UNIVERSIDAD AUTONOMA CHAPINGO
UNIDAD REGIONAL UNIVERSITARIA DE ZONAS ARIDAS

SUPLEMENTACION DE GLUTAMATO, INICIO DE
PUBERTAD Y METABOLITOS SANGUINEOS EN CABRAS:
PROTEINA TOTAL Y UREA

TESIS

QUE COMO REQUISITO PARCIAL
PARA OBTENER EL DOBLE GRADO DE:

MAESTRO EN CIENCIAS

EN RECURSOS NATURALES Y MEDIO AMBIENTE EN ZONA!
(UACH-URUZA, MEXICO) N

MASTER EN ZOOTECNIA Y GESTION SOSTENIR:

GANADERIA ECOLOGICA E INTEGRADA
(UCO-IDEP, ESPANA)

PRESENTA

MA. GUADALUPE CALDERON LEYVA

CORDINACION DE POSGRADO
Bermejillo, Durango, México. Abril, 2013,




SUPLEMENTACION DE GLUTAMATO, INICIO DE PUBERTAD Y METABOLITOS
SANGUINEOS EN CABRAS: PROTEINA TOTAL Y UREA

Tesis realizada por Ma. Guadalupe Calderén Leyva bajo la direccion del Comité Asesor,
aprobada y aceptada como requisito para obtener el grado de:

Maestro en Ciencias en Recursos Naturales
y Medio Ambiente en Zonas Aridas

Director

Dr. César A. Meza Herrera
Universidad Auténoma Chapingo - URUZA, México.

Asesor \ —

Dr. Frgn’cisco Gerardo Véliz Déras
Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro. México.

NS

Asesor s 3
mfael Rodriguez Martinez
Universidad Autohoma Agraria Antonio Narro. México.
» <7 7}
/;"// Ax"!/
/// s #
rd /’
Asesor 3 f/'
Dr. Anton R. Garcia Martinez
Universidad de Cordoba—IDEP, Espaiia.
Asesor

Dr. Juan M. Serradilla Manrique
Universidad de Cordoba—IDEP, Espafia.

Bermejillo, Durango, México. Abril, 2013



SUPLEMENTACION DE GLUTAMATO, INICIO DE PUBERTAD Y METABOLITOS
SANGUINEOS EN CABRAS: PROTEINA TOTAL Y UREA

Tesis realizada por Ma. Guadalupe Calderén Leyva bajo la direccion del Comité Asesor,
aprobada y aceptada como requisito para obtener el grado de:

Maestro en Ciencias en Recursos Naturales
y Medio Ambiente en Zonas Aridas

Master en Zootecnia y Gestion Sostenible:
Ganaderia Ecoldgica e Integrada

Director
Dr. César A. Meza Herrera
Universidad Auténoma Chapingo - URUZA, México.
Y
777
o
,f/ : _,"/"/ ,"/ a
Asesor LSS
Dr. Anton R. Garcia Martinez
Universidad de Cérdoba — IDEP, Espafia.
Asesor

Dr. Juan M. Serradilla Manrique
Universidad de Cérdoba — IDEP, Espania.

Sy F
Asesor O W%

Dr. F—%ci‘sgc; Gerardﬂéﬁ;’ﬁeras

Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro. México.

Asesor J\ ’\/‘M]‘

Dr Ra ael Rodrlguez Martinez
Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro. Meéxico.

Bermejillo, Durango, México. Abril, 2013



UNIVERSIDAD B CORDOBA

Fernando Mazo Romero, Secretario del Instituto de Estudios de Postgrado, por delegacion de firma
del Excmo. Sr. Rector Magfco. de la UNIVERSIDAD DE CORDOBA, por resolucion de 25 de
febrero de 2011,

CERTIFICA: que Diia. Maria Guadalupe Calderén Leyva, nacida el 17 junio de 1985, en Pinos,
de nacionalidad mejicana, con DNI (o pasaporte) nimero G10214627 ha superado en esta
Universidad, con fecha junio de 2012 los estudios que conducen al titulo universitario de

Master Universitario en Zootecnia y Gestion Sostenible: Ganaderia Ecolégica Integrada

Y ha abonado los derechos de expedicion del titulo, en fecha de 12 de marzo de 2013, que esta en
tramite de expedicion.

Y para que conste y surta los mismos efectos del titulo con cardcter provisional hasta que ¢ste se
edite, expide la presente certificacion, en Cérdoba, a 13 de marzo de 2013.




Master en Zootecnia y /&

Gestion Sostenible:

"‘7. R 1 Eetidios ' Ganaderia ecoldgica
de Postgrado ey M2 e integrada

UNIVERSIDAD DE CORDOBA

TRABAJO FIN DE MASTER. ACTA DE EVALUACION

Master Universitario en: ZOOTECNIA Y GESTION SOSTENIBLE, GANADERIA
ECOLOGICA E INTEGRADA

Alumno/a: M? Guadalupe Calderén Leyva
DNI: G04085159

Titulo del Trabajo Fin de Master: SUPLEMENTACION DE GLUTAMATO, INICIO DE
PUBERTAD Y METABOLITOS SANGUINEOS EN CABRAS: PROTEINA TOTAL Y
UREA

Tutor/a: DR. D. CESAR ALBERTO MEZA HERRERA Y DR. D. ANTON GARCIA
MARTINEZ

TRIBUNAL EVALUADOR:

(De 3 a 5 miembros)
(Si algun miembro del tribunal no es de la UCO, indicar procedencia)

Presidente/a: JUAN VICENTE DELGADO BERMEJO
Secretario/a: RAQUEL ACERO DE LA CRUZ
Vocal: JOSE MANUEL PEREA MUNOZ

CALIFICACION NUMERICA (0-10): 9

CALIFICACION ALFABETICA: SOBRESALIENTE

Cordoba, 18 de OCTUBRE de 2012

Fdo.: Jos




Se hace patente un reconocimiento al apoyo recibido

para el desarrollo de la presente investigacion:

Al Programa de Becas Nacionales CONACYT 2011-2012.

Al Programa de Becas Mixtas en el Extranjero, para Becarios CONACYT
Nacionales 2011-2012.

Programa de Maestria en Ciencias en Recursos Naturales y Medio Ambiente en
Zonas Aridas 2011-2012 (UACh-URUZA).

Direccion General de Investigacion y Posgrado de la Universidad Autonoma
Chapingo.

Instituto de Estudios de Posgrado de la Universidad de Cordoba Esparia (IDEP-
uco).

vi



DEDICATORIA

A mis padres Victor Calderon y Espedita Leyva

A mis hermanos mayores y sus familias Heriberto, Juan, Irene, Gloria y Verodnica

A mis hermanos pequenos Luis, Carlos y Victor

Por ser mi guia, mi luz, mi fuerza, mis motivos, mi refugio, mi todo...Por los
momentos compartidos que al recordarlos en mi soledad me hacen reir y lloravr.

Vi



AGRADECIMIENTOS

A Dios, por las todas las bendiciones otorgadas.

A la Unidad Regional Universitaria de Zonas Aridas (URUZA) por acogerme una vez
mads.

Al Dr. Cesar A. Meza-Herrera por dirigir esta tesis, por depositar su confianza para la
obtencion de la doble titulacion y por inculcarme el siempre ver mas alla. A los
Doctores Antén R. Garcia, Juan Manuel Serradilla, Francisco G. Véliz y Rafael Rodriguez
por asesorar y contribuir en el presente trabajo.

A los Profesores del programa de posgrado por compartir sus conocimientos,
experiencia y buenos ratos, en especial al Dr. Ricardo Trejo gracias por sus buenos
consejos.

A mis amigos y comparieros de generacion con quien vivi muchas aventuras, comparti
alegrias y tristezas Maria, Laura, Luis, Rosario, Mali, Oli, Cinthia, Anai, Mariana, Julio y
Diana. Procuren no perder su buen sentido del humor...

A Margarita Avila que nos contagia con su buen humor y ha sabido ser una buena
amiga que escucha y aconseja.

A Ricardo Vicente mi gran amigo que a pesar de la distancia procuras estar cuando te
necesito (siempre...).

A Concepcion Guerra, Don Adrian Guerra, Lupita Guerra y su esposo Roberto Sdnchez
por considerarme y hacerme sentir parte de su familia.

A Lauro Ibarra por estar conmigo cuando inicie ayuddndome a contrarrestar
momentos dificiles y a Fabidn Rosales por corregir mi tesis, por ser un buen amigo y
por motivarme para dar el siguiente paso.

A mis padres y hermanos por su apoyo incondicional y por no cortarme las alas.

Podria escribir muchas mds cosas lindas de cada uno de los mencionados pero seria

casi como hacer otra tesis, hay mucho que decir. Gracias por ser parte de una etapa
importante en mi vida.

viii



SUPLEMENTACION DE GLUTAMATO, INICIO DE PUBERTAD Y METABOLITOS
SANGUINEOS EN CABRAS: PROTEINATOTAL Y UREA

GLUTAMATE SUPPLEMENTATION, ONSET OF PUBERTY AND BLOOD
METABOLITES IN GOATS: TOTAL PROTEIN AND UREA

!Ma. Guadalupe Calderdn-Leyva y ?César A. Meza-Herrera

RESUMEN

Se evaluo el efecto de la suplementacion de glutamato
sobre el inicio de la pubertad y la posible unién en los
cambios de las concentraciones séricas de proteina
total (PT) y urea (U). El estudio se llevo a cabo en
cabras prepuberes (n=18; 3 meses de edad, 7/8
Saanen-1/8 Criollo), divididas aleatoriamente en dos
grupos experimentales: 1) Aminoacido excitador
(AAE, n=10; 16.52+1.04 kg de peso vivo (PV),
3.4+0.12 unidades de condicién corporal (CC)),
recibié una infusién endovenosa de 7 mg kg™ de L-
glutamato y 2) el grupo control (CONT, n=8;
16.1+1.04 kg de PV, 3.1+0.12 unidades de CC),
recibi6 una infusion salina. Se evaluaron las
concentraciones séricas de PT, U y progesterona (P4).
Los promedios finales para PV (23.2+0.72 kg), CC
(3.37£0.10 unidades), y las concentraciones séricas
globales para PT (65.28 + 2.46 mg mL™) y U
(23.42+0.95 mg mL™) no difirieron (P>0.05) entre
tratamientos. Ademas, los niveles séricos para PT y U
no difirieron (P>0.05) a través del tiempo entre
tratamientos. Sin embargo, se observé un efecto de
tratamiento (P<0.05) respecto al inicio (2079 vs.
225+12 dias) y el porcentaje (70 vs. 25%) de cabras
mostrando pubertad en favor del grupo AAE. Los
resultados confirman que la administracion exdgena
de glutamato promovi6 un inicio precoz asi como una
mayor porcentaje de pubertad en cabras. Lo anterior
sugiere que dicho escenario fisiologico pareciera
involucrar un mecanismo independiente de proteina
total asi como un posible efecto directo del glutamato
en la activacion del eje hipotaldmico-hipofisial-
gonadal en cabras peripuberes.

Palabras clave: pubertad, glutamato, metabolitos
sanguineos, proteina total, urea.

! Tesista
2 Director

ABSTRACT

The effect of glutamate supply upon the onset of
puberty and possible links to changes in serum
concentrations of total protein (TP) and urea (U) was
evaluated. The study was conducted in prepuberal
female goats (n = 18; 3 mo. old, 7/8 Saanen-Alpine,
1/8 Criollo) randomly assigned to two experimental
groups: 1) Excitatory amino acids group (AAE, n =
10; 16.52+1.04 kg live weight (LW), 3.4+0.12 body
condition score (BCS)) receiving an intravenous
infusion of 7 mg kg-! live weight of L-glutamate, and
2) Control group (CONT, n = 8; 16.1+1.04 kg LW,
3.1+0.12 BCS) receiving saline. The content of serum
TP, U and progesterone (P4) was evaluated. The
general average for LW (23.2+0.72 kg), BCS
(3.37+0.10 units), and global averages for serum TP
(65.28 + 2.46 mg mL™) and U (23.42+0.95 mg
mL™) did not differ (P> 0.05) among treatments. In
addition, serum TP and U did not differ (P>0.05)
across time between treatments. However, a treatment
effect (P <0.05) was detected regarding both the onset
(20749 vs. 225+12 days) and the percentage (70 vs.
25%) of females showing puberty, favoring to the
AAE group. These results confirm that exogenous
administration of glutamate promotes an earlier onset
while an increased percentage of puberty in goats. The
last suggest that such physiological scenario seems to
involve a total protein-independent mechanism while
a possible direct effect of glutamate supplementation
as activator of the hypothalamic-hypophyseal-
gonadal axis in peripuberal goats.

Keys Words: puberty, glutamate, blood metabolites,
total protein, urea.
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I.  INTRODUCCION

Para optimizar el comportamiento reproductivo, se requiere de una apropiada
estrategia de seleccion en la produccién de pequefios rumiantes. Las hembras jovenes
tienen que ser suficientemente maduras para iniciar la reproduccion en un momento
optimo del afio, de esta forma sus crias naceran en una estacion mas favorable para su
crianza y supervivencia (Valasi et al., 2012). El norte de México, regién arida y semiarida
concentra la mayor produccién caprina del pais y presenta limitaciones ambientales
como son la estacionalidad reproductiva paralelo a un inadecuado balance de nutrientes,
principalmente de proteina y energia, lo cual se refleja en bajas condiciones corporales
(Mellado y Valdés, 1998; Meza-Herrera et al., 2004). Tanto el estado metabdlico como la
disponibilidad de nutrientes son algunos de los principales factores ambientales
necesarios para el establecimiento de la funcion reproductiva (Meza-Herrera, 2008;
Gonzalez-Bulnes et al., 2011). Dicho estado metabolico asi como las alteraciones que
afectan la particion de nutrientes y el apetito, son regulados por una serie de
interacciones complejas entre las concentraciones sanguineas de hormonas metabdlicas

y el perfil de metabolitos sanguineos.

