido folicular (FF) y la presencia del sistema ovdrico 5'-
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monodeyodinasa en FF capaz de generar Tz (generada en ovario) mediante
deyodacion del anillo externo de T4. Encontrdndose que en yeguas, la actividad del
sistema ovdrico 5'-monodeyodinasa (MD) y los niveles en fluido folicular de T3 son
mads altos durante el periodo ovulatorio que en el periodo no ovulatorio.

Reddy et al., (1990) demostré que la tiroidectomia o supresién de la funcién de la
gldndula tiroides en cabras hembras perjudicaba o abolia la funcién ovdrica normal,
lo que se explica por la posibilidad de que problemas en la funcién de la tiroides
puede afectar las respuestas de retroalimentaciéon de esteroides requeridas para la
generacién del pico preovulatorio de la hormona Iuteinizante (LH) (Webster et dl.,
1991; Anderson and Barrell, 1998).

A través de estudios en fisiologia ambiental, Nixon ef. al (1988) mostraron que el
verano calido causa una reduccién de la actividad de la gldandula tiroides, resultando
en una baja concentracién plasmdtica de las hormonas de la tiroides, lo que puede
deberse al efecto del calor sobre el eje hipotdlamo-pituitaria causando la reduccién
de la hormona liberadora de tirotropina para que el animal reduzca su metabolismo
basal (Khaled, 2004). Tal declinacién en la funcién de la tiroides puede algunas
veces reducir la fertilidad en los animales.

En resumen, parece probable que el tono inhibitorio de la liberacién de GnRH en la
etapa prepuber sea suprimido por la accién estimuladora del glutamato a nivel
neuronal, promoviendo una activaciéon precoz en el eje hipotdlamo-hipéfisis-ovario,
desencadenando la liberacién de GnRH con la subsiguiente secrecion de
gonadotropinas (LH, FSH) y su accién en el ovario promoviendo el inicio de la
actividad reproductiva en las cabras. Por otro lado, el glutamato a través de su
accién neurotransmisora tiene una funcién reguladora de la secrecién de la hormona
tirotropina (TSH) y las hormonas de la gléndula tiroides (T4, T3), las cuales han

demostrado tener un efecto directo en la funcionalidad del ovario, particularmente
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en el proceso de ovulaciéon promoviendo un mejor ambiente endocrino y estimulando
la secrecién de esteroides ovdricos.

Debido a que en condiciones de temperaturas ambientales altas se suprime la
liberacién de TSH, T4 y T3, lo que trae consigo una baja en la fertilidad, el glutamato
puede jugar un rol directo al promover un ambiente neural adecuado, suprimiendo el
efecto ambiental, permitiendo e incrementando la secrecién de hormonas de la
tiroides, especificamente Tz para que ésta actie como un modulador metabdlico de
accion directa en el ovario y un elemento sinérgico involucrado en el proceso que
desencadena el inicio de la pubertad. Esto demuestra que el glutamato promueve
cambios neuronales en los sistemas endocrinos y metabdlicos a través de la etapa

prepuber que posibilitan el inicio de la pubertad en ambientes extremos.
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Posible mecanismo de accién por el cual el glutamato a través de dos rutas (a-d) y
(e-h) puede estimular el inicio temprano de la pubertad en cabras. (a) La estimulacién
de glutamato en el hipotdlamo a través de la activacién de sus receptores en los

neurones de GnRH, promueve la liberacion de la hormona liberadora de

86



gonadotropinas (b) (GnRH) la cual estimula la gldndula pituitaria y (c) la subsiguiente
secrecion de gonadotropinas (LH y FSH) que tienen su accién en el ovario
promoviendo el inicio de la actividad reproductiva =Pubertad; por otro lado, el
glutamato a través de su accidon neurotransmisora (e) estimula la liberacién de
tirotropina (TSH), la cual a través de su enlace a receptores en la gldndula tiroides
(f) activa la liberacién de hormonas de la tiroides (g) (especificamente T3) que del
mismo modo a través de sus receptores a nivel folicular (h) llevara acabo sus efectos
para promover un ambiente endocrino y estructural adecuado en el ovario, como
factor sinérgico para el inicio temprano de la actividad reproductiva =Pubertad.

El papel del ambiente animal en el esquema de produccién serd mds importante en
el futuro, por lo que el impacto de las distintas variables ambientales en la
produccion animal deberd ser bien identificado y en cierta medida deberd
predecirse con exactitud el nivel de rendimiento de los animales expuestos a
diferentes combinaciones de estimulacion ambiental, ya que el futuro de la
producciéon animal dependerd en gran medida de la capacidad para integrar todos
los factores de manejo y el medio ambiente animal con un enfoque de sistemas para
la producciéon animal. Por lo tanto el futuro incluird animales que genéticamente sean

tolerantes a los efectos de los factores de estrés medioambientales.

87



VL. CONCLUSIONES

La aplicaciéon endovenosa de 7 mg kg! dos veces por semana de glutamato
en cabras prepuberales, promovié el inicio mds temprano de la pubertad,
posiblemente a través de la sefializaciéon de una ruta no dependiente de

gonadotropinas.

La administraciéon de glutamato promovié un incremento en los niveles de
triyodotironina (T3), los cuales probablemente influyeron de manera positiva
con el proceso del comienzo de la pubertad, a nivel (fisiolégico,
especificamente en el ovario, debido a la presencia de receptores a T3,
promoviendo posiblemente un mejor ambiente para el desarrollo folicular y la

mayor produccién de estrégenos.

La aplicacién de glutamato permite adelantar la pubertad de las cabras, e
inducirlas a concebir en periodos precisos del afio, fuera de la estacién
reproductiva y en periodos climdticos criticos del ano, para lograr el éxito

reproductivo y productivo de cabras en zonas dridas.
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