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SUPLEMENTACION DE GLUTAMATO, INICIO DE PUBERTAD Y METABOLITOS
SANGUINEOS EN CABRAS: GLUCOSA'Y COLESTEROL

GLUTAMATE SUPPLEMENTATION, ONSET OF PUBERTY AND BLOOD
METABOLITES IN GOATS: GLUCOSE AND CHOLESTEROL

Soto-Sanchez Marfa de Jests', Meza-Herrera César?

RESUMEN

En el presente estudio se evalu6 el efecto de la
suplementacion de glutamato sobre el inicio de la
pubertad y posibles cambios en las concentraciones
séricas de colesterol (CL) y glucosa (GLU). El estudio se
realizo de junio a noviembre (26°N) en cabras hembras
prepuberes (n = 18, de 3 meses de edad, 7/8 Saanen-
Alpine, 1/8 Criollo) asignadas aleatoriamente a dos grupos
experimentales: (1) el grupo tratado con aminoéacidos
excitadores (AAE, n = 10; 16,52 * 1,04 kg peso vivo (PV)
3.4 = 0.12 condicion corporal (CC)), recibieron una
infusién intravenosa de 7 mg kg™ PV de L-glutamato, dos
veces por semana, y (2) el grupo control (CC, n=8; 16.1
+ 1.04 kg PV, 3.1 £ 0.12 CC) el cual recibié solucién
salina. El grupo AAE presenté un mayor porcentaje de
hembras que entraron en pubertad respecto al grupo CC
(70% vs. 25%, p<0,05). No existieron diferencias entre
tratamientos respecto a los promedios globales para
colesterol o glucosa (77.89 + 1.10 mg mL™ y 94.5 + 0.46
mg mL*, p>0.05, respectivamente). Sin embargo, se
observé un efecto de la interaccion tratamiento x tiempo
(p<0.05), al incrementarse los niveles séricos de CL hacia
el dltimo tercio del periodo experimental, coincidente con
el momento en el cual ocurri6 el inicio de la pubertad en
el grupo AAE. Asimismo, se observé una tendencia
(p=0.07) para incrementos en las concentraciones de
glucosa a través del tiempo en el grupo suplementado. Los
resultados indican que, en cabras prepuberes, el glutamato
actla sobre el eje hipotalamo-hipdfisis-gonadas para
promover el inicio de la pubertad, lo cual se relacioné
positivamente con los niveles séricos de CL. Por lo
anterior, en cabras, el perfil sérico de colesterol podria
actuar como modulador metabolico en el establecimiento
de la pubertad, sugiriendo ademas una accién positiva del
glutamato en la modulacion del metabolismo de lipidos.

Palabras clave:
Pubertad, Cabras.

Glutamato, Glucosa, Colesterol,

! Tesista
2 Director

SUMMARY

This study evaluated the effect of glutamate
supplementation upon the onset of puberty and
possible changes in serum cholesterol (CL) and
glucose (GLU). The study was conducted from June
to November (26°N) in prepubertal goats (n = 18; 3
months old, 7/8 Saanen-Alpine, 1/8 Criollo, 26°N)
which were randomly assigned into two experimental
groups: (1) excitatory amino acids (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™ LW of L-glutamate twice per
week, and (2) the control group (CC, n =8, 16.1
1.04 kg LW, 3.1 £ 0.12 BCS) which received saline
solution. The AAE group had a higher percentage of
females showing puberty than the CC group (70% vs.
25%, p<0.05). No differences for the overall
averages for cholesterol or glucose (77.89 + 1.10 mg
mL™ and 94.5 + 0.46 mg mL™, p> 0.05, respectively)
were observed between treatments. However, an
interaction effect (treatment x time; P<0.05) was
observed, with an increased serum CL level towards
the last third of the experimental period, coincident
with the time at which the onset of puberty occurred
in the AAE group. Besides, a trend (p=0.07) for an
increased glucose concentrations across time was
observed in the supplemented group. Results indicate
that in prepubertal goats, glutamate supplementation
positively affects the hypothalamic-pituitary-gonad
axis, promoting not only an increased percentage but
an earlier onset of puberty, which was positively
associated with increased serum levels of CL across
time. Therefore, in goats, serum cholesterol profile
could act as a metabolic modulator for the
establishment of puberty, denoting a positive role of
glutamate as modulator of lipid metabolism.

Keywords:  Glutamate,
Puberty, Goats.

Glucose, Cholesterol,
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l. INTRODUCCION

Las zonas éaridas representan méas del 60% de la superficie terrestre, por lo que el
desarrollo de sistemas de produccion sustentables se ha convertido en una apremiante
necesidad (Torres-Moreno et al., 2009). Sin embargo, uno de los principales problemas en
los sistemas de produccion animal bajo pastoreo en las zonas aridas y semiaridas es la
época de sequia en la cual decrece el contenido de nutrientes en las principales especies
forrajeras, de tal forma que no cubren los requerimientos minimos para una adecuada
nutricion de los rebafios (Meza-Herrera et al., 2004 & 2007; Gonzalez-Bulnes et al., 2011;

Meza-Herrera et al., 2010a,b).

El sistema de produccion caprino ha tomado gran importancia debido a las mdltiples
estrategias de comportamiento desarrolladas por parte de la cabra, entre las mas
importantes se encuentran la reutilizacion del nitrogeno-urea disponible, los habitos
alimenticios donde destacan la gran selectividad, ramoneo y posicion bipeda, un uso muy
eficiente del agua metabdlica, ademas de mostrar una reproduccion de tipo estacional. En
efecto, en cierta época del afio, esta especie inhibe su funcién reproductiva para asegurar
reservas energéticas y poder enfrentar la época de restriccion nutricional (Gonzalez-Bulnes
et al., 2010). En general, bajo esquemas semi-extensivos y extensivos, la especie caprina
inicia la pubertad entre los 10-12 meses de edad. Sin embargo, si dicha edad cronol6gica
coincide con la época de escasez de forraje, las cabritas deberan esperar hasta la proxima
época de lluvias y crecimiento de especies arbustivas y herbaceas, para hacer coincidir de
esta forma el inicio de la funcion reproductiva con una mayor disponibilidad de alimentos

(Urrutia, 2009).