Muchas de las hormonas metabdlicas y los nutrientes que pueden ayudar a
mantener la homeostasis también afectan el sistema reproductivo (Scaramuzzi et al.,
2006; Gonzalez-Bulnes et al., 2011), promoviendo alteraciones importantes en la
sensibilidad del eje hipotalamo-hipofisis-gonadas, caracterizadas por cambios que estan
asociados, ya sea con la activacion o inhibicion en la sintesis y secrecion de la GnRH

(Meza-Herrera et al., 2004 y 2007; Lopez-Medrano et al., 2009).



Para maximizar el éxito reproductivo en condiciones marginales de alimentacion,
el sistema endocrino regula los mecanismos internos y trata de alinearlos respecto
cambios en el medio ambiente externo; primero, mediante cambios en la anatomia y
fisiologia reproductiva, y posteriormente, en el comportamiento reproductivo. Un grupo
importante de hormonas esta involucrado en esta regulacién, pero el iniciador comun es
la GNRH, cuyo patron de pulsatilidad constituye la unién clave entre la percepcion de las
condiciones ambientales por el cerebro y el sistema reproductivo. La actividad de este
sistema neuronal es controlado a su vez por diferentes sistemas neurotransmisores,
siendo un incremento en la neurotransmision glutamatérgica, el principal evento
excitador que estimula el inicio de la pubertad (Brann y Mahesh, 1997; Meza-Herrera,

2008).

Dentro del SNC, una de las funciones adicionales del glutamato es la de producir
cambios en la actividad metabdlica, la expresion génica y la sintesis de proteinas (Meza-
Herrera, 2008). Los requerimientos de proteina para el crecimiento y eventos
reproductivos tal como la pubertad, son muy importantes y significativos en el contexto
de la utilizacién de la energia corporal (Meza-Herrera et al., 2004; Scaramuzzi et al.,
2006; Gonzalez-Bulnes et al., 2011). Bajos niveles de proteina en la dieta promueven
una reduccion en la ganancia de peso, ejerciendo un efecto inhibitorio sobre la sintesis y
liberacion de LH por parte de los gonadotropos pituitaricos. Por lo anterior, los niveles
séricos de proteina podrian ser importantes moduladores de los procesos neuronales que
promueven el incremento en los niveles de GnRH durante la pubertad (Meza-Herrera,

2008).



Il.  HIPOTESIS Y OBJETIVO

2.1.  Hipotesis

La suplementacion de glutamato promueve tanto un mayor porcentaje como un
inicio mas temprano de la pubertad, y tal escenario esta positivamente relacionado con el
aumento de los niveles de proteina y con la disminucién de los niveles de urea en el

Suero sanguineo.

2.2.  Objetivo

Evaluar el efecto de la suplementacion de glutamato sobre el inicio de la
pubertad y su posible accion en la modificacion de los niveles séricos de proteina total y
urea, como indicadores metabdlicos asociados al inicio de la funcion reproductiva en

cabras.



I1l.  REVISION DE LITERATURA

3.1. Importancia de la produccién caprina

La cabra es de gran relevancia econdémica para los pequefios productores,
especialmente en zonas ecoldgicamente marginales, como tierras de secano y montafias,
donde no pueden mantenerse facilmente otros animales domésticos, y es una de las
especies mas utiles al hombre, desempefiando funciones muy variadas, exhibiendo una
capacidad de adaptacion Unica para su cria en ambientes dificiles, por lo que se dice que
es el animal domesticado que posee el habitat de mayor rango ecologico (Aréchiga et
al., 2008). Asi, con predominio de las zonas aridas, esta especie se desarrolla desde los
desiertos hasta las montafias, en terrenos abruptos, alimentadas con hojas de arbustos y
otras especies vegetales que no pueden ser utilizadas por otros rumiantes (ACPA, 2005;

Aréchiga et al., 2008 y FAO, 2010).

El &mbito arido y semiarido del norte de México es propicio para el desarrollo de
la caprinocultura. En esta region se encuentra el 80% del inventario caprino nacional que
se constituye en un sistema que tiene como propasito la produccion del cabrito y leche;
es una explotacion en su mayoria extensiva, que se basa en el aprovechamiento del
agostadero y la utilizacion de esquilmos agricolas, principalmente de rastrojo de maiz

(Mellado y Valdés, 1998; Escarefio et al., 2012).

Las cabras son animales multipropdésito, ya que producen carne, leche, pieles,
pelo, y a su estiércol se le considera un excelente abono organico. La décima parte de

toda la leche consumida en el mundo proviene de las cabras y en ciertas zonas es la
4



Unica fuente lactea, en algunas regiones del Asia, la India, Africa y el Caribe,
constituyen el mas importante abastecedor de carne roja (FAO, 2010). En el
Mediterraneo, un cuarto de la poblacién pecuaria esta representada por la cabra, que se
utiliza para la produccidén de leche fresca, yogur y queso (ACPA, 2005; Aréchiga et al.,

2008).

Los estimados de la poblacion mundial de cabras indican aproximadamente 617
millones de cabezas, localizadas el 65.9% en Asia, el 27.4% en Africa, el 3.5% en
Europa y 3.0% en América. En general, un 97.3% de las cabras del mundo estan en los
paises pobres (FAOSTAT, 2011). México es clasificado como uno de los principales
productores de cabras en el continente Americano, a nivel mundial ocupa el lugar
numero 18 en la produccion de leche y el nimero 17 en la produccion de carne. Aungue
México es uno de los paises con la méas alta produccién de leche de cabra, no existe
informacién disponible con respecto a la calidad de la leche en los sistemas de
produccién de cabras lecheras (Escarefio et al., 2012). En los sistemas de produccién
caprina participan principalmente productores ejidatarios, su economia depende
principalmente de lo que surten de cabrito a la industria restaurantera nacional, y de

leche a la industria procesadora de dulces y queso (Mellado y Valdés, 1998).

3.2.  Generalidades y comportamiento productivo/reproductivo de las cabras
Para el productor es de extraordinaria importancia conocer los principales
eventos que definen el comportamiento reproductivo de su rebafio. Dentro de ellos se
citan la aparicion de la pubertad y los factores que la determinan, el ciclo estral, el parto
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y el reinicio de la actividad ovarica posparto, ya que estan directamente relacionados con
la eficiencia reproductiva que se logra en el proceso productivo, como premisa para
alcanzar la eficiencia econdmica (ACPA, 2005). La eleccion de una apropiada estrategia
en la produccion optimiza el comportamiento reproductivo; una consideracion
importante para este objetivo es la seleccion de hembras prepuberes y machos para el
remplazo de animales. Esto esta basado en el potencial productivo-reproductivo asi
como en la integridad estructural de los remplazos seleccionados. Considerando la
diversidad entre razas, la época de partos y la época de empadre de los pequefios
rumiantes, el inicio de la pubertad es también crucial para determinar la eficiencia
reproductiva de los animales, por que influye sobre la edad al primer parto (Valasi et

al., 2012).

La seleccidn de animales jovenes para remplazo nacidos antes del mes de junio,
para el empadre durante el siguiente otofio, ofrece la ventaja de tener un periodo corto
del nacimiento al apareamiento, con minimos costos de mantenimiento (Valasi et al.,
2006; Keisler, 2007). Las hembras jovenes tienen que ser suficientemente maduras para
iniciar la reproduccién en un tiempo éptimo del afio, asi sus crias pueden nacer en una

estacién mas favorable para su supervivencia y nutricion.

Los corderos y cabritos nacidos en el invierno o primavera, alcanzan la pubertad
durante el siguiente otofio, a una edad més joven que aquellos nacidos en otofio, los
cuales llegarian a la pubertad una edad de 10-12 meses. También, aquellas crias nacidas
hacia el final de la primavera, podrian no alcanzar la pubertad en el siguiente otofio,
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debiendo esperar hasta la siguiente época de empadre. Lo anterior, retrasaria el inicio de
la ovulacion en estas crias debido al efecto del fotoperiodo que induce o retarda la
sensibilidad del hipotalamo para percibir una retroaccion positiva del estradiol gonadal
que permita el desarrollo de la oleada de secrecion o el pico preovulatorio de LH

(Foster, 1994).

3.2.1. Fotoperiodo

En todas las especies, se puede lograr un balance reproductivo con estrategias
basadas, tanto en eventos reproductivos oportunistas como en eventos reproductivos
estacionales, determinados por interacciones complejas dadas por sefiales fotoperiodicas,
sociales y nutricionales (Delgadillo, 2005). En pequefios rumiantes, la estacionalidad
reproductiva, conduce al desarrollo de mecanismos especializados en la deteccion de
sefiales ambientales que permiten determinar el momento dptimo para la reproduccién
(Arroyo, 2011). Las cabras exhiben marcada estacionalidad reproductiva y el
fotoperiodo es la primer sefial medioambiental para la regulacién de la reproduccion
(Delgadillo, 2005) y es el factor ambiental méas repetible y con variabilidad nula entre

anos.

De esta forma, la sefial medioambiental dominante afecta la estacion de empadre
en pequefios rumiantes, debido al cambio anual del largo del dia (reproductores de dias
cortos) (Delgadillo, 2005), asi, el anestro estacional ocurre cuando el largo del dia se

incrementa, y este periodo es asociado con una ausencia de la actividad reproductiva.



Asi es como la duracion de las horas luz sincroniza el ciclo reproductivo anual de los

reproductores estacionales (Arroyo, 2011).

Las ovejas y cabras detectan las variaciones anuales en la duracion del
fotoperiodo utilizando una compleja red neural a nivel central, y transformando la sefial
luminosa en una sefial hormonal a través de la sintesis y secrecion de melatonina
(Mapaux et al., 1999; Barrell et al., 2000; Arroyo, 2011). En este mecanismo, la luz es
captada en el ojo, a través de la retina, la sefial luminosa se transforma en una sefial
eléctrica que es conducida de la retina al hipotdlamo por medio del tracto
retinohipotalamico; en el hipotadlamo, el ndcleo supraquiasmatico capta la sefial y
posteriormente se transfiere al ndcleo paraventricular; finalmente al cerebro posterior,
especificamente al ganglio cervical superior. En este punto, la sefial eléctrica se
transforma en una sefial quimica; el ganglio cervical superior libera noradrenalina, la
cual es captada por receptores a y [ adrenergicos en la membrana celular de los
pinealocitos, se induce la sintesis de la N-acetil-transferasa, enzima fundamental en la
sintesis de melatonina (Arendt, 1998); de esta manera, a partir del triptéfano, la hormona
se sintetiza en los pinealocitos de la glandula pineal durante las horas de oscuridad; la
duracion de la secrecion varia a lo largo del dia actuando como la expresion

neuroquimica de tiempo (Malpaux et al., 2002; Meza-Herrera, 2012).

La menor duracion en la secrecion de melatonina durante los dias largos, permite
la sintesis de dopamina e induce el anestro estacional. Durante los dias cortos, la mayor
duracion en la sintesis y secrecion de melatonina inhibe la produccion de dopamina, con
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el subsecuente restablecimiento de la actividad estral y la ovulacion (Viguié et al., 1997,
Malpaux et al., 1999; Delgadillo, 2005). Durante esta etapa fisiologica, el estradiol
ejerce un efecto de retroalimentacion negativa, su concentracion es basal y actua en el
nucleo A15, al parecer en procesos neurales GABA cuyo origen es el area preodptica. En
el nucleo A15, el GABA bloquea la actividad de las neuronas dopaminérgicas; el efecto
del estradiol es bloquear la liberacion del GABA en este nacleo, con lo cual aumenta la
actividad de las neuronas dopaminérgicas y la dopamina actua en las neuronas GnRH e
inhibe la frecuencia de pulsos de esta hormona y de LH. EI modelo de sintesis de
melatonina permite que ocurran estos eventos fisioldgicos, ademas de que factores
nutricionales o sociales también pueden estar implicados en la regulacién de la
ovulacion (Figura 1) (Arroyo, 2011).
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Figura 1. Control neuroendocrino del anestro estacional en la oveja (Tomado de Arroyo,

2011).



En el hemisferio norte, la frecuencia de ovulaciones y el comportamiento
reproductivo en las cabras presentan un largo periodo de inactividad sexual o anestro
estacional, variando dramaticamente en los meses de marzo a septiembre, aun cuando se
mantenga una buena condicién corporal, reiniciando la actividad sexual durante los
meses de octubre a enero (Figura 2) (Delgadillo, 2005; Hernandez-Valenzuela et al.,

2009; Arroyo, 2011).

100+
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Figura 2. Comportamiento reproductivo de las cabras a través del afio (Tomado de
Hernandez-Valenzuela et al., 2009).

3.3. Lapubertad

La pubertad define el inicio de la vida reproductiva de los animales, es un
proceso gradual y progresivo que aparece en la etapa del individuo con un desarrollo
corporal y de los 6rganos genitales y los caracteres sexuales secundarios, caracterizado
por un marcado incremento en el nivel de las gonadotropinas, pudiendo ser este proceso
espontaneo o inducido lo mas pronto posible, siendo de fundamental importancia que
ocurra lo mas temprano posible para abreviar el periodo pre-reproductivo de los

animales (ACPA, 2005). Desde un punto de vista préactico, la pubertad de las hembras es
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en la edad en la cual pueden soportar el termino de la prefiez, mientras que para los
machos, es la edad cuando el contenido eyaculado contiene un numero de
esparmatozoides adecuado para una fertilizacion exitosa (Valasi et al., 2012). Sin
embrago, la gran variabilidad entre individuos en el inicio y progresion de la pubertad,
indica que no es una funcion simple de edad cronoldgica, mas bién, es un proceso
complicado, afectado por un gran nimero de factores internos y externos que dependen
de la jerarquia e interaccion de diferentes sefiales, para permitir o inhibir el proceso de
un adelanto en el inicio de la pubertad (Meza-Herrera, 2008; Valasi et al., 2012). El
conocimiento de la forma de como estos factores interactuan, podria llevar a la
aplicacion de estrategias para incrementar el tiempo de vida reproductiva y el
comportamiento productivo de los pequefios rumiantes (Ebling, 2005; Valasi, et al.,

2012).

En corderas, el inicio de la pubertad depende mayormente de tres factores: 1)
edad de los animales, entre 6-12 meses dependiendo de la raza y mes de nacimiento, 2)
apropiada estacion del afio, que ocurra dentro del periodo reproductivo de cada raza, y 3)
tamano, peso corporal y estado metabdlico. Bajo condiciones de campo, los animales de
remplazo no siempre cumplen las condiciones anteriores y, por tanto, no se reproducen
dentro de un mismo afio o estacion reproductiva (Keisler, 2007). Asimismo, los sistemas
neurotransmisores y neuromoduladores que impactan sobre la red secretora de GnRH,
transmiten informacion sobre sefiales tanto internas como externas, fotoperiodo, estacion

de nacimiento, metabolismo, nutricion, sefiales sociales con animales machos o
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hembras, que influyen sobre el mapa genético y la funcion del sistema secretorio de

GnRH (Valasi et al., 2006; Meza-Herrera, 2008).

3.3.1. Activacion del eje hipotalamo-hipofisis-génadas en la pubertad

La pubertad es desde una perspectiva neuroendocrina, la reactivacion del sistema
de secrecion de la GnRH como mensajero primario involucrado en la maduracién
sexual, llevandolo a un sistema de secrecion interrumpido, incrementando el pulso para
estimular la secrecion prepuberal de gonadotropinas y a su vez, la actividad gonadal
mediante el incremento en la amplitud y frecuencia en los pulsos de LH y FSH (Ebling,
2005; Ojeda et al., 2006; Meza-Herrera, 2008). Durante la pubertad, los cambios en el
patron de liberacion de GnRH estan bajo el control de mecanismos dependiente e
independiente de esteroides. EI mecanismo dependiente de esteroides involucra cambios
en la sensibilidad de los esteroides gonadales de la retroalimentacion negativa para la
regulacion de las neuronas de GnRH. Aunque la habilidad para la liberacién de los
pulsos de GNRH de alta frecuencia es inherente a una edad temprana, esto no se expresa
completamente por la presencia de esteroides gonadales y la gran sensibilidad del
sistema de la GnRH para éstos. Asi, el tiempo a la pubertad decrece la sensibilidad de
los esteroides gonadales para permitir un incremento en la frecuencia del pulso de GnRH
(Suttie et al., 1998; Foster, 1994; Meza-Herrera et al., 2009). En estos importantes
cambios en las gonadotropinas, subyace claramente la pubertad incrementando la
frecuencia del pulso, que pareciera ser la clave determinante de la funcion reproductiva.

Sin embargo, existen diferencias sexuales en la sensibilidad del sistema GnRH por la
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inhibicién de los esteroides, por lo cual se genera un tiempo diferente del inicio de la

pubertad en hembras y machos (Claypool y Foster, 1990).

El control de la secrecion de LH es programado prenatalmente, pero el
mecanismo de LH es suceptible de promover la programacion del estradiol post-natal en
hembras (Jackson et al., 2009). Al respecto, se ha propuesto que las neuronas de GnRH
estan razonablemente maduras al nacimiento; sin embargo, conforme inicia el proceso
de crecimiento, se suprime su liberacion pulsatil. En efecto, en rumiantes existe un
incremento en la actividad gonadotrdpica en la etapa temprana posterior al nacimiento,
el cual genera un incremento en el desarrollo de foliculos antrales en el ovario. Sin
embargo, no se comprende aun del todo la regulacion endocrina de ésta estimulacién del

sistema folicular del ovario (Rawlings et al., 2003; Meza-Herrera et al., 2009).

3.3.2. Estado metabdlico y control de los sistemas neuroendocrinos a la
pubertad

La reproduccion es una funcién de alta demanda metabolica que requiere niveles
suficientes de reservas de energia para continuar. Esto, debido al elevado gasto de
energia durante la gestacion y la lactancia, es mas evidente en las hembras mamiferas,
mientras que en los machos, aunque los requerimientos nutricionales son
comparativamente menores, la funcion reproductiva también es sensible a las
condiciones de estrés metabdlico (Roa et al.,, 2011). En efecto, tanto el estado

metabolico como la disponibilidad de nutrientes, son algunos de los principales factores
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ambientales necesarios para el establecimiento de la funcion reproductiva (Scaramuzzi

et al., 2006; Meza-Herrera et al., 2009; Meza-Herrera y Tena-Sempere, 2012).

La afirmacion de que la aparicion de la pubertad depende criticamente de las
reservas corporales adecuadas de energia, ha sido conocida desde la antigliedad, sin
embargo, el sustrato neuroendocrino para la regulacién metabolica de la pubertad y la
fertilidad apenas ha comenzado a revelarse recientemente (Roa et al., 2010). Por lo
tanto, un mayor entendimiento de los mecanismos del sistema, puede permitir el
desarrollo de métodos para modificar la intensidad de la activacion de la estimulacién
nutricional del hipotadlamo, incrementando la habilidad para modular la reproduccion

(Dunn 'y Moss, 1992).

En muchas especies animales, el déficit de nutrientes causa perturbaciones en la
secrecion de hormonas gonadotrépicas, tanto en animales inmaduros como en
mamiferos adultos (Meza-Herrera, 2008; Gonzalez-Bulnes et al., 2010). En general,
cuando se consideran todas las reacciones metabolicas necesarias para la reproduccion,
el efecto neto de entradas positivas y negativas puede ser lo suficientemente positivo
para inducir un umbral potencial para la despolarizacién neural que causa la liberacién
de GnRH. Se ha propuesto que el descenso en la secrecion pulsatil de GnRH genera una
disminucion en la sintesis y liberacion de LH por las células gonadotropicas y que dicho
escenario ha sido uno de los principales factores etiologicos para la supresion de la
funcion hipofisiaria gonadal inducida nutricionalmente (Meza-Herrera et al., 2007;
Meza-Herrera, 2008; Meza-Herrera y Tena-Sempere, 2012).
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Los bajos niveles de proteina en la dieta promueven una disminucién, no solo en
el peso vivo, sino también en la ganancia diaria de peso, ejerciendo un efecto inhibitorio
sobre la sintesis y liberacion de LH por parte de los gonadotropos pituitaricos. Sin
embargo, no se observé dicho efecto con respecto a la hormona FSH. Por lo anterior, la
concentracion proteica en la dieta, puede ser un importante modulador de los procesos
neuronales que promueven el incremento en los niveles de LH durante la pubertad
(Polkowska et al., 2003; Meza-Herrera, 2008). En el mismo sentido, en corderas, una
subnutricion severa previene la ovulacion al impedir el funcionamiento del sistema
GnRH que gobierna la produccion y secrecion de LH con un patrén de alta frecuencia,
de tal forma que genere un desarrollo folicular hasta el estado preovulatorio, asi como el
establecimiento de suficientes reservas de LH en la pituitaria para su liberacion mediante
la retroaccién estimuladora de estradiol, generando el pico preovulatorio de LH (Foster,

1994).

De hecho, la secrecion de GnRH esta influenciada por un nimero de sefiales
metabolicas, tales como la glucosa, la insulina, la leptina y la ghrelina, que, sin embargo,
no pueden operar directamente sobre las neuronas GnRH. Tanto la leptina como la
ghrelina ejercen importantes funciones como marcadores del estado nutricional y pueden
actuar sobre el SNC para iniciar el complejo proceso del establecimiento de la pubertad
y mantener una funcion reproductiva normal en el estado adulto (Meza-Herrera y Tena-
Sempere, 2012). Al actuar a traves del cerebro, estas hormonas pueden servir como una
conexion entre el nivel de reservas metabdlicas y el sistema reproductivo para aportar y
regular las necesidades de energia para una funcion reproductiva normal (Figura 3)
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(Fernandez-Fernandez et al., 2006; Meza-Herrera et al., 2009; Roa et al., 2010; Roa et

al., 2011).

Los papeles que adopta la leptina (como sefial importante para la abundancia de
la energia; permisivo / factor estimulador) y la ghrelina (como sefial protegida de la
insuficiencia energética, factor inhibidor) son destacados. Ademas, se representa el
importante papel de las neuronas Kkisspeptina como integradoras de una amplia
diversidad de sefiales periféricas y centrales que transmiten informacion metabdlica
hacia los centros reproductivo. Cabe destacar, que las neuronas KiSS-1 han sido
propuestas como objetivos para regular las acciones de la leptina (y ghrelina), y su papel
como mediador para los efectos de leptina esta reforzado por que los receptores de
leptina no se expresan en las neuronas de GnRH, lo que excluye la posibilidad de efectos
directos de la leptina en este sitio. No obstante, sigue siendo posible que parte de las
acciones de la leptina sobre las neuronas KiSS-1 puedan ser conducidas indirectamente a
través de vias neuronales intermedias, cuya naturaleza y relevancia fisioldgica ain no se
ha aclarado. Ademas, también se indica la implicacion potencial de MTOR y CRTC1 en
la transmision metabolica (leptina) sobre la informacion de las neuronas KiSS-1 (Figura

3) (Roaetal., 2011).
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Figura 1. Modelo integral provisional para el control metabdlico del inicio de la
pubertad por la interaccion dindmica entre las hormonas periféricas y los circuitos
centrales (Tomado de Roa et al., 2011).

Similarmente, se han descrito diferentes neuropéptidos centrales como
mediadores potenciales en este fendmeno; las kisspeptinas han iniciado la méas reciente
identificacion, y probablemente una de las mas importantes, como reguladoras en el
control central del inicio de la pubertad mediante diferentes rutas de sefializacién

metabolica (Tena-Sempere, 2006; Castellano et al.,, 2009; Meza-Herrera y Tena-

Sempere, 2012).

3.3.3. Sefializacion de kisspeptinas en la pubertad
La kisspeptina, un péptido conformado por 53 aminoacidos, producto del gen
KiSS-1, y su receptor GPR54 enlazado a proteinas G, han emergido como reguladores

esenciales de la reproduccion y como elementos clave en la regulacion de la secrecién
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de GnRH, tanto en la ausencia como en el inicio de la pubertad (Tena-Sempere, 2006;
Roa et al., 2011). Las kisspeptinas son encontradas tanto en el sistema periférico como
en el SNC. En el sistema periférico las kisspeptinas han sido identificadas en testiculos,
ovarios, gonadotropos de la pituitaria anterior, pancreas e intestino delgado (Hameed et

al., 2011).

En términos de expresion génica, los analisis llevados a cabo en la rata sugieren
que los niveles hipotalamicos de expresion del gen KiSS-1 y de su receptor GPR54 son
relativamente bajos en el periodo prepuberal y aumentan coincidiendo con la llegada de
la pubertad. Estas observaciones han sido confirmadas en primates, en los que se ha
observado un incremento en la expresion hipotaldmica de los genes KiSS-1 y GPR54 en
torno a la pubertad. Desde el punto de vista funcional, los datos de administracion de
Kisspeptinas en animales inmaduros refuerzan la idea de un papel relevante del sistema

KiSS-1 en la activacién puberal del eje reproductor (Tena-Sempere, 2006, 2010).

En un reciente estudio se reportdé que la administracién de kisspeptina en
corderas prepuberales provoca la liberacion del pulso de LH y estimula la funcién
ovdérica, llevando al aumento de la estereidogénesis ovarica, la estimulacion de una
oleada preovulatoria de LH y la actividad ovulatoria y lutea (Redmond et al., 2011). El
corte proteolitico del producto primario KiSS-1 genera el decapéptido kisspeptina-10, el
cual es extraordinariamente potente en el desencadenamiento de la liberacion de LH

(Ojeda et al., 2006; Meza-Herrera y Tena-Sempere, 2012).
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Los mecanismos que producen la activacion del sistema GnRH por las
kisspeptinas durante la pubertad son diversos, sofisticados y altamente regulados, reflejo
de la importancia funcional de los mismos. Cuatro son los posibles procesos implicados
identificados hasta la fecha: 1) aumento del tono enddgeno de kisspeptinas, reflejado por
un incremento de la expresion del gen KiSS-1 en torno a la pubertad; 2) posible aumento
de la expresion del receptor GPR54, de menor magnitud que la del ligando; 3)
incremento de la sensibilidad a las acciones estimuladoras de la kisspeptina durante la
transicion puberal, que se asociaria a un aumento de la eficacia del acoplamiento de
GPR54 a sus rutas de sefializacion; 4) incremento de los contactos sinapticos entre

neuronas KiSS-1y neuronas de GnRH a lo largo de la pubertad (Meza-Herrera, 2008).