Existe un grupo de sefiales ambientales y génicas que afecta la reactivacion de las
neuronas GnRH y la activacion de la pubertad, entre los cuales destacan el perfil endocrino,
época del afio, estado metabolico, edad, estrés y peso vivo, entre otros (Gonzalez-Bulnes et
al., 2011). Lo anterior hace necesario el desarrollo de estudios que aborden la relacion entre
la disponibilidad de alimentos, el estado metab6lico y el inicio de la funcidn reproductiva.
Lo precitado permitiria el disefio de estrategias que permitan promover el inicio de la
funcién reproductiva de las cabras en el mayor porcentaje posible y a una edad mas
temprana, y estar en posibilidad de lograr concepciones en épocas del afio fuera de la época
normal de reproduccion. Dicha estrategia es de particular importancia dentro del esquema

de comercializacion de los diferentes productos caprinos (Lopez-Medrano et al., 2009).

Los mecanismos primarios responsables incremento en la liberacién de GnRH del
hipotalamo no estan bien definidos. En un estudio realizado en ratas ovariectomizadas
tratadas con estrogenos se observd un aumento preovulatorio de gonadotropinas inducido
por progesterona secretada por el ovario y/o la glandula suprarrenal. Dado que las neuronas
de GnRH no poseen receptores a estrogenos ni a progesterona, su funcion es modulada por
neurotransmisores del sistema nervioso central (SNC) y/u otros productos neurosecretores

(Choi et al., 2008).

El principal aminoacido excitador del SNC, el glutamato, tiene un marcado efecto
estimulador sobre el eje reproductivo en mamiferos y junto con sus receptores, esta
involucrado en la maduracién y mantenimiento de los mecanismos neurales que gobiernan
el pico preovulatorio de LH en roedores jovenes en edad reproductiva (Neal-Perry et al.,
2005; Brann et al., 1995). Por su parte, el colesterol es precursor de las hormonas

esteroidales, con un papel fundamental en el establecimiento de la ruta esteroidogenica



(Gimpl y Gehrig-Burger, 2007). En el mismo sentido, la glucosa es la principal fuente
energética requerida para llevar a cabo los procesos y mecanismos fisiolégicos normales en
el eje hipotalamo-hipofisis-gonadas (Burdakov y Lesage, 2010). Finalmente, tanto la
glucosa y el colesterol estadn positivamente relacionados con el estado nutricional, y a su
vez, el estado nutricional se correlaciona positivamente con la eficiencia reproductiva

(Scaramuzzi et al., 2006).



1. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1  Hipdtesis
En cabras periplberes, la suplementacién con glutamato promueve un inicio precoz
y un mayor porcentaje de pubertad, lo cual se relaciona de manera positiva con los niveles

séricos de colesterol y glucosa.

2.2  Objetivos
Evaluar si la suplementacion de glutamato promueve un inicio mas precoz y mayor

porcentaje de pubertad en cabras peripuberes.

Evaluar si la suplementacion de glutamato afecta los niveles séricos de colesterol y

glucosa, y si dichos cambios estan relacionados con el inicio de la pubertad.



I1l.  REVISON DE LITERATURA

3.1 Importancia de la produccién caprina en México

La cabra probablemente fue de los primeros rumiantes en ser domesticados, se
considera que fue domesticada hace mas de 10,000 afios en la antigua Mesopotamia
(Mellado, 1997), y ha sido una de las especies méas utiles al hombre, sobre todo como
proveedoras de carne, leche y fibras. Durante el siglo pasado, en el periodo de las grandes
guerras y los periodos de posguerra, la crianza de caprinos se incremento en diversos paises
con objeto de aminorar la escasez de leche. Sin embargo, durante los Ultimos afios, su
importancia como especie doméstica con un gran potencial productivo y reproductivo ha
sido disminuida, a pesar de su alto potencial en la generacion de productos con

caracteristicas organolépticas bien definidas y de calidad (Aréchiga et al., 2008).

Los caprinos fueron introducidos en México por los espafioles. Probablemente la
mayoria de los animales fueron embarcados en las Islas Canarias, aunque los estudios
genotipicos y fenotipicos indican una mayor influencia Navarra y Andaluza de las cabras
originarias que llegaron a nuestro pais, habiéndose adaptado desde entonces a las
condiciones de gran parte del territorio nacional (Mayén, 1989). Segln las ultimas
estimaciones del Sistema de Informacion Agricola y Pesquera de la SAGARPA, en México
existe una poblacién de 8,993,221 cabras, y el 87% de ellas se ubican en el area rural,
particularmente en las regiones aridas y semiaridas, generando anualmente 163.6 millones
de litros de leche al afio (Figura 1). Dentro de los estados productores de leche caprina
destacan Coahuila, con el 37.2% del total nacional, Durango 21%, Guanajuato 16.8%,

Nuevo Ledn 9.9%, Jalisco 3.7% y Zacatecas 3.2 % (SIAP, 2010).
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Figura 1. Produccion nacional de leche fresca caprina en México 2006-2010.

(Tomados de FAO, 2011)

Aunque las cabras contribuyen relativamente poco a la produccion nacional de leche
y carne, con 120-150 millones de litros y 36,000 toneladas cada afio, 2% y 1% del volumen
anual, respectivamente (FAO, 2011). Dicha participacion es importante desde el punto de
vista social, ya que representan un medio de ingreso y fuente de alimentos para numerosas
familias campesinas, particularmente en las regiones aridas y semi-aridas del norte de
México, asi como en la Sierra Madre del Sur entre Puebla, Oaxaca y Guerrero (Guerrero,
2010). En la mayor parte de los estados de México predominan los sistemas extensivos y
semi-intensivos de produccion caprina, quedando relegada la produccion intensiva a

regiones como La Laguna y el Bajio (Salinas, 1993; Echavarria et al., 1999).