Ademas, las neuronas que expresan Kisspeptina son blancos directos de las
acciones de la retroaccion tanto negativa como positiva de esteroides, los cuales regulan
diferencialmente la expresion del ARNm KiSS-1 en varias regiones del cerebro, y se les
ha asignado con un rol relevante en el establecimiento de la pubertad. Se ha sugerido un
doble sitio de accion de la kisspeptina: bien, en la region hipotalamica hipofisiaria, 0 en
la eminencia media del hipotalamo, una region localizada fuera de la barrera hematica
cerebral. Aunque las neuronas que contienen kisspeptina estan localizadas en subgrupos
neuronales discretos del area preoptica y el nucleo arqueado del cerebro, las neuronas
que contienen los receptores GPR54 estan mas difusamente distribuidas, e incluyen las

neuronas para GnRH y la adenohipofisis (Meza-Herrera y Tena-Sempere, 2012).
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En los primates los niveles de KiSS-1 y GPR54 ARNmM se incrementan
significativamente en el hipotdlamo al tiempo de la pubertad, indicando que el
incremento en la sefializacién mediante el GPR54 contribuye a la activacion puberal de
la secrecion de GnRH (Ojeda et al., 2006). Asimismo, el incremento en la secrecion
pulsatil de GnRH observada en las etapas previas a la pubertad, ocurre debido a los
cambios coordinados en la comunicacién trans-sinaptica y a la interaccion entre células

gliales y neuronas (Meza-Herrera et al., 2009).

Conforme se incrementa la sefial excitadora de las neuronas y de las células
gliales, y se conecta a la red neuronal de GnRH, se observa una reduccion en la
inhibicidn del tono trans-sinaptico, ocasionando la activacion puberal de la secrecion de
GnRH. Los sistemas neuronales preponderadamente invocados en este proceso incluyen
al glutamato y el péptido kisspeptina, los cuales ejercen los procesos de
neurotransmision-neuromodulacion, mientras que la mas importante sefial inhibidora es
provista por neuronas GABAtérgicas y opiotérgicas (Ojeda et al., 2006; Meza-Herrera,

2008).

En ovejas, las neuronas de kisspeptinas en el nicleo preciso, parecieran tener un
papel tanto en la retroaccion negativa como positiva de la liberacion de GnRH ejercida
por los esteroides sexuales (Smith y Clarke, 2010). En mujeres, durante la mayor parte
del ciclo menstrual, el estrégeno suprime la secrecion de gonadotropinas, pero en la
mitad del ciclo el efecto de los estrogenos sobre los cambios del eje HPG da lugar a un
potente efecto de retroalimentacion positiva, lo que lleva a un aumento de LH
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plasmatica y a la ovulacion. Existe una creciente evidencia que sugiere que la
sefializacion hipotaldmica por kisspeptina juega un papel critico en la generacion de la
oleada preovulatoria de LH, la cual es necesaria para la fertilidad normal (Hameed et al.,

2011).

Las células de Kisspeptina en el hipotdlamo modulan la retroaccion de los
esteroides sexuales en el control de la secrecién de GnRH. Estas células expresan los
receptores de esteroides sexuales. El estrogeno receptor o (ERa) ha mostrado tener un
efecto esencial en la retroaccidon negativa de estrégenos, los cuales se producen en las
hembras a la mitad del ciclo durante la oleada de LH. Interesantemente, la oleada
preovulatoria de LH es preservada en el receptor B de estrégeno (ERp). Las neuronas de
GnRH que expresan ERP pero no ERa, implican que a la mitad del ciclo, la regulacion
positiva de GnRH liberada por estrégenos es mediada por una poblacion separada de
neuronas que expresan ERa con una relativa activacion para las neuronas de GnRH.
Estudios de la hibridacion dual in situ han revelado la co-expresion de KiSS-1y ARN de

ERa en el AVPV y el ARC (Hameed et al., 2011).

El E; en las neuronas Kisspeptina, expresando ERa en el AVPV, regula
positivamente las neuronas GnRH que culminan en la oleada preovulatoria de LH. Sin
embargo, las neuronas de Kkisspeptina expresando ERa en el ARC, responden a la
estimulacion de estrogenos por la inhibicion de produccion y liberacion de GnRH. Esta
alimentacion seguida del control de retroalimentacion sobre la liberacion de GnRH por
los esteroides gonadales, es esencial para la fertilidad normal (Clarkson et al., 2009;
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Hameed et al., 2011). La kisspeptina puede también tener un efecto modulatorio directo
sobre la liberacion pituitarica de LH y FSH. Las neuronas KISS-1 en el ARC co-
expresan la neuroquinina B (NKB), la cual estimula la liberacionde LH y FSH en una
manera dependiente de la GnRH. La sefializacion de leptina tiene un efecto permisivo
sobre la sefializacion de kisspeptinas dentro del ARC (Figura 4) (Hameed et al., 2011).
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Figura 2. Diagrama de la sefializacion de kisspeptinas dentro del SNC de la hembra
(Tomada de Hameed et al., 2011).

Las neuronas Kisspeptina en el ARC co-expresan neuropéptidos, neuroquinina B
(NKB) y dinorfina, y esta co-localizacion esta altamente conservada en varias especies
de mamiferos, incluyendo a los humanos. La dinorfina es un péptido opioide endégeno
que desempefia un papel en el control de retroalimentacion negativa mediada por la
progesterona, en el control de la liberacion de GnRH, mientras que NKB es miembro de
la sustancia P relacionada con la familia de las taquiquininas (Goodman et al., 2004). La

NKB posee un receptor taquiquinina neuroquinina 3 (NK3R), que se expresa en las

22



neuronas de GnRH (Hameed et al., 2011). Hasta hace poco, las investigaciones del
efecto de la NKB sobre la liberacion de la hormona reproductiva habian dado lugar a
resultados inconclusos y contradictorios en ovejas y roedores. Sin embargo,
recientemente se ha reportado, que la administracion intravenosa de NKB o un agonista
NKB en monos machos, resulta en una potente estimulacién de la liberacion de LH, un
efecto que es abolido por el pretratamiento con un antagonista de GnRH (Figura 4)

(Hameed et al., 2011).

3.3.3.1. Kisspeptina y estacionalidad reproductiva
Durante el anestro estacional, el estradiol muestra un efecto en la inhibicion de la
expresion de RNAm para KiSS-1 y la proteina kisspeptina. En el hipotalamo, las
poblaciones neuronales que producen las kisspeptinas y la hormona inhibitoria de
gonadotropinas (GnlH) parecieran ser importantes para el cambio estacional en la
actividad reproductiva, asi como también son requeridas para el inicio de la pubertad

(Arroyo, 2011).

Las células de kisspeptina en el nucleo arqueado (ARC) y el area preoptica
aparecen en el inicio de la estacion de reproduccion para regular las neuronas de GnRH
y transmitir las sefiales de la retroaccion de los esteroides sexuales a estas neuronas entre
épocas, de manera que modulan los cambios anuales en la fertilidad y participan en la
transicion ciclica estacional de la época reproductiva al anestro estacional (Smith, 2012;

Meza-Herrera, 2012).
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Aparentemente los bajos niveles de kisspeptina durante la estacion no
reproductiva pueden ser corregidos por la infusién de kisspeptina, la cual causa la
ovulacion en hembras estacionalmente aciclicas. El papel de la GnIH es menos claro,
pero la creciente evidencia apoya el papel de este neuropéptido inhibitorio en la
regulacién de la secrecion de GnRH vy la liberacion de gonadotropina desde la glandula
pituitaria. Se sugiere que la melatonina actla directamente en las neuronas kisspeptina y
GnlH, regulando su actividad a través del afio y durante los dias cortos, estimulando la
sintesis y secrecion de kisspeptina e inhibe la GnlH (Figura 5); de manera contraria,
durante los dias largos, reduce la sintesis y secrecion de kisspeptina e induce la sintesis y
liberacion de GnlH, modulando de esta manera el ciclo reproductivo anual de la oveja

(Figura 6) (Simonneaux et al., 2009; Arrollo, 2011; Smith, 2012).

El estradiol ejerce un efecto de retroalimentacidn positiva e induce la sintesis y
secrecion de GnRH/LH. La Dopamina y el GABA no ejercen un efecto inhibitorio en las
neuronas GnRH. La melatonina, que actia a nivel del APM, mantiene un perfil de
secrecion caracteristico de dias cortos y permite la ocurrencia de los eventos
neuroendocrinos implicados en la ovulacién. La nutricion y los estimulos sociales

pueden modular la respuesta (Arroyo, 2011).
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Figura 3. Control neuroendocrino en la oveja durante la época reproductiva (fase
folicular del ciclo estral) (Tomada de Arroyo, 2011).

De igual manera, la melatonina modula la reproduccion regulando la secrecién
de GnRH, sin actuar directamente sobre las neuronas de GnRH. Contrario a la
Kisspeptina, la expresion de GnlH estd marcadamente reducida al inicio de la estacion
reproductiva. Ademas, en estrecha afiadidura con las neuronas de GnRH, el nimero de
las fibras de GnlH también decrece durante este tiempo. Los tratamientos enddgenos de
GnlIH pueden bloquear considerablemente, tanto la liberacion pulsatil de LH como la
oleada preovulatoria durante la estacion reproductiva (Arroyo, 2011; Smith, 2012).
Durante la estacion reproductiva, se incrementan el nimero de células KiSS-1

identificables en el ndcleo arqueado y la afluencia de las células de kisspeptina a las
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neuronas de GnRH. Alternativamente, el nimero de células de GnIH y la aposiciéon a las
neuronas de GnRH decrecen durante la estacion de reproduccion comparada con la no
reproductiva (anestro estacional), cuando existe un incremento adicional en la secrecion

de GnlIH en el sistema portal hipofisiario (Figura 6) (Smith, 2012).
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ﬁ J GnRH

Figura 4. Modelo del control estacional de la reproduccion en las ovejas involucrando
cambios en el sistema neuronal de las Kisspeptinas y de la GnlH (Tomado de Smith,
2012).

GnRH

3.4.  Neurotransmisores
Entre las sustancias que actlan como neurotransmisores se incluyen aminas
biogénicas, aminoécidos, nucledtidos o nucledsidos y numerosos neuropéptidos, unos
producen excitacién en la neurona postsinaptica y otros la inhiben. Ambos son
fundamentales para mantener un funcionamiento apropiado en el SNC (Moreno-
Gonzélez y Zarain-Herzberg, 2006). En el SNC, el neurotransmisor excitador
mayoritario en las sinapsis rapidas es el acido glutamico. Los principales agentes que

median la transmision sinaptica inhibitoria rapida son el GABA y la glicina.
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El GABA media interacciones inhibitorias en la mayor parte del cerebro,
mientras que la glicina es el agente inhibidor en una parte de las sinapsis establecidas
principalmente en el tronco del encéfalo y la médula espinal. Por el contrario, las aminas
y los péptidos tienen la potestad de modular la transmision sindptica rapida y la
excitabilidad neuronal. Cada uno de estos agentes neurotransmisores reconoce una
coleccion de receptores a nivel postsinaptico, y presentan un grado de diversidad

funcional extraordinariamente amplio e impensable hace sélo unos afios (Lerma, 1997).

3.4.1. Glutamato

El Glu pertenece a la familia de neurotransmisores conocida como EAA, es el
principal neurotransmisor excitador en el SNC y ejerce esta funcién por medio de
receptores especificos. Los EAA en general, y el glutamato en particular, ejercen un
marcado efecto estimulante sobre el eje reproductivo, particularmente en el momento de
la pubertad. De hecho, la administracion de glutamato y sus agonistas promueven la
liberacion pulsatil de LH en animales previamente expuestos a esteroides. A la inversa,
los antagonistas de los receptores ionotrépicos de glutamato inhiben la liberacion de LH,
e inhabilitan la secrecion de LH inducida por E; y la oleada preovulatoria de LH (Meza-
Herrera et al., 2009). El inicio de la pubertad requiere una comunicacién reciproca
neurona-glia que implica EAA, principalmente glutamato y aspartato, ademéas de
algunos factores de crecimiento y de la accion coordinada de un grupo de los
neuromoduladores, todo lo cual representa un mayor nivel de control que regula el

proceso de la pubertad (Ojeda et al. 2006).
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Estudios realizados en numerosas especies han demostrado la inmunoreactividad
del glutamato en determinadas localizaciones a través del SNC, incluyendo neuronas en
el hipotdlamo y en los nervios terminales en la eminencia media (Moreno-Gonzélez y
Zarain-Herzberg, 2006; Estienne et al., 2000). En un principio fue dificil admitir el papel
del glutamato como neurotransmisor, dado que esta molécula se encuentra ampliamente
distribuida en las neuronas y en células gliales y se involucra en la actividad considerada
no-sinaptica, tal como su participacion en la funcion metabdlica de las células. Por tal
razon, es importante distinguir entre el acervo de glutamato dedicado a la
neurotransmision y aquel que forma parte de las rutas metabdlicas comunes a todas las

células (Bergles et al., 1999).

El glutamato y la glutamina son uniones claves entre el metabolismo, general del
carbono y del nitrégeno; entre el metabolismo del carbono el glutamato y la glutamina
son importantes en el metabolismo de los carbohidratos y de las proteinas en particular.
La importancia de lo anterior es la degradacion a la cual la glutamina y el glutamato

dietarios contribuyen para su integro metabolismo corporal (Reeds et al., 2000).

La literatura revisada nos deja con una impresion del intercambio celular de Glu
y sus precursores y metabolitos, algo diferente de la idea clasica del ciclo de la
glutamina con su casi estequiométrico intercambio de Glu y glutamina entre neuronas y
astrocitos. (1) Como se creia anteriormente, el Glu es sintetizado no solamente a partir
de la glutamina, sino también a partir de precursores neuronales suministrados por
carboxilacion del piruvato neuronal. (2) Los transmisores de Glu son mayoritariamente
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captados por los astrocitos para su conversion a glutamina, pero una fraccién
desconocida es metabolizada por el ciclo de Krebs, ya sea totalmente a CO, y agua, 0
solo parcialmente a malato, el cual es convertido a piruvato y a lactato. (3) La captacion
de glutamato en los astrocitos estimula la absorcion de los astrocitos de la glucosa sérica
y la exportacion de lactato al liquido extracelular. (4) El lactato, formado a partir de
transmisores de Glu o de la glucosa sérica, puede aumentar el flujo sanguineo cerebral
regional y actuar como principal sustrato energético neuronal. (5) La glutamina es
desviada a las neuronas en las que, en gran medida, se metaboliza a CO; y agua Y,
posiblemente, en menor medida, es convertida en transmisores de Glu. (6) La captacion
de procesos relacionados con la manipulacion de transmisores de Glu y glutamina, junto
con la formacion de glutamina, causan el gasto aproximado del 3% de la energia total de
la glucosa en el suero absorbido por el cerebro (Ottersen y Storm-Mathisen, 2000; Reeds

et al., 2000).

3.4.1.1. Sintesis del glutamato en el sistema nervioso
El glutamato como neurotransmisor presenta las particularidades siguientes:

v" Se localiza en vesiculas presinapticas

v" Se ha demostrado su liberacion cuando se estimulan las terminales axonicas

v" Se han caracterizado receptores especificos que responden al acido glutamico,
tanto en la membrana presinaptica como en la postsinaptica

v" Existen mecanismos para removerlo de la hendidura sinaptica.
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Dentro del sistema nervioso central el glutamato no solo se limita a mediar la
neurotransmision excitatoria, sino que presenta un gran numero de funciones adicionales
(Michaelis, 1998):

v" Actlia como neurotransmisor excitador de accion rapida.

v" Participa en la induccién y mantenimiento de cambios a mediano y largo plazo
en la excitabilidad neuronal y en la plasticidad sinaptica, asociados con procesos
de aprendizaje y memoria.

v Actlla como estimulo quimiotactico durante la sinaptogénesis y el desarrollo
embrionario.

v" Actlia como desencadenante de procesos de migracion neuronal.

v Modula el crecimiento axonal y la formacion de sinapsis.

v Promueve la supervivencia de ciertas poblaciones neuronales.

v" Produce cambios en la actividad metabolica, la expresion génica y la sintesis de
proteinas.

v" Presenta un papel destacado en procesos neurodegenerativos.

El glutamato que se utiliza como neurotransmisor se almacena en vesiculas.
Estas lo atrapan con la participacion de moléculas que se localizan en la membrana
vesicular, las cuales se conocen como VGLUT. Asi el transportador interioriza el
glutamato con la ayuda de un mecanismo que requiere intercambio de protones;
mientras que la asociacion entre la vesicula y el citoesqueleto permite un transporte
hacia la membrana presinaptica, de manera que se encuentre disponible para la
exocitosis (Lerma, 1997).
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El proceso de liberacion del glutamato ocurre cuando la vesicula se fusiona con
la membrana presinaptica por medio de la interaccion con proteinas presentes en la
membrana de las vesiculas, en el citoplasma y en la membrana presinaptica. Las
proteinas tienen la capacidad de formar un sistema de anclaje que se activa con la
entrada de calcio a la terminal presinaptica. Hasta ahora solo se ha identificado algunas
proteinas que participan en este proceso. En la membrana de las vesiculas se conocen
entre otras, la sinaptobrevina, la sinaptofisina y la sinaptotagmina. En el citoplasma esta
presente la alfa-SNAP, mientras que en la membrana presinaptica se localizan la SNAP-

25 (proteina asociada a la sinapsis) y la fisofilina (Michaelis, 1998).

Las vesiculas que se ligan al citoesqueleto por medio de la proteina sinapsina se
liberan por la activacion de la enzima calcio-calmodulina-kinasa (CaM- Kinasa) en
respuesta al ingreso de calcio a la terminal presinaptica del citoplasma y de la terminal
presindptica, a su vez inducido por la llegada de un potencial de activacion y
organizacion de las proteinas de anclaje vesicular. La interaccion de estas proteinas
forma un nacleo o eje que permite la fusidn de la vesicula con la membrana presinaptica,
lo cual antecede a la exocitosis (Michaelis, 1998). En la terminal presinaptica el
glutamato se acumula en las vesiculas, por medio del transportador VGLUT, el cual lo
intercambia por protones. Las vesiculas, inicialmente ancladas, son liberadas por la
actividad de la CaM kinasa, en respuesta al ingreso de calcio, y movilizadas hacia la
terminal presinéptica, para liberar su contenido a la hendidura sinaptica (Lecznar y

Krasmska, 2007).
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En la membrana vesicular, la SNPT act(ia como sensor de Ca” en la vesicula, la
SNPB se encarga de reconocer la membrana presinaptica y la SNPF establece un poro
de fusion con la membrana. En el citoplasma se encuentra la proteina de fusion, que
requiere la SNAP para su acople al eje. En la membrana presindptica se encuentra
SNTX, encargada de reconocer la membrana vesicular, y la SNAP 25, captadora de las

proteinas citoplasmaticas (Lecznar y Krasmska, 2007).

Una vez que la vesicula se fusiona a la membrana presinaptica, el
neurotransmisor se libera en el espacio sindptico e interactia con los receptores,
ubicados tanto en la membrana pre como postsinaptica, que regulan esta operacion. Es
necesario tener en cuenta que en las células gliales se convierten en glutamina, mientras
que en las células gabaérgicas, en el caso de la corteza cerebral, estdn en estrecha
relacién con las células glutamatérgicas piramidales y por accion de la enzima que
descarboxila al acido glutamico (GAD) se convierte en neurotransmisor GABA (Bergles

etal., 1999).

La glucosa sérica es el precursor mas importante para la sintesis de &cido
glutdmico en el sistema nervioso. La captura de glucosa se realiza por la accion de los
transportadores de la familia Glu, los cuales se expresan tanto en las células endoteliales
como en los astrocitos. Por accion de los astrocitos, la glucosa se convierte en acido
lactico, el cual se libera en el liquido extracelular, luego las neuronas lo captan y se
constituye asi en una de sus alternativas de sustrato energético. Los astrocitos tienen una
capacidad limitada para sintetizar &cido lactico. Las neuronas, convierten el lactato en
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piravico y a este en acetil CoA, el cual ingresa al ciclo del acido tricarboxilico, donde se
une con el oxalacetato para formar citrato. Este pasa luego, sucesivamente, a isocitrato y
a alfa-cetoglutarato, el cual puede ser transaminado a glutamato por transaminasas como
la aspartato aminotransferasa, que utiliza donadores de grupos amino como aspartato y

alanina (Ottersen y Storm-Matisen, 2000).

3.4.1.2. Receptores del glutamato en el SNC

En el SNC, el L-glutamato ejerce su funcién por medio de receptores especificos
frecuentemente localizados en las neuronas y células gliales y estan asi, idealmente
situados para mover neurotransmisores hasta el sitio de liberacion y de accion
(Hollmann y Heinemann, 1994; Boéhm et al., 1997). Las acciones fisioldgicas del
glutamato que responden al &cido glutdmico estan mediadas a través de la activacion de
dos familias de receptores: ionotropicos y metabotrépicos, distribuidos en todo el SNC

(Hollmann y Heinemann, 1994; Moreno-Gonzalez y Zarain-Herzberg, 2006).

La primera familia la forman canales idnicos forman un canal i6nico y dan origen
a la transduccién rapida de las sefiales activados por ligando o GIuRs ionotrépicos
(iGIuRs), permeables a Ca% Nay K. Los iGIuRs estan compuestos por: receptores para
a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionato (AMPA), los receptores para kainato
(KA) vy los receptores para N-Metil-D-aspartato (NMDA) (Hollmann y Heinemann,
1994, Lerma, 1997). Ademas de los lugares de fijacion del agonista, sobre la
representacion esquematica de cada receptor se indican los sitios descritos de regulacion

alostérica, CTZ, ciclotiacida; 2,3,- BZD, 2,3-benzodiacepina. En la parte inferior se
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enumeran las subunidades clonadas de cada uno de ellos, cuya combinacion da lugar a
receptores recombinantes con propiedades funcionales semejantes a las observadas en

los receptores nativos (Lerma, 1997).

Los iGluRs estan constituidos por ensambles hetero-oligoméricos de subunidades
proteicas integrales de membrana. Una subunidad tipica de los iGIuRs consiste en un
dominio amino terminal (NTD), un dominio de union al ligando (S1, S2), tres dominios
transmembranales (TMD), un asa reentrante de poro y un dominio carboxilo terminal

(CTD) (Ottersen y Storm-Mathisen, 2000).

La familia de receptores de tipo AMPA incluye a las subunidades GIuR1, GIuR2,
GIluR3 y GluR4, las cuales forman el receptor por ensamble heteroligomérico. En cada
subunidad existen dos versiones de un segmento de ADN de 115 pares de bases
Ilamadas flip y flop, que codifican para 38 aminoacidos, que resultantes de un empalme
alternativo del pre-ARNm y que difieren en su respuesta a los agonistas (Lerma, 1997).
En los transcritos primarios de GIuR2, el codén CAG, que codifica para una glutamina
en el segundo paso transmembranal (TMD2) puede ser modificado a CIG para codificar
una arginina, lo que disminuye la permeabilidad del receptor al calcio. Las subunidades
GluR2, GIuR3 y GIluR4 pueden editarse en un codén de arginina (AGA),
reemplazandolo por un codon de glicina (IGA), lo que disminuye la velocidad de
recuperacion de la desensibilizacidon del receptor (Figura 7 y 8) (Moreno-Gonzélez y

Zarain-Herzberg, 2006).
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Se han clonado cinco subunidades de receptores para kainato. Las subunidades
GIuR5, GIuR6 y GIuR7 pueden ensamblarse entre si para producir canales funcionales o
co-expresarse con las subunidades K1 o K2. El pre-ARNmM de los receptores de kainato
se procesa por empalme alternativo, lo que genera las isoformas GluR5a-d, GIUR6 y
GluR6-2, y GIuR7ay 7b, de las cuales se desconoce su funcion precisa. EI ARNm de las
subunidades GIuR5 y 6 se modifica también en el sitio presente en el TMD2. La
subunidad GIuR6 sufre otras dos modificaciones en el TMDL1 en los sitios conocidos

como I/V (isoleucina/valina) y T/C (tirosina/cisteina) (Lerma, 2003).

Los receptores de Glu tipo NMDA poseen alta permeabilidad para Ca®* y
sensibilidad dependiente del voltaje al Mg®*. Se han identificado tres subtipos de
subunidades presentes en los NMDA funcionales: la NR1, la NR2 (NR2A-D) y la NR3
(NR3A y 3B). En el ratén se han identificado ocho isoformas funcionales de la
subunidad NR1, que se originan por empalme alternativo del pre-ARNm (Ottersen y
Storm-Mathisen, 2000). Las subunidades NR2 y NR3 tienen diversas variantes
producidas por empalme alternativo, aunque su relevancia es aun poco conocida. La
subunidad NR2D puede ser modificada por empalme alternativo de la regién 3' del pre-
ARNmM, para producir una isoforma con un inserto de 33 aminoacidos adicionales en la
CTR de la proteina. A su vez, la subunidad NR3A puede tener un sitio de 20
aminoacidos extra en la CTR. Las subunidades NR2B, NR2C y NR2D también tienen
sitios de empalme alternativo en sus regiones 5'-no traducida del pre-ARNm. (Lerma,

2003).
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A la segunda familia pertenecen los GIluRs acoplados a una proteina G y a los
segundos mensajeros inositol 3-fosfato, diacilglicerol y AMP ciclico; éstos reciben
también el nombre de receptores metabotropicos (mGIuRs) (Conn, 2003). Estos son
generados por la activacién de la Fosfolipasa C, que hidroliza fosfoinositidos, o por
inhibicidn de la denilato ciclasa, que regula a la baja la actividad de la proteina kinasa A,

dependiente del AMP cicilico (CAMP) (Lerma, 1997).

Los mGIuRs tienen como estructura general un gran NTD, siete segmentos
TMD separados por pequefias asas intracelulares y extracelulares, y una regién CTD de
longitud variable Los ocho subtipos de mGIuR se clasifican en tres grupos funcionales
principales, con base en sus secuencias homologas, su acoplamiento a segundos
mensajeros Yy su selectividad a varios agonistas. El grupo I, que incluye mGlul y mGlu5,
se acopla principalmente a una proteina Gq que aumenta la hidrélisis de fosfoinositidos
y funciona principalmente como receptor postsinaptico involucrado en un aumento de la
excitabilidad neuronal. EI grupo |1, que incluye mGlu2 y mGlu3 y el grupo Ill, el mGlu-
4, -6, -7y -8, se acoplan a Gi/Go y se asocian a vias efectoras, como es la inhibicién de
la adenilato ciclasa, y generalmente funcionan como receptores presinapticos, con lo que
disminuyen la liberacion del neurotransmisor (Conn, 2003). Las variantes de empalme
alternativo, se encuentran en tres de los mGluRs: mGluR1a-d, mGluR4a y b, y mGluR5a
y b, que resultan de la utilizacion de sitios aceptores de intron para empalme alternativo

Ccuya posicion se conserva en los tres genes (Figura 7 y 8) (Lerma, 1997).
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Figura 5. Los receptores del glutamato agrupados en dos grandes familias (Tomada de
Lerma, 1997).
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3.4.2. Rutas metabdlicas del glutamato

En los mamiferos, la absorcion y metabolismo de los aminoacidos es compleja y
altamente integrada, con un flujo continuo dentro de y entre células corporales
(Moughan, 2003). EI glutamato se metaboliza extensamente para apoyar la energia y la
homeostasis del N (Wu, 1998). El glutamato parece ser un precursor especialmente
importante de la energia metabdlica para los rumiantes, que sirve como fuente de
combustible oxidable y de carbonos para apoyar la gluconeogénesis hepética y renal y
para apoyar el control de la glucosa placentaria por el higado fetal (Heitmann y
Bergman, 1980; Howell et al., 2001) (v. g. en el ganado lechero lactante alimentado con
forraje) aproximadamente el 43% del glutamato se oxida a CO,, cifra ligeramente mayor
que la observada para el aspartato, la alanina y la glutamina (aproximadamente 28 a
35%), y es aproximada a la del acetato, propionato, y butirato. El glutamato también
puede desemperiar un papel especialmente importante en el ciclo del N en los rumiantes,
debido a la gran cantidad de NH3 producido por la fermentacion microbiana (Howell et

al., 2003).