Entre los sistemas semi-intensivos destaca el tipo de pastoreo trashumante, en el que
se pastorea el matorral durante la época de lluvias, luego los residuos de cosecha al final del
ciclo agricola de primavera-verano y finalmente, durante los meses de penuria alimenticia
en el agostadero se ofrecen en el pesebre alimentos caseros, y en menor grado comerciales.
En general, la produccion caprina se circunscribe a negocios familiares de campesinos que
tienen también actividades agricolas o de otro tipo, y venden ocasionalmente su fuerza de

trabajo.



Estos sistemas se establecen alrededor de industrias que les compran la leche, asi
como la produccion estacional de cabritos y, en menor grado, de animales de desecho

(Echavarria et al., 1999).

3.2 Estacionalidad reproductiva en la cabra

Con objeto de asegurar la supervivencia cuando los recursos alimenticios en su
medio ambiente son escasos, diversas especies animales limitan su funcion reproductiva de
forma estacional. Esta estacionalidad parece ser estable afio tras afio, con un marcado inicio
y término del periodo estacional tanto en la ovulacion como en la calidad y cantidad de
produccién de semen (Paul et al., 2008). Esta precisa programacion es debida a diversos y
complejos mecanismos los cuales permiten a los animales definir la época del afio mas
apropiada para expresar la actividad sexual en el tiempo correcto, sincronizando o
alineando la activacion de factores sexuales con los factores del ambiente externo. En los
mamiferos con reproduccion estacional, se observa al igual que el reloj circadiano, un ritmo
circa- anual endégeno que les permite alternar periodos de actividad sexual con periodos de

reposo sexual al través del afio (Barrell et al., 2000).

Estas adaptaciones son moduladas principalmente por el fotoperiodo, induciendo
alteraciones en las secreciones de melatonina por parte de la glandula pineal (Moffatt-Blue
et al., 2006).en efecto el fotoperiodo es una de las sefiales mas importantes para la
regulacion anual para estimular o inhibir la actividad reproductiva, involucrandose también

se en el crecimiento de algunos mamiferos (Gazal et al., 2002).

Las cabras son reproductores estacionales que re-inician su actividad reproductiva

cuando el fotoperiodo es decreciente durante el otofio y el invierno. La accion que el



fotoperiodo ejerce sobre la actividad reproductiva es significativamente modulada por la
latitud. En efecto, los animales ubicados en zonas cercanas al ecuador, donde la diferencia
del fotoperiodo es apenas perceptible, son capaces de expresar los ciclos estrales durante
todo el afio. Sin embargo, en las regiones situadas por encima de los trépicos, donde una
diferencia en el nimero de horas luz por dia entre dias cortos y dias largos es mas evidente,

las cabras presentan dicha estacionalidad reproductiva (Urrutia, 2009).

Dentro de una especie determinada, algunas razas pueden expresar diferentes
niveles de estacionalidad. Por ejemplo, las ovejas Texel y Soay son altamente estacionales,
mientras que en las Merino y Manchega la expresion de la estacionalidad es menos
marcada (Santiago-Moreno et al., 2000). En el mismo sentido, en regiones localizadas méas
al sur, especialmente en las subtropicales y tropicales de Africa del norte, Africa del oeste,
Indias Occidentales, Asia tropical y Ameérica, las razas presentan generalmente baja
estacionalidad o incluso ciclos reproductivos durante todo el afio. Este es un rasgo
interesante mostrado por estas razas, con las que se puede organizar la estacion de
reproduccion sin costosos tratamientos hormonales. Sin embargo, en algunas razas se
observa una marcada estacionalidad cuando se someten a las amplias variaciones
fotoperiddicas y climas templados de los paises mas al norte, lo que constituye una
limitacion importante para su amplio uso en sistemas de produccion animal en estos paises

(Chemineau et al., 2007, Arroyo et al., 2007).

Aunque en los tropicos el fendmeno de la estacionalidad reproductiva no esta bien
definido, existe cierta tendencia en la cabra a presentar mayor actividad reproductiva en
ciertos periodos del afio, cuando las condiciones del medio ambiente son mas favorables

para el mantenimiento de la gestacion y la crianza de sus crias. La mayoria de las razas



caprinas y ovinas originarias del norte de Europa muestran variaciones importantes
respecto a la presencia de estro y ovulacion. En efecto, las hembras de estas razas presentan
actividad sexual desde agosto-septiembre hasta enero-febrero y un reposo sexual el resto

del afio (Gonzalez-Bulnes et al., 2011).

3.2.1  Efectos de fotoperiodo

En los mamiferos, todas las sefiales luminosas son percibidas exclusivamente por
medio de fotoreceptores localizados en la retina del ojo y son transmitidas a través de una
via sinaptica a la glandula pineal por el tracto retino-hipotalamo, hasta los nucleos
supraquiasmaticos y paraventriculares del hipotalamo, antes de pasar por el ganglio cervical
superior y llegar finalmente a la glandula pineal. Esta glandula sintetiza y secreta la
hormona melatonina, particularmente durante la noche, por lo que existe mayor cantidad de
melatonina circulante en los dias con mayor nimero de horas de oscuridad y menor namero
de horas luz, periodo conocido coloquialmente como "fotoperiodo de dias cortos”, como los
que se presentan durante el otofio e invierno. Por el contrario, la secrecion de melatonina
tiene una menor duracion en los dias con menos horas de oscuridad, o dias largos, en los
dias de primavera y el verano, particularmente en latitudes mayores a las 30° Norte

(Gonzalez-Bulnes et al., 2010).