Un problema al representar el metabolismo intermedio en la mucosa intestinal ha
sido descrito como oxidacion incompleta vs. completa (Watford, 1994). La forma esta
representada por el catabolismo parcial de un sustrato producto de 3-carbonos (por e;j.
piruvato, lactato y alanina). Desde luego, es obvio que cuando la glucosa es el sustrato
metabolico, su oxidacién completa necesariamente involucra el movimiento del carbono
a través de la unién del piruvato. Sin embargo, cuando el glutamato es el sustrato

oxidativo, sus carbonos entran en el metabolismo intermedio a través del a-
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cetoglutarato, sintetizando uno u otro via transaminacion del glutamato o via glutamato
deshidrogenasa. Esto lleva a la sintesis directa del oxalacetato y, subsecuentemente, de

citrato (Reeds et al., 2000).

La importancia de la glucosa derivada de los precursores de aminoacidos y el
papel del glutamato como una fuente principal de aminoacidos gluconeogénicos
derivados de hidrocarbonos es bien conocida en los rumiantes. En ovejas alimentadas
con una dieta forrajera, el higado es el principal productor de glutamato derivado de la
glucosa, mientras que el rifién presenta una cantidad significativa de glutamato derivado
de la glucosa de animales en ayunas y con acidosis (Howell et al., 2001). En los no
rumiantes, el glutamato es metabolizado por enzimas hepaticas y renales, mientras que
el epitelio intestinal no es importante por tener una gran capacidad para metabolizar D-

isémeros (Hollmann y Heinemann, 1994).

En un estudio realizado por Howell et al., (2001), la concentracién de glutamato
en el epitelio ileal de ovejas fue mayor en comparacién con el del higado y la del rifion,
lo que sugiere que el epitelio intestinal de los rumiantes, como el de los no rumiantes,
posee una capacidad metabdlica de glutamato relativamente baja, mientras que el
glutamato fue detectado en el rifion de oveja, lo que tambien indica que los niveles
diferentes de suplemento de glutamato y la capacidad para su metabolismo entre
rumiantes y no rumiantes. Es decir, los animales expuestos a grandes cantidades de
glutamato en la ingesta, como los rumiantes, pueden haber evolucionado para poseer una
mayor capacidad para metabolizar el glutamato después de la absorcion intestinal.
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3.4.2.1. Transportadores de glutamato

De acuerdo con datos bioquimicos, estudios inmunocitoquimicos demostraron
que el glutamato esta ampliamente distribuido en el cerebro y no solo localizado en las
neuronas glutamatérgicas, sino también en neuronas con otras sefiales transmisoras. Esto
no es sorprendente, teniendo en cuenta la implicacion del glutamato en varias funciones
metabolicas como la sintesis de proteinas y el metabolismo intermedio y que es un
precursor del GABA (Ottersen y Storm-Mathisen, 2000). La ubicacion del glutamato y
la incapacidad de los antisueros para diferenciar entre las fuentes metabdlicas o
transmisoras, abogan por un enfoque cuantitativo que podria funcionar en las terminales
nerviosas. Como se indicO anteriormente, el glutamato no solo es un neurotransmisor,
sino que también participa en una variedad de funciones metabdlicas en el cerebro. Los
transmisores del glutamato pueden ser sintetizados a través de diferentes rutas
metabolicas y diferentes poblaciones de neuronas glutamatérgicas que pueden
diferenciarse en ciertos aspectos del metabolismo del glutamato (Ottersen y Storm-

Mathisen, 2000).

En los no rumiantes se han identificado las proteinas responsables de la captacion
de glutamato; tres sistemas de actividades de transporte de aminoacidos anionicos (ASC,
X ¢, Y X ac) capaces de mediar la absorcion de glutamato, han sido perfilados por sus
propiedades bioquimicas. En contraste con los sistemas ASC y X ., la actividad del
sistema X ac (Na dependiente) es capaz de concentrar L-glutamato, y transportar L- y D-
aspartato y esta presente en las membranas basal y (0) apical de varios tipos de células,
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incluyendo las células absorbentes intestinales y renales, los epitelios pancreaticos y de

la placenta, y los hepatocitos (Hollmann y Heinemann, 1994; Howell et al., 2001).

De las cinco proteinas de mamiferos capaces de la actividad del sistema X ag que
han sido clonadas, GLAST1, GLT-1, EAAC1, y EAAT4 son expresadas fuera del tejido
cerebral y (0) de la retina. Se han descrito homologos de la especie bovina de GLAST1 y
EAACI de larga duracion, y la expresion de estos transportadores se han identificado en
el cerebro de ovejas y bovinos (Howell et al., 2001). El sistema de actividad X ac esta
restringido a las membranas apicales de los enterocitos, tanto en membranas basales a
las caniculares de los hepatocitos pericentrales, y en las membranas apicales y en las
basolaterales del epitelio proximal distal (Welbourne y Matthews, 1999). Con respecto a
la capacidad del epitelio intestinal para la absorcion de aminoacidos anidnicos, en ovejas
se ha documentado que al disminuir cuantitativamente la ingesta del intestino delgado la
apariencia portal del aspartato y glutamato es relativamente menor asi como niveles

relativamente altos de desaparicion duodenal (Howell et al., 2003).

La existencia de un flujo positivo de L-glutamato (92.9 g /d) a través del higado
de los terneros (Koeln et al., 1993) sugieren que los hepatocitos poseen una gran
capacidad para el transporte del glutamato. El nivel del glutamato relativamente mas
bajo del higado es coherente con la elevada actividad hepatica de glutamato utilizando
las enzimas: glutamina sintetasa, oxidasas D-AA, y glutamato cylotransferasa. Esta
relacion epitelio ileal — higado - rifidén, del perfil de concentracion de glutamato es
consistente con las concentraciones de glutamato medidas en los tejidos de animales no
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rumiantes y es consistente con el concepto de que la concentracion de glutamato es
inversamente proporcional a la actividad de la D-aspartato oxidasa. La que se expresa en
el tejido hepatico y renal del ganado (Welbourne y Matthews, 1999). Esto sugiere que el
sistema de las proteinas X ac podria ser responsable de la absorcion en el intestino y el
higado de glutamato y aspartato. De manera similar, las observaciones que EAAC1 y
GLT -1 expresadas por el epitelio ruminal y el omasal, indicando el flujo neto de
glutamato del tejido del estomago a la sangre (Remond et al., 2000), es probablemente el
resultado de la captacion de glutamato de alta afinidad a partir de fluido ruminal por uno
0 ambos de estos transportadores localizados en la membrana apical granulosa (Howell

etal., 2001).

El patron de GLAST1, GLT-1, y EAACL expresado por el tejido de ovejas y
bovinos es similar al de los humanos, ratas, ratones y conejos, aparte de la obvia
excepcion del tejido pre estomacal. Ademas, el hecho de que exista una expresién del
MRNA EAAC1 en el colon humano, y del mMRNA EAACL y GLT-1 en el pancreas
humano (Nakayama et al., 1996), pero no exista en las ratas, ratones y conejos
(Martinez-Lépez et al., 1998) sugiere que los rumiantes comparten mas similitud de
expresion del sistema transportador X ac con los seres humanos que con otras especies.
Sin embargo, son necesarios mas estudios que profundicen en una comparacion
definitiva de alta afinidad de la expresion de transportadores de glutamato en ovinos y

bovinos con la de otros animales de especies no rumiantes (Howell et al., 2001).
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3.5.  Metabolitos sanguineos
La importancia de determinar los perfiles metabélicos radica en la posibilidad de
diagnosticar en forma temprana desordenes metabolicos, antes que se vea afectada
negativamente la capacidad productiva/reproductiva del animal, lo cual produciria

pérdidas de importancia econdémica (Perveen y Usmani, 1993).

3.5.1. Proteinas

Las proteinas estan formadas por aminodcidos esenciales y no esenciales, la
mezcla de los aminoécidos absorbidos por los animales sirve para la sintesis de proteinas
corporales. La eficiencia con la que se realiza dicha sintesis depende en parte, del grado
en que se asemejan las mezclas de aminoacidos absorbidos a las de las proteinas
corporales y, en parte, de la magnitud en que pueden modificarse esas proporciones. Por
lo tanto, el valor bioldgico de las proteinas de los alimentos depende de la cantidad y el
tipo de aminoacidos existentes en su molécula: cuanto mas se parezca la composicién en
aminoéacidos de la proteina de los alimentos a la de las proteinas corporales, mayor sera
el valor bioldgico. Los animales tienen poca capacidad para retener aminoacidos en
estado libre, de modo que si algin aminoacido no se utiliza inmediatamente para la
sintesis proteica, se degrada rapidamente y se transforma en otro aminoacido no esencial
que precise el animal, o se utiliza como fuente de energia. Puesto que los aminoacidos
esenciales no pueden sintetizarse con facilidad en el organismo, los desequilibrios en la

racion suponen un derroche (McDonald et al., 1988).
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En el caso de los rumiantes, los microorganismos del rumen sintetizan todos los
aminoéacidos esenciales, por lo que tedricamente esta clase de animales es independiente
de su presencia en la racion. Sin embargo, no pueden lograrse los maximos ritmos de
crecimiento o de produccion si la racién no aporta aminoacidos en la forma adecuada
(McDonald et al., 1988). El insuficiente consumo dietario de energia o proteina sitGan a
un animal en un balance de energia negativo, cuando los gastos de energia para las
funciones fisiologicas tales como la locomocion, produccion de leche, reproduccion y
mantenimiento, son mayores que el aporte de energia con la alimentacién (Scaramuzzi et
al., 2006). El balance de energia negativo se acompafia por pérdidas del peso vivo y de
la condicion corporal. El peso vivo de un animal estd determinado por el tamafio
corporal, la conformacion y el engorde relativo; entonces, un animal con poco peso
corporal puede tener o bien una condicion corporal pobre o0 un cuerpo pequefio con una

adecuada condicion corporal (Dunn y Moss, 1992; Scaramuzzi et al., 2006).

3.5.1.1. Degradacion de proteinas

La velocidad y extension de la degradacion de las proteinas depende de la
actividad proteolitica de la microbiota ruminal, del tipo de proteina de la dieta (Bach et
al., 2005), asi como de la velocidad de recambio ruminal y de la presencia de
inhibidores enzimaticos o de factores antinutricionales. Los péptidos y aminoacidos
producidos en el rumen y los contenidos en esas formas en el alimento, se transportan
hacia el interior de las células microbianas. Los peptidos pueden continuar degradandose
a aminoacidos por la accion de las enzimas peptidasas y liberar los aminoacidos que los
componen. Por ultimo, los aminoacidos pueden ser desaminados y producir acidos
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grasos volatiles, CO, y amoniaco. También pueden ser reutilizados durante la sintesis de
proteina microbiana. El destino de los aminoacidos y péptidos absorbidos depende de la
disponibilidad de energia en el rumen. Si hay suficiente energia disponible, los
microorganismos la utilizaran para la sintesis proteica, de lo contrario, la prioridad estara
en las rutas catabdlicas que produzcan ATP para cubrir las necesidades energéticas del

resto de las funciones metabolicas del microorganismo (Rodriguez et al., 2007).

Los factores mas importantes que afectan la degradacion microbiana de las
proteinas de la dieta son el tipo de proteina, las interacciones con otros nutrientes,
principalmente los compuestos energéticos y la poblacién microbiana predominante, la
cual depende del tipo de racion, la tasa de pasaje y el pH ruminal (Bach et al., 2005).

Los microorganismos ruminales degradan las proteinas dietarfas a acidos organicos, CO,
yNH,y utilizan este ultimo para la sintesis de nuevas proteinas. Si la dieta contiene

proteinas de alta degradabilidad, puede generarse un exceso de amoniaco en el rumen
que pasara a través de las paredes ruminales y, via vena porta, llegara al higado, donde
sera convertido en urea, provocando un incremento en la concentracién de nitrégeno

ureico en sangre (Rabaglino et al., 2007).

3.5.1.2. Digestion de las proteinas
La digestion de las proteinas da lugar a la produccién de aminoacidos y pequefios
péptidos que se absorben por las vellosidades intestinales a la sangre portal. Son
trasladados hasta el higado, donde se incorporan al acervo de aminoacidos.

Posteriormente, pueden emplearse en la sintesis de proteina o pueden llegar a la sangre
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sistémica y unirse a los aminoacidos producidos como resultado del catabolismo tisular,
para aportar la materia prima para la sintesis de proteinas y demas compuestos
nitrogenados de importancia biologica. Los aminoacidos que superan las necesidades
son transportados al higado y degradados hasta amoniaco o cetoacidos. Estos ultimos,
pueden utilizarse para la sintesis de aminoacidos o para producir energia. Parte del
amoniaco puede utilizarse en aminaciones, pero casi todo se convierte en urea y se
excreta en la orina o se recicla en la saliva. En los rumiantes, puede absorberse gran
cantidad de amoniaco del rumen, llegar a la circulacion portal y transformarse en el
higado en urea, excretdndose o reciclandose, via saliva o por la pared del rumen

(McDonald et al., 1988).

3.5.2. Ciclode laurea

El amoniaco es el intermediario central en la degradacion y asimilacion del N en
el rumen. Los niveles de amoniaco en el rumen varian desde 0 a 130 mg de N/100 mL,
segun la fuente de N y el momento pospandrial. La posibilidad de utilizar el amoniaco,
permite a los microorganismos del rumen reciclar cantidades importantes de urea,
provenientes del metabolismo intermediario del animal, como fuente de N para la
sintesis de proteina microbiana, cuando se dispone de cantidades suficientes de energia.
Otros compuestos nitrogenados también se pueden reciclar mediante la saliva o la pared
ruminal, entre ellos los metabolitos de las purinas y las mucoproteinas. Esta adaptacion
evolutiva de los rumiantes reduce efectivamente el minimo de N requerido e incrementa

el periodo de supervivencia de los animales subalimentados (Rodriguez et al., 2007).
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Cuando debido a la extensa degradacion de las proteinas la cantidad de amoniaco
es elevada, el exceso de amoniaco se absorbe por medio de las paredes del tracto.
Posteriormente, se convierte en urea en el higado para reducir la circulacion de este
compuesto por el organismo, pues es toxico para el animal. La urea producida se puede
reciclar al rumen para utilizarse por parte de los microorganismos o se excreta en la
orina del animal, con la consecuente pérdida de N (Bach et al. 2005; Rodriguez et al.,
2007). Este proceso, conocido como Ciclo de la Urea, es el resultado de la adaptacion de
los rumiantes al uso ineficiente de las proteinas en el rumen, para evitar la toxicidad de
las moléculas de amoniaco y aprovechar el N que se libera posteriormente. Asi, la
disponibilidad de energia en el rumen permite su incorporacion a la proteina microbiana.
La sintesis de las moléculas de urea en el higado requiere energia, por lo que es un
proceso costoso y puede influir negativamente en la produccion animal, ya que una parte
de la energia disponible para el mantenimiento o para la produccion de carne o leche,
debe destinarse a compensar la situacion que se crea por exceso de amoniaco en sangre

(Rodriguez et al., 2007).

Las bacterias ruminales también pueden incorporar directamente aminoacidos y
péptidos de la dieta (Remond et al., 2000). La baja concentracion de los aminoacidos
libres en el rumen indica que éstos se utilizan rapidamente, aunque el incremento que se
produce en las primeras horas post-alimentacion sugiere que la protedlisis transcurre a
mayor velocidad que la utilizacion de los aminoacidos. Aproximadamente, el 30% del N
de la dieta que se degrada en el rumen se incorpora a la proteina microbiana en forma de
péptidos y aminoacidos (Darlis et al., 2000).
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El NH, es una molécula muy toxica que se une al glutamato para su

detoxificacion, transforméndose en glutamina por accion de la enzima glutamina
sintetasa. Este compuesto sirve como un mecanismo de transporte no toxico que lleva al

NH, al higado para la sintesis de urea. La glutamina puede ser utilizada como fuente de

energia por diferentes células, entre ellas las de los tejidos reproductivos, resultando en

la liberacion de grandes cantidades de NH, El NH, puede afectar la supervivencia

celular debido a que produce una disminucion del a-cetoglutarato al convertirlo en
glutamato, y por lo tanto, interfiere con uno de los intermediarios del ciclo de Krebs
produciendo una disminucion en la formacién de ATP por la célula (Rabaglino et al.,

2007).

El amonio, producto toxico del catabolismo de las proteinas, es convertido a urea
por el ciclo de la urea en el higado de los mamiferos. La incorporacion de dos atomos de
nitrégeno dentro de la urea es catalizada por seis enzimas: (tres de las mitocondrias), N-
acetilglutamato sintetasa, carbamoilfosfato sintetasa-1 y ornitoninatranscarbamilasa y
otras tres citosolicas, argininosuccinato sintetasa, argininosuccinatoliasa y arginasa-1

(Heibel et al., 2012).

La NAGS cataliza la formacion de N-acetil glutamato, un activador alostérico
esencial de CPS1, en la matriz mitocondrial de los hepatocitos y en las células epiteliales
del intestino delgado (Caldovic et al., 2002). Dentro de los hepatocitos, la actividad de la

NAGS vy la abundancia del NAG son reguladas por la L-arginina, el amonio y el
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consumo de proteina en la dieta, y por lo tanto, en respuesta a estos factores, el sistema
NAGS/NAG puede jugar un papel critico en la regulacion de la ureogenesis (Heibel et

al., 2012).
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1.  Localizacion del area de estudio

El estudio se realiz6 en la Unidad Regional Universitaria de Zonas Aridas,
Universidad Auténoma Chapingo, localizada en el municipio de Tlahualilo, Durango,
entre las coordenadas geograficas 25° 53 31.99” LN y 103° 36’ 11.23”” LO, a una
altura de 1,117 metros. Las condiciones ambientales son de clima del tipo semidesértico
extremoso con oscilaciones térmicas muy extremas, con precipitacion y temperatura
media anual de 217.1 mm, y 22.3 °C, respectivamente. EI mes mas calido es junio con
temperaturas superiores a los 40°C y el mes mas frio es enero con temperaturas minimas

de 4°C.

4.2.  Animales, alimentacion y periodo experimental

Se utilizaron 18 cabras prepUberes encastadas 7/8 Saanen — Alpino y 1/8 Criollo,
de tres meses de edad y peso promedio de 16 kg. Las cabras fueron alimentadas dos
veces al dia: por la mafiana (0700) con heno de alfalfa (14% PC, 1.14 ENm Mcal kg) y
ensilado de maiz (8.1% PC, 1.62 ENm Mcal kg™), y por la tarde (1800) maiz rolado
(11.2% PC, 2.38 ENm Mcal kg™). Se ofrecié agua limpia, sales minerales ad libitum y
sombra durante todo el periodo experimental. Se registro el peso de los animales una vez
por mes y previo a su alimentacién, acondicionandose una bascula (modelo G-30) con
una jaula que permitiera la inmovilizacidn de las cabras. La condicion corporal se midid

mediante palpacion dorsal y costal, utilizando una escala de 5 unidades de nivel de grasa
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en la region lumbar que va desde 1 (muy flaca) a 5 (muy gorda), y se realizd cada mes,

al mismo tiempo del registro del peso vivo.

4.3. Disefio de tratamientos y preparacion de la solucion buffer
Las cabras fueron distribuidas aleatoriamente en dos grupos con peso promedio y
condicion corporal homogéneos: 1) Amino acido excitador (AAE, n=10; 16.52+1.04kg,
3.4£0.12CC). 2) Control, (CONT, n=8; 15.96+0.98kg PV, 3.15+0.11CC). Durante todo
el periodo experimental, el grupo AAE recibié infusiones intravenosas de 7 mg kg™ PV
de L-glutamato los martes y viernes de cada semana, mientras que el grupo CONT
recibié 0.08 mL kg™ de infusion salina al tiempo de las infusiones de L-glutamato, a fin

de provocar en ambos grupos el estrés al que fueron sometidas las cabras de este grupo.

Se pesaron 4 g de L-glutamato, -presentacion en polvo- (Merck-CsHioN,O3-art-
289, Germany) en una balanza analitica y se disolvieron en 50 mL de agua destilada
estéril. Es importante mencionar que dicho polvo se agrega lentamente al agua para
lograr la disolucion completa, de lo contrario, la disolucion es practicamente imposible.
Posteriormente se procedié a llevar la solucion a pH neutro. Todo el proceso de
preparacion se llevd a cabo en ambiente estéril. La solucion preparada contenia 80 mg

de L-glutamato mL™.

52



4.4.  Muestreo sanguineo intermitente

A partir del mes de junio, las muestras de sangre fueron colectadas de cada cabra
mediante venopuncion yugular una vez cada quince dias, utilizando agujas estériles de
0.8 x 38 mm y tubos colectores estériles Vacutainer de 10 mL; dicho muestreo se realizo
de junio a octubre. Una vez en el laboratorio, las muestras, se dejaron reposar a
temperatura ambiente por un lapso de 30 minutos hasta que ocurriera la retroaccién del
coagulo, después de esto, fueron centrifugadas (1,500 g x 15 min), el suero fue colectado

y almacenado con su réplica en tubos de propileno de 1.5 mL a una temperatura de 4° C.

4.5. Cuantificacion de progesterona y determinacion del inicio de la
pubertad

Se utilizaron las 40 muestras por cabra colectadas durante el sangrado
intermitente para evaluar su contenido de P4, mediante RIA. La prueba fue modificada y
validada para el uso en suero de rumiantes, de acuerdo con los procedimientos sefialados
por Schneider y Halford (1996). Los analisis se efectuaron en el Laboratorio de
Endocrinologia del Departamento de Ciencia Animal, de la Universidad Estatal de
Nuevo México, Las Cruces, NM, EUA, observando un coeficiente de variacion intra-
ensayo de 9.8% y un limite de deteccion de 0.2 ng mL. Las concentraciones séricas de

P4 >1 ng mL™ en dos muestras consecutivas por cabra, fueron clasificadas como

indicativo de inicio de la pubertad (Cushwa et al., 1992).
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4.6. Cuantificacion de metabolitos sanguineos
Las muestras de sangre fueron analizadas por su contenido de metabolitos
sanguineos (proteina total y urea) mediante andlisis espectrofotométricos (Coleman 15
Junior I1). La concentracion sérica de proteina total fue determinada mediante un kit
basado en el acido bicinconico, considerando como estandar a la albumina sérica bovina
16 (Pierce Chemical, Rockford, IL, USA), mientras que la urea en suero fue cuantificada
mediante el uso del kit 640-A basado en la ureasa-18 (Sigma-Aldrich Co., St. Louis,

MO, USA).

4.7.  Andlisis estadistico

El peso vivo, la condicién corporal y la concentracion sérica de proteina total y
urea fueron evaluados mediante un analisis de varianza (ANOVA), en un disefio
completamente al azar, con bloques divididos y muestras repetidas a traves del tiempo
(Snedecor y Cochran, 1969). El tiempo de muestreo y la interaccion del tratamiento por
tiempo fueron incluidos en el bloque menor, utilizando el cuadrado medio residual para
probar sus diferencias. La diferencia significativa de los valores de las medias
minimocuadraticas (LSMEANS) entre grupos experimentales fue obtenida con el
procedimiento GLM (PROC GLM) del SAS (Littell et al., 1991). La comparacion de
medias se realizo mediante la opcién PDIFF. Debido a que los datos para proteina total y
urea mostraron una alta variabilidad, se realiz6 su transformacion mediante la raiz
cuadrada con objeto de homogenizar las varianzas y proceder a hacer los analisis
estadisticos pertinentes (Bland y Douglas, 1996). La proporcion de cabras que presentan
o no el inicio de la pubertad fué comparada con una prueba de ji-cuadrada.
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4.8. Modelos estadisticos
Los modelos estadisticos utilizados para desarrollar el modelo experimental
fueron los siguientes:

Modelo 1)  Para peso vivo (PV) y condicion corporal (CC):

Yij= 1+ Ti+ Ejj

Donde los componentes de la ecuacion representan:

Yij = Respuesta de la j-ésima cabra con el i-ésimo tratamiento

K = Media general, comun a todas la unidades experimentales antes de aplicar los

tratamientos

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

Eij = Error experimental en la j-ésima repeticion del tratamiento i-ésimo

Modelo 2)  Para la concentracion sérica de proteina total y urea

Yijk=H + Ti + IDji+ te + Tt + Eijk

Donde los componentes de la ecuacion representan:

Yijx = Concentracion de Proteina total

Yijx = Concentracion de Urea

K = Media general, comun a todas la unidades experimentales antes de aplicar los

tratamientos
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T; = Efecto del i-ésimo tratamiento i=1,2 (AAE, CONT)

IDjqi) = Efecto de la j-esima cabra en cada i-ésimo tratamiento (error A) j=1,...,10 (n=10

cabras por tratamiento)
tx = Efecto del k-ésimo tiempo de muestreo. K=1,...,6 (tiempos de muestreo)
Tty = Efecto de la interaccion tiempo muestreo y tratamiento

Eijx = Error experimental Ejj ~ NID (0, oe) (error B)

Modelo 3) Xi? para la determinacion del % de cabras en pubertad

n C .. .
0 Eij

i=1j=1
Donde los componentes de la ecuacion representan:

y* o = Estadistico de prueba para probar Ho

n = Tratamiento (AAE, CONT)

¢ = Tiempo de muestreo (1,...,15)
nij = Concentracion de Progesterona de la i-ésima cabra en el j-esimo tratamiento.

Eij =Valores esperados de concentracion de progesterona bajo el supuesto de
homogeneidad de poblaciones de grupos de tratamiento para la i-ésima cabra grupo

genético del j-ésimo tratamiento.
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Calculados mediante:

Donde los componentes de la ecuacion representan:

n;i =NUmero de cabras por tratamiento

cj = NUmero de cabras muestreadas por tiempo

n = NUmero total de cabras

Se plantearon las siguientes hipotesis:

Ho: Los dos tratamientos muestran las mismas concentraciones de progesterona
en dos muestras consecutivas, sin diferencias en el tiempo para el inicio y el porcentaje

de la pubertad.