En los mamiferos, el sistema circadiano se emplea en la regulacion de la fisiologia
de la reproduccion y el comportamiento de dos formas muy importantes. 1) En algunas
especies existe un fuerte componente circadiano que define el momento de la ovulacion y
del comportamiento reproductivo, asegurando que estos eventos se produzcan en el

momento mas probable en el cual se puedan encontrar una pareja potencial. 2) Otras
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especies de mamiferos exhiben ritmos estacionales reproductivos, regulados principalmente
por la disponibilidad del ambiente, exista 0 no, una pareja potencial, en estas especies, el
sistema circadiano y la glandula pineal son componentes cruciales en el mecanismo que se
utiliza para medir la longitud del dia. El ritmo de secrecion de melatonina por parte de la
pineal es impulsado por una via neural que incluye el oscilador circadiano en el nlcleo
supraquiasmatico. Como se ha descrito anteriormente, la melatonina es secretada durante la
noche en todos los mamiferos en un formato inversamente proporcional a la duracion de las
horas luz del dia. El patrén de secrecion de la melatonina actia como una sefial interna que
representa la duracion del dia y que es capaz de regular una variedad de las variaciones
estacionales en la fisiologia y el comportamiento. En cabras y ovejas los cambios en el
patrén de secrecion de melatonina que se producen en las distintas épocas del afio modulan
la secrecion pulsatil de GnRH, la que a su vez influye sobre la secrecion de gonadotropinas
en el I6bulo anterior de la hipofisis; esto en conjunto regula la estacionalidad reproductiva

(Goldman, 1999).

La sefial de la melatonina es presumiblemente decodificada en los tejidos diana que
estan involucrados en la regulacion de una variedad de respuestas estacionales. EXxisten
variaciones en las respuestas fotoperiddicas no sélo entre especies, sino también entre las
poblaciones reproductoras de una misma especie y entre los individuos dentro de las
poblaciones reproductoras individuales. En ocasiones, estas variaciones parecen ser el
resultado de diferencias en las respuestas a la melatonina, en otros casos, las variaciones en
la capacidad de respuesta al fotoperiodo pueden depender de las diferencias en los patrones
de secrecion de melatonina relacionada con la variacién circadiana. En mamiferos ain no

estan bien caracterizados los sitios precisos de accion de la melatonina, pero los posibles

10



dianas de interés particular incluyen la pars tuberalis de la glandula pituitaria, asi como el
ndcleo supraquiasmatico. Ambos sitios exhiben en diversas especies receptores a la
melatonina y existen algunas pruebas de la accién directa de la melatonina en otros sitios.
Sin embargo, parece que hay diferencias entre especies con respecto a la importancia y las

funciones especificas de los diversos sitios diana de la melatonina (Goldman, 2001).

Durante la primavera, con la reduccién de las horas oscuridad, disminuye el periodo
de secrecién de melatonina, lo que provoca que el hipotdlamo aumente la sensibilidad a la
retroalimentacion negativa de los estrogenos sobre la secrecion tonica de la GnRH. Lo
anterior promueve una inhibicién de la cascada hormonal que conduce a la ovulacion, por
lo que la hembra permanece en un periodo anovulatorio no ciclico, también conocido como

anestro estacional (Walton et al., 2011).

Mediante una correcta administracion exogena, la melatonina es capaz de restituir la
totalidad del efecto del fotoperiodo en cabras y ovejas (Malpaux et al., 1993), ya que se
reproducen de esta manera las condiciones de los periodos normales de luz de dias cortos,
lo cual ha sido de utilidad practica para estimular la reproduccién en primavera 6 dias de
fotoperiodos largos. En un estudio desarrollado en Nueva Zelanda, con ovejas Romney en
donde se evaluaron los efectos de los implantes de melatonina en la temporada de anestro,
los resultados sugieren que los implantes de melatonina, en conjuncion con la
administracion de progesterona y gonadotrofina coridnica equina (eCG), pueden ser un
método adecuado para aumentar el nimero de partos y el nimero de crias por parto

(DeNicolo et al., 2008).
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3.3 Etapa de pubertad

Se ha demostrado que el proceso de la pubertad o madurez sexual desde el punto
neuroendocrino es debido a una reactivacion eje del hipotalamo-hipéfisis-gonadas y del
sistema secretor de la GnRH. Una serie de estudios en mamiferos adultos han aportado
informacién sobre el conjunto de compuestos que intervienen en la secrecion de GnRH:

otras hormonas, aminoacidos y péptidos entre otros (Terasawa y Fernandez, 2001).

Sin embargo, previo a esta etapa, la secrecion de GnRH sobre la hipofisis ha
disminuido significativamente (Meza-Herrera, 2008). Por lo anterior, al inicio de la
pubertad, la funcion hipotaldmica también ha decrecido y la amplitud de los pulsos de
GnRH se incrementa gradualmente, siendo este evento el principal estimulo fisiologico de
la sintesis y liberacion de las hormonas FSH y LH. Estas a su vez, como indica su nombre,
operan sobre los receptores especificos a nivel gonadal, siendo los principales reguladores
hormonales tanto de la generacion de gametos maduros o gametogénesis, a partir de la
pubertad, como de la secrecion de esteroides y otras hormonas gonadales (Tena-Sempere y
Huhtaniemi, 2003; Meza-Herrera et al., 2010b). El control dinAmico de este eje neuro-
hormonal se apoya en las acciones de retroalimentacion negativas y positivas de las sefiales
hormonales procedentes de las gdénadas, asi como en la accion reguladora de factores
adicionales, tanto centrales como periféricos, los cuales actuan primariamente sobre el

sistema GnRH hipotaldmico (Ebling, 2005; Ojeda y Skinner, 1994; Plant y Witchel, 2006).

Ademas de las sefiales centrales, la activacion del eje gonadotropico en la pubertad
estd condicionada méas que por la edad cronoldgica, por la activacion del citado eje

hipotalamico-hipofisiario-gonadal. En efecto, existen evidencias de una gran variabilidad
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entre individuos respecto al inicio y la progresion de la pubertad. Los sistemas
neurotransmisores y neuromoduladores que impactan sobre la red secretora de GnRH
transmiten informacién de un considerable nimero de factores tanto endégenos, como
periféricos, y ambientales. De entre éstos, es especialmente relevante en el control
funcional del eje reproductor a lo largo del desarrollo puberal, el papel del estado
energético del organismo y, en concreto, de la hormona leptina (Casanueva et al., 1999). La
leptina, secretada por los adipocitos, “informa” a los centros de control de la reproduccion
en el SNC del estado de los depdsitos grasos del organismo, siendo necesarios ciertos
niveles minimos de leptina circulante, afectado a su vez por un indice graso critico, para

que se produzca un desarrollo puberal adecuado (Fruhbeck, 2006).

3.3.1 La pubertad: una reactivacion del sistema secretor de GhnRH

La poblacién clave de neuronas de GnRH, del sistema secretor de GnRH se origina
en el periodo embrional fuera del SNC, en la placa olfatoria media. Estas células
posteriormente migran de la region nasal hacia el cerebro, es decir, el desarrollo fisico de
este sistema ocurre relativamente temprano en la vida y la capacidad sintética esta presente
antes de la pubertad, cuando la expresion del mMRNA del GnRH alcanza niveles similares a
los de la etapa adulta. Estudios realizados en ovejas demuestran que el sistema secretor de
GnRH esta evidentemente activo en el periodo neonatal. En fetos machos la LH es liberada
de una manera pulsatil durante el periodo fetal medio de la prefiez. La frecuencia de los
pulsos incrementa si los testiculos del feto son removidos, lo cual genera una liberacion
pulsatil de GnRH por parte del hipotdlamo que estimula, a su vez, la liberacion de LH

(Ebling, 2005)
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En algunos mamiferos se observan periodos de inactividad reproductiva juvenil,
particularmente cuando la reactivacion de la secrecion de GnRH es interrumpida por
factores ambientales, como cambios en el fotoperiodo. En ciertas razas de hamsters, la
pubertad se inicia cuando son criados en dias largos, pero entran en una etapa de pausa en
el desarrollo cuando son expuestos a dias cortos, sefial exdgena que marca el inicio del
invierno (Walton et al., 2011).

Debido a que la capacidad de sintesis de GnRH por parte de las neuronas capaces de
secretar GnRH no es limitante para que la pubertad proceda, la pubertad puede ser una
reactivacion del sistema secretor de GnRH, aunque surge la duda de si dicho sistema esta
en arresto o dormancia esperando las estimulaciones adecuadas o simplemente esta
inactivo. En estos periodos de inactividad reproductiva previa a la pubertad, existe una
retroalimentacion negativa que inhibe la liberacion de GnRH donde los andrdgenos y(o)
estrégenos liberados por testiculos y ovarios prepuberes actian sobre los neuronas

inhibiendo la sintesis de GnRH (Lehman et.al., 2010).

En la etapa previa a la pubertad existe una disminucion progresiva en la sensibilidad
a los efectos de retroalimentacion negativa de andrégenos y estrégenos. Lo anterior no esta
muy claro para la primera activacion de la secrecion de GnRH, siendo un proceso
independiente de la retroalimentacion de esteroides gonadales. Tal evidencia sugiere que el
sistema secretor de GnRH puede estar regulado por la activacién exdgena, es decir, la
pubertad se inicia por la secrecion de GnRH dependiente de otras estimulaciones mayores

(Choi et.al., 2008).
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34 El sistema KiSS1/GPR54

Los mecanismos que activan el eje neuroendocrino hipotalamo-hipofisis- génadas
son poco conocidos; sin embargo, en los Ultimos afios, una serie de hallazgos han
contribuido significativamente a tener una mejor comprension de los procesos que
desencadenan el inicio de la pubertad. Uno de los descubrimientos recientes mas
importantes ha sido la identificacién del gen KiSS-1 que codifica una proteina de 145
aminoécidos, que posteriormente es cortada por enzimas en un péptido de 54 aminoacidos
nombrado metastina o kisspeptina-54, ademas de otros péptidos de 14, 13 6 10 aminoacidos
Ilamados kisspeptinas (Gottsch et al., 2006; Brown et al., 2008; Meza-Herrera, 2008; Tena-

Sampere, 20104, b).

El gen KiSS-1, identificado anteriormente como un gen que reduce la probabilidad
de que una celula en un organismo multicelular se trasforme en célula cancerigena por
medio de la propagacion del foco canceroso a un organo distinto de aquel en que se inici6 o
metéstasis, promueve la sintesis de Kisspeptinas, capaces de inhibir la progresion de ciertos
tumores mediante la activacion del receptor GPR54 acoplado a la proteina G (Han, et al.,

2005).

Al estudiar los efectos anticancerigenos del sistema KiSS-1/GPR54, se identificaron
posibles lugres de localizacion de expresion de los genes KiSS-1 y GPR54 en tejidos
humanos, tales como la placenta y diversas areas del SNC (KiSS-1 y GPR54), asi como en
la hipdfisis, la médula espinal y el pancreas (GPR54) (Muir et al. 2001, Meza-Herrera,
2012). La funcidén neuroendocrina del sistema KiSS-1/GPR54 fue descubierta a finales de
2003, cuando se evidencié que las mutaciones inactivadoras del gen GPR54 se asocian

tanto a la ausencia de pubertad como al hipogonadismo, hipogonadotropico, en el que se
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observa una deficiencia en la secrecién de LH y FSH por parte de la pituitaria, lo cual
resulta, tanto en humanos como en roedores, en el deterioro de la maduracion puberal y de
la funcion reproductora (Navarro et al., 2007). Estas observaciones pusieron de manifiesto
el papel clave, previamente insospechado del sistema KiSS-1, en el control del eje
reproductor, en general, y de los mecanismos de activacion de la pubertad, en particular,
promoviendo una serie de investigaciones para esclarecer los distintos aspectos (efectos,
regulacién, mecanismos de accion, interacciones) del papel fisiolégico que este sistema
ejerce en el control neuroendocrino de la reproduccion. De hecho, las evidencias
experimentales acumuladas en los dltimos afios, permiten afirmar que el sistema KiSS-1 es
un elemento esencial en la regulacion del sistema neuronal del GnRH, y por extension, del

eje reproductor, (Meza-Herrera et al., 2010b).

En el mismo sentido, se ha demostrado que cantidades de Kkisspeptinas
administradas periférica o directamente sobre el sistema nervioso central, estimulan la
secrecion de GnRH y gonadotropinas tanto en animales prepuberes como en adultos. De la
misma manera, se han observado incrementos en la expresion de los genes KiSS-1 y
GPR54 durante el desarrollo de la pubertad, mientras que la activacion de los receptores
GPR54 mediante la administracion de kisspeptina, es suficiente para inducir la activacion
del eje gonadotrdpico en animales inmaduros, un modelo de esta funcién se muestra en la

figura 2 (Meza-Herrera et al., 2010Db).
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Figura 2. Esquema de la propuesta del circuito de retroalimentacion positiva de estradiol-

kisspeptina-GnRH responsable de completar el inicio de la pubertad en la hembra del raton. Desde el
nacimiento hasta el periodo antes de la pubertad no hay expresién de kisspeptina en la regién periventricular
rostral del tercer ventriculo (RP3V) (representada por el color rosa en la parte inferior de la figura). Los
neurotransmisores tales como GABA y glutamato pueden proporcionar la activacion inicial de las neuronas
de GnRH, lo que resulta en un aumento en los niveles circulantes de estradiol. Los niveles crecientes de
estradiol aumentan la expresion kisspeptina de la RP3V, que luego amplifica la actividad de las neuronas de
GnRH en una manera de retroalimentacion positiva que conduce a la realizacion del inicio de la pubertad.
Posteriormente, los niveles de kisspeptina en la RP3V fluctian con los niveles ciclicos de estradiol para
impulsar la generacién del pico preovulatorio de GhRH/LH (Tomado de Clarkson et.al., 2010).

La kisspeptina parece actuar directamente sobre las neuronas de GnRH para
estimular su secrecién, ya que las areas donde se encuentran las neuronas de kisspeptina,
incluyendo al nacleo arqueado y el nacleo paraventricular, tienen numerosas proyecciones
que llegan hacia el aérea predptica, donde existen abundantes cuerpos celulares de GnRH
(Brailoiu et al., 2005). Ademas de que practicamente todas las neuronas de GnRH co-

expresan GPR54, la gran mayoria de las células productoras de Kkisspeptinas en el
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hipotalamo también expresan receptores a esteroides sexuales, en particular los ERa. Por lo
tanto, los esteroides sexuales son capaces de regular directamente la expresion de mRNA
de KiSS-1, implicando a las Kisspeptinas como el “eslabon perdido" entre la

retroalimentacion de esteroides sexuales y la secrecion de GnRH (Lehman et al., 2010).

En roedores, primates y ovejas, las células que expresan el gen KiSS-1 estan
localizadas en diversas regiones del cerebro anterior. En el ARC del roedor y la oveja, los
esteroides sexuales inhiben la expresion de mMRNA-KIiSS-1, lo que sugiere que las neuronas
secretoras de kisspeptinas son el conducto para la regulacion de la retroalimentacion
negativa de la secrecion de GnRH. En el roedor, sin embargo, los esteroides sexuales en el
AVPV inducen la expresion de KiSS-1, lo que implica que estas neuronas de kisspeptina
desempefian un papel fundamental en la regulacion de la retroalimentacion positiva de la

secrecion de GnRH (Smith, 2008).

En ovejas parece no haber neuronas KiSS-1 en el AVPV, y la expresion mRNA-
KiSS-1 en el ARC se estimula inmediatamente antes del aumento del pico preovulatorio de
GnRH/LH. De esta forma, las neuronas de kisspeptina en el ARC de la oveja parecen estar
estratégicamente situadas para desempefiar un papel fundamental en la regulacién de la
retroalimentacion negativa y positiva de GnRH ejercida por los esteroides sexuales (Smith,

2008; Lehman et al., 2010).

Los esteroides acttan en la modulacion de la funcion reproductiva mediante efectos
de retroalimentacion negativa y positiva sobre la secreciéon de GnRH del hipotalamo, sin
embargo, las neuronas de GnRH no poseen receptores a dichos esteroides (Choi, et al.,

2008). Por lo anterior, las neuronas de kisspeptinas fueron consideradas como mediadoras
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primarias en el control de esta accion de los esteroides (Roseweir y Millar 2008). Una de
las principales evidencias de esta funcion es el alto grado de localizacion de las células
kisspeptina con receptores de esteroides gonadales, concretamente los de estradiol,

progesterona y testosterona (Lehman et.al., 2010).

Estudios realizados con ratas, ratones y ovejas revelaron un alto grado de
localizacion de los receptores ER-a, PR, y AR en las neuronas de kisspeptina del ARC en
un 70-99%. En el POA de ovejas, aproximadamente el 50% de las neuronas de kisspeptina
coexpresan receptores a ER-a y en el AVPV de roedores se ha descrito un rango de 62-99%
en co-localizacion de ER-a y PR (Clarkson et al., 2008). Por el contrario, el porcentaje de
células kisspeptina, tanto en el ARC y en el AVPV, donde se localizan receptores ER-J,
presenta un rango mucho menor, del 11-25% y el 21-43% respectivamente. Asi, en las
neuronas de kisspeptina del ARC y del AVPV, los efectos del estradiol pueden estar

mediados principalmente por el ERa (Wintermantel et al., 2006).

3.4.1  Las Kisspeptinas en el control metabolico de la reproduccion

Existe la evidencia de que el sistema KiSS-1, ademas de ejercer un control en el eje
reproductivo mediando la retroalimentacion de las hormonas gonadales sobre el SNC,
mediante la red neuronal de kisspeptinas pudiera participar en la transmision del impacto
del estado nutricional y de las reservas de energia en el organismo hacia las neuronas de
GnRH. Castellano et al. (2005) evidencid en ratas prepuberes bajo ayuno de corto plazo,
que las situaciones de balance energético negativo promueven una disminucion en la
expresion hipotaldmica de Kisspeptina, debido a una reduccion significativa en los niveles

relativos del mRNA KiSS-1. Teniendo en cuenta su papel fisioldgico en el control de las
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neuronas GnRH, es razonable predecir que la reduccion en la sefial de KiSS-1 podria operar
como un factor importante causante del fracaso reproductivo inducido por la ingesta

insuficiente de alimentos (Castellano et. al., 2009).

Periferia :BBB Sistema nervioso central

Neurona
aferentes

Neurona

: Kiss-1
WA'I,'7 :
,)0(4 ) : Neurona
L/Q%/ Leptina __% GNnRH
O
: PMV
Figura 3. Representacion esquemaética de los posibles mecanismos para la transmision de las

acciones de la leptina (producida por el tejido adiposo blanco (WAT) en proporcién a las reservas de energia
del cuerpo), a las neuronas de GnRH en el cerebro anterior basal, como una via de salida importante para el
control del eje gonadotrdpico vy, por lo tanto, para el comienzo de la pubertad. Las formas putativas de accién
pueden incluir: (1) las acciones directas de la leptina sobre las neuronas KiSS-1, que a su vez pueden
proyectarse a las neuronas GnRH, (2) las acciones indirectas de la leptina sobre las neuronas aferentes
proyectando sobre las neuronas KiSS-1, y/o (3) la accion de la leptina sobre el hipotdlamo (o extra-
hipotaldmico), en ndcleos desprovistos de neuronas KiSS-1, por ejemplo, el caso del PMV. En el caso de la
opcidn 3, no se puede descartar la interaccion con circuitos KiSS-1 y se representa como una proyeccion de
linea punteada. BBB, barrera hematoencefalica (Tomado de Tena-Sampere, 2012)

En estudios iniciales de las Kkisspectinas como encargadas de la aparicion de la
pubertad, se analiz6 como las neuronas KiSS-1 acttan sobre la regulacion metabodlica
general y los efectos especificos de la leptina en el sistema KiSS-1 del hipotdlamo. En este
contexto, el estudio de la expresion del mMRNA que codifica el receptor de leptina funcional,
en las neuronas KiSS-1 en el ARC del raton y de las ovejas, demostré la capacidad de la

leptina, en dosis altas, para aumentar la expresion hipotalamica del gen KiSS-1 en
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diferentes situaciones de estrés metabdlico grave. Lo anterior sugiere la hipotesis de que la
leptina actGa directamente sobre las neuronas KiSS-1 para llevar a cabo su efecto
estimulador/permisivo en neuronas GnRH (figura 3) (Tena-Sempere, 2012).

Sin embargo, pese a la evidencia que sugiere un efecto positivo de la leptina sobre
las neuronas de Kisspeptina, en un estudio independiente no se encontraron pruebas sobre la
expresion del receptor funcional LEPR en diversas areas hipotaldmicas en las neuronas
GnRH o KiSS-1, a excepcion de una pequefia poblacion de células KiSS1 en el ARC. Una
poblacion no caracterizada de neuronas que expresan LepRb ha sido identificada en el ARC
y RP3V, en las cercanias de las neuronas KiSS1. Por lo tanto, es posible que una parte
sustancial de los efectos positivos de la leptina sobre la expresion hipotalamica de KiSS-
1/kisspeptina ocurra indirectamente y se transmita a través de circuitos intermedios aun

desconocidos (Louis Gwendolyn et al., 2011; Tena-Sampere, 2012).

Otras alteraciones observadas bajo situaciones de déficit de energia en el sistema
KiSS-1, incluyeron un aumento en los niveles hipotalamicos de mRNA del GPR54 de
animales en ayunas. Una explicacion probable a esta situacion paradodjica es que la
disminucion de la expresion de KiSS-1 podria provocar un aumento compensatorio en la
expresion de su receptor GPR54, induciendo un estado de sensibilizacién a los efectos de
kisspeptina. En efcto, estudios in vivo e in vitro de animales expuestos a un ayuno de corto
plazo lo demuestran. De esta forma en animales subalimnetados, la respuesta in vivo de LH
a la kisspeptina se conserva, e incluso se optimiza, lo que sugiere que los niveles enddgenos
de KiSS-1 son suficientes para activar completamente el eje GnRH/LH a pesar de las

condiciones metabolicas adversas (Castellano et al., 2005).
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Las modificaciones del nivel nutricional perturban el desarrollo de las vias
hipotalamicas, por medio de varios componentes implicados en la homeostasis de la
energia, que podrian tener un impacto en el sistema KiSS-1. Al respecto, una
sobrealimentacidn en etapas perinatales, altera la expresion hipotalamica del neuropéptido
Y, encargado de regular la ingesta de alimento, que es ademas un regulador probable de la

expresion de KiSS-1 (Luque et al., 2007).

Otras hormonas periféricas distintas de la leptina, como la ghrelina, pueden actuar
con efectos potenciales sobre la expresion de KiSS-1 y la activacion de la pubertad. Por
ualtimo, se ha observado que cambios en el tamafio de la camada puede tener un impacto en
las sefiales hormonales adicionales como esteroides sexuales y en los sistemas
neuroendocrinos o eje adrenal/estrés, que podrian contribuir en parte de los cambios en la
maduracion del eje hipotalamo/KiSS-1 y el momento registrado de la pubertad (Castellano

etal., 2011).

35 El estado nutricional y su relacion con la reproduccion

El estado nutricional del animal es un modulador clave de los mecanismos
neuroendocrinos que regulan la secrecion de GnRH. Por ello, la restriccion nutricional
causa crecimiento lento, reduce las concentraciones periféricas de glucosa y retarda el
inicio de pulsos de GnRH en ovinos (Rodriguez y ProM, 2005, Foster y Nagatani, 1999).
Como resultado de la disminucion en la secrecién hipotalamica de LH, el consumo
inadecuado de energia inhibe la funcién ovarica, en donde tienen una funcién importante
ciertos metabolitos, como la glucosa y los aminoécidos, ademas de algunas hormonas como

la leptina, insulina e IGF (Pinos y Sanchez, 2001).
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El estado nutricional esta estrechamente relacionado con la funcién del eje HHG.
Por lo tanto, existe una relacion clara entre el balance de energia, la cantidad de
combustible metabdlico, como glucosa, piruvato y lactato, y la eficiencia reproductiva. De
esta manera, los cambios en los niveles circulantes de hormonas metabdlicas o metabolitos
son sefiales importantes que informan al SNC respecto al estado nutricional del organismo
y la capacidad de reproducirse de manera eficiente (Meza-Herrera y Tena-Sampere, 2012).
La funcion ciclica o estacional del eje HHG es modulada mediante entradas neuronales,
también reguladas por vias ambientales, que en ultima instancia modulan la actividad
neuronal en el hipotalamo para promover la liberacion de GnRH, y que tambien tienen un

impacto en la homeostasis energética (Meza-Herrera, 2012).

Al evaluar las funciones de las sefiales fotoperiddicas y nutricionales que modulan
la actividad ovarica en cabras, se ha observado que la sefalizacion del estado nutricional
sobre la actividad reproductiva en cabras criollas, criadas en condiciones subtropicales,
supera los efectos inhibidores de un fotoperiodo de dias largos durante la temporada no
reproductiva, ya que un alto porcentaje de cabras con alto nivel de alimentacion en
comparacion con cabras sometidas a niveles bajos de alimentacion, con respecto a las
necesidades de mantenimiento, presentaron ciclos reproductivos, lo cual confirma que la

actividad reproductiva puede estar estimulada por la nutricion (Urrutia et al., 2009).

En el mismo sentido, otros estudios han demostrado que la secrecién pulsatil de LH
disminuyd con una progresiva subnutricibn en ovejas ovariectomizadas prepuberes o
adultas. Asi también, la liberacion de LH se ve afectada por la condicion corporal; en
ovejas con condicion baja, menor o igual a 2, la liberacién de LH es menor, comparada con

ovejas de mayor condicion corporal, mayor o igual a 3 (Tatman et al., 1990). Estos efectos
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nutricionales indirectos son aparentemente mediados por la alteracion del pulso generador
de GnRH disminuyéndolos y por consiguiente reducen la secrecion pulsatil de LH, sin
aparentemente algun efecto adverso sobre los patrones de secrecion de FSH (Diskin et al.,
2003).

Los bajos niveles de proteinas en la dieta promueven no sélo una reduccién en el
PV, sino también una disminucion en la ganancia de peso, que ejerce un efecto inhibidor
sobre la sintesis y liberacion de LH. Sin embargo, este efecto no se observd en relacion a la
FSH. Por esta razon, la concentracion de proteinas en la dieta puede ser un modulador
importante de los procesos neuronales, al promover el aumento de los niveles de LH
durante la pubertad (Polkowska et al., 2003).

Otra sefial del estado metabolico es la liberacion de la hormona de los adipocitos, la
leptina, que se ha demostrado que desempefia un papel central como una sefial reguladora
en la integracion de la homeostasis energética y la funcidén reproductiva (Fernandez-
Fernandez et al., 2006). La administracion exdgena de leptina en animales prepuberes y
peripuberales aumenta la liberacion de GnRH hipotaldmico, las concentraciones
plasmaticas de LH, asi como la liberacion de glutamato, lo cual demuestra que la leptina
promueve el aumento de la funcion hipotaldmica-hipofisaria, conduciendo a un aumento
sérico de GnRH y LH, y que el sistema excitatorio neurotransmisor dependiente de

glutamato parece estar implicado en estos cambios (Ponzo et al., 2005).

En el mismo sentido, tanto la leptina como la ghrelina ejercen un papel importante
en la regulacion del comportamiento del estado metabdlico y la reproduccién, actuando
sobre el SNC y otros érganos reproductivos (Meza-Herrera et al., 2009). Como marcadores

del estado nutricional, estas hormonas pueden actuar sobre el SNC para iniciar el proceso
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complejo de la pubertad y para mantener una funcion reproductiva normal en la etapa
adulta. En el cerebro, estas hormonas pueden actuar como una conexion que indica al
sistema reproductor el nivel de reservas metabolicas con objeto de regular las necesidades

de energia para una funcién reproductiva normal (Budak et al., 2006).

Ademas de su elevada capacidad para modular los sistemas hormonales, las sefiales
nutricionales también son reguladoras directas de la reproduccién estacional. Por lo tanto,
el suministro nutricional se considera una alternativa a los tratamientos hormonales con el
fin de aumentar la eficiencia reproductiva y mejorar los resultados en la produccion.
Ciertamente, los efectos positivos de la nutricion sobre los rendimientos reproductivos se

obtienen generalmente a través de aumentos en el peso corporal.

A largo plazo el "efecto estatico” promueve que las hembras con mas peso corporal
tengan mayores tasas de ovulacién, mientras que a mediano plazo, el "efecto dinamico™
origina aumentos en el PV o CC en semanas previas y durante el empadre promoviendo
mayor eficiencia ovarica, mediante una elevada alimentacion durante 3-4 semanas antes

del apareamiento.

Sin embargo, la eficiencia reproductiva también puede ser mejorada por medio de la
administracion de suplementos nutricionales en un tiempo muy corto, es decir, menos de
diez dias, sin