Hi: Los dos tratamientos muestran diferentes concentraciones de la progesterona
en dos muestras consecutivas, con diferencias en el inicio y el porcentaje de la pubertad,

favoreciendo al grupo suplementado con glutamato.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

El promedio inicial para PV y CC fue de 16.65 kg y 3.31 unidades, con valores
finales para estos promedios de 23.2+0.72 kg y 3.37+0.10 unidades respectivamente, sin
existir diferencias (P>0.05) entre tratamientos a lo largo del periodo experimental. En el
mismo sentido, no se observaron diferencias (P>0.05) entre tratamientos con respecto a
los promedios séricos globales para proteina total (P>0.51) y urea (P>0.94). Sin
embargo, existié efecto de tratamientos con respecto al porcentaje de cabras mostrando
pubertad (P<0.05), observando un 70% del grupo suplementado con glutamato
mostrando pubertad (7/10 cabras), mientras que solo el 25% de las cabras en el grupo

control logr6 el inicio de la pubertad (2/8 cabras) (Cuadro 1, Figura 9).

El grupo de los AAE mostrd no solamente un inicio anticipado de la pubertad
sino un mayor porcentaje de cabras mostrando pubertad con respecto al grupo control.
Sin embargo, no existieron diferencias (P>0.05) ni en las concentraciones sericas
promedio de PT (65.28 + 2.46 mg mL™) y U (23.42+0.95 pg dL™), ni con respecto a las
concentraciones séricas de PT y U a través del tiempo (P>0.05).

Cuadro 1. Medias de minimos cuadrados para peso vivo (kg), condicion corporal
(unidades), proteina total (g/Lt), urea (ug/dl) y pubertad (%) en cabras

suplementadas con glutamato (AAE) y cabras control (CONT) en el norte de
Meéxico (26° Norte, n=18)

Variables AAE CONT P>F EE
Peso vivo 23.75° 22.76° 0.34 0.72
Condicion corporal 3.69° 3.38° 0.06 0.10
Proteina total 8.02° 8.08? 0.51 0.36
Urea 4.81% 4.82° 0.94 0.22
Pubertad 70.0° 25.0° 0.05 46.00

AAE= Grupo Glutamato, CONT= Grupo Control, EE= Error Estandar
= Valores con diferente literal en la misma fila difieren (P<0.05)
P>F, nivel de significancia observado
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Respecto a la edad de inicio de pubertad el grupo AAE mostré un inicio mas
anticipado de la pubertad (2079 dias comparado con 225+12 dias; P<0.05). De acuerdo
al fotoperiodo observado durante el tiempo de muestreo en el sitio del experimento, el
maximo nivel de luz se presenta aproximadamente en mes de julio con un valor de 13.57
horas de luz, mostrando una disminucion gradual hasta presentar los valores minimos en
el mes de noviembre con 11.3 horas de luz. Estos resultados sugieren que durante el
inicio de la época tedrica de reproduccion la suplementacion con glutamato impacta en

el desarrollo folicular, mostrando una actividad ovulatoria anticipada (Figura 9).

¢ Fotoperiodo [ AAE [l CONT Actividad ovarica

14 (p<0.05)
135 | o . d
.
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Figura 9. Comportamiento reproductivo de cabras suplementadas con glutamato (AAE)
y grupo control (CONT); las flechas muestran el inicio de la pubertad (AAE=207+9d y
CONT=225£12 d), los histogramas de la derecha muestran el porcentaje de pubertad
(AAE=70% y CONT=25%) bajo un fotoperiodo natural decreciente en el norte de
México (26° Norte, n=18).

Las diferencias del porcentaje de cabras que mostraron pubertad no se
relacionaron con el patrén de secrecion de PT con respecto al tiempo, puesto que no

existieron diferencias (P>0.05) entre los grupos experimentales en los diferentes tiempos

de muestreo (Figura 10).
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Figura 10. Concentraciones séricas de proteina total a través del tiempo de muestreo
para el grupo glutamato (AAE) y el grupo control (CONT) durante el periodo
experimental junio — octubre, en cabras peripuberes (n=18).

El patron de secrecion de urea con respecto al tiempo no mostré diferencia
(P=0.39) entre tratamientos durante el periodo experimental. En general, los valores méas
bajos de urea se observan en el grupo glutamato. En algunos de los meses en los que
existieron los niveles altos para proteina total entre tratamientos se observaron los
niveles mas bajos para urea (Figura 11). Los resultados indican que no existen
diferencias entre los grupos control y el sometido al tratamiento con respecto a PV y CC,
ni en los promedios séricos de proteina total y urea, asi como tampoco se observa

relacién con cambios en los niveles séricos de proteina total y urea a traves del tiempo

durante el periodo experimental.

60



5.3
5.1
3
2 —- AAE
249
g4 —e— CONT
a7
45

Jun. Jun. Jul. Jul. Ago. Ago. Sep. Oct. Oct.
Tiempo de muestreo

Figura 11. Concentraciones séricas de urea a través del tiempo de muestreo para el
grupo glutamato (AAE) y el grupo control (CONT) durante el periodo experimental
junio — octubre, en cabras peripuberes (n=18).

La hipdtesis planteada al inicio del estudio, postulaba que la suplementacion con
glutamato promoveria un inicio mas temprano y un mayor porcentaje de cabras en
pubertad, y que dicho escenario estaria positivamente relacionado con el aumento de los
niveles de proteina y la disminucion de los niveles de urea en el suero sanguineo. De
acuerdo a la evidencia del estudio, la hipétesis planteada es parcialmente aceptada, ya
que las hembras suplementadas con glutamato mostraron, tanto un mayor porcentaje,
como un inicio mas precoz de la pubertad, pero dicho comportamiento no fue paralelo a
la variacion en los niveles séricos de proteina total ni de urea, asi como tampoco se
mostraron diferencias en los niveles séricos de proteina total y de urea a través del

tiempo en las cabras suplementadas.

Los aminoédcidos excitadores incrementan su efecto estimulador sobre la
secrecion de GnRH-LH durante la maduracién sexual, mediante el incremento en la
liberacion de aspartato y glutamato, aminoacidos excitadores involucrados en la

liberacion de GnRH (Meza-Herrera, 2008). En particular, el glutamato ofrece un
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marcado efecto estimulatorio sobre el eje reproductivo, particularmente al momento de
la pubertad. En el mismo sentido, previamente se reporté un efecto positivo de la
suplementacion con glutamato, sobre la actividad ovéarica en cabras, medida por el
numero de cuerpos luteos (Meza-Herrera et al., 2007; Gonzalez-Bulnes et al., 2010;

Meza-Herrera et al., 2011).

Los sistemas neurotransmisores y neuromoduladores que regulan la secrecion y
liberacion de GnRH transmiten informacion con respecto al nivel de combustibles
metabolicos y reservas de energia corporal. Tanto el estado metabdlico como la
disponibilidad de nutrientes son algunos de los principales factores ambientales
necesarios para el establecimiento de la funcién reproductiva. Al respecto, el sistema
KiSS-1-GPR54-kisspeptinas opera como un sensor del estado energético del organismo,
responsable de la modulacion de la activacion del eje reproductor en la pubertad por
factores metabolicos y/o nutricionales. Estudios realizados recientemente proponen que
las kisspeptinas han sido identificadas en neuronas glutamatérgicas y estan involucradas
en el control glutamatérgico de las neuronas de GnRH a la pubertad, aumentando la
transmision en las neuronas de GnRH de una manera dependiente de estradiol (Ottersen
y Storm-Mathisen, 2000; Meza-Herrera et al., 2010, 2011; Hammed et al., 2011; Roa et

al., 2011).

Otro factor ambiental importante en cuestion reproductiva es el fotoperiodo. De
acuerdo a Foster (1994), en los animales peripuberales, la pubertad generalmente se

presenta durante los dias en que se reducen las horas luz. Lo anterior adquiere mayor
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importancia al observar que, en el presente estudio, los animales suplementados con
glutamato mostraron una actividad ovulatoria anticipada; dicho comportamiento puede
ser posible debido a que el sitio de accion de la melatonina sobre el hipotalamo es
compatible con la localizacion de la expresion de gen KiSS-1, el cual recientemente, ha
sido identificado en neuronas glutamatérgicas, involucradas en el control de las neuronas

de GnRH en la pubertad (Meza-Herrera et al., 2010, 2012).

Ciertamente, se ha establecido que los incrementos en la neurotransmision
glutamatérgica constituyen uno de los principales eventos excitatorios trans-sinapticos
que estimulan el inicio de la pubertad (Meza-Herrera, 2008; Meza-Herrera et al., 2009;
Meza-Herrera et al., 2011), debido a que los receptores del glutamato estan localizados
en una variedad de nucleos hipotalamicos esenciales para la reproduccién y la funcién
neuroendocrina. Sin embargo, aungue poco se sabe acerca de los mecanismos
responsables de las reacciones del metabolismo intermedio en rumiantes (Howell et al.,
2001), con los resultados obtenidos en el presente estudio se plantea que si bien la
administracion exogena del glutamato no promovio un incremento de proteina total en el

suero, si originG un inicio mas precoz de la pubertad en cabras.

Dicho escenario fisiologico pareciera involucrar un mecanismo independiente de
los niveles séricos de proteina total, posiblemente mediante modificaciones en el
metabolismo intermedio, debido a que a nivel hepatico el glutamato ademéas de
intervenir en la sintesis de proteinas, es considerado como un precursor especialmente
importante en el balance energético, al ser una fuente primordial de combustible en la
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activacion de la gluconeogénesis, asi como para mantener la homeostasis de la sintesis
de proteina (Heitmann y Bergman, 1980; McDonald et al., 1988; Wu, 1998; Howell et

al., 2001; Tapiero et al., 2002).

En el contexto de la utilizacion de la energia corporal, los requerimientos de
proteina para eventos reproductivos tales como crecimiento o la pubertad, son muy
importantes y significativos (Meza-Herrera et al., 2004; Scaramuzzi et al., 2006;
Gonzalez-Bulnes et al., 2011). Consecuentemente, existe una relacion clara entre el
balance de energia, la disponibilidad de combustible metabdlico y la eficiencia
reproductiva. De esta manera, los cambios en los niveles circulantes de metabolitos y de
hormonas metabolicas son sefiales importantes que informan, de manera eficiente al
SNC, respecto al estado nutricional del organismo y de su capacidad para reproducirse,
generando asi la activacion del eje hipotalamico-hipofisial-gonadal (Blache et al., 2006;
Meza-Herrera, 2008; Scaramuzzi et al., 2006). Al respecto, Annison et al. (2002) y
Blache et al. (2006) mencionan que los sistemas enddcrino y nervioso se activan en
respuesta al estado metabolico asi como a los niveles adecuados de los metabolitos en

sangre.

En rumiantes, los regimenes de alimentacion en los que la energia es limitante,
con exceso de proteina, aumentan la expresion de transportadores de glutamato,
promoviendo de esta forma una mayor capacidad para influir positivamente en el estado
de energia en todo el animal mediante el aumento de suministro de sustratos
gluconeogénicos. En efecto, durante la desaminacion oxidativa, el grupo nitrogenado se
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desprende como amoniaco y es eliminado principalmente como urea. Las cadenas
carbonadas siguen diferentes rutas, que las llevan a alimentar el ciclo del acido citrico o
de Krebs para oxidarse completamente en él hasta CO, y H,O y producir energia

(McDonald et al., 1988; Howell et al., 2001; Varas et al., 2007).

Por lo anterior, cuando existe un exceso de proteina, la produccién hepatica neta
del glutamato decrece, sugiriendo un incremento en la transaminacion de glutamato para
producir aspartato, contribuyendo a la alta tasa de sintesis de urea hepatica. Una
explicacion alternativa para el decrecimiento de la liberacién de glutamato en el higado,
es la propuesta por Maltby et al., (2005), en la cual una disminucién en la sintesis de
glutamato puede ser el resultado de una baja en la tasa de conversion de NADP a
NADPH debido a la activacion de amonio por la ruta del pirofosfato, o por un
decrecimiento en la transaminacion de ornitonina a glutamato. La urea convertida por el
higado puede ser reciclada al intestino a través de la sangre y saliva, o0 excretada en la

orina (Rodriguez et al., 2007).

65



VI. CONCLUSIONES

La administracion endovenosa de glutamato en cabras peripUberes promovio no
solamente un inicio mas temprano de la pubertad, sino un mayor porcentaje de cabras
mostrando pubertad. Dicho escenario fisioldégico no estuvo relacionado con diferencias
en el peso vivo, la condicién corporal, o los promedios sericos globales para proteina
total o urea. De manera similar, tampoco se observaron diferencias a través del tiempo
en el patrén de concentracion de proteina total a favor del grupo suplementado con

glutamato.

La relacion entre inicio de pubertad y la suplementaciéon con glutamato, que
muestra un rol significativo como sustrato gluconeogénico, posiblemente influyo
positivamente en el estado energético del animal, promoviendo una mejor comunicacion
entre los componentes del eje hipotalamico-hipofisiario-gonadal, generando asi un mejor
ambiente neuroenddcrino para la activacion del desarrollo y la esteroidogénesis
folicular, originando la primo-ovulacion en las cabras suplementadas con glutamato en
una ruta independiente de los niveles séricos de proteina total y urea; dichos resultados

destacan una importancia no solo clinica sino productiva.
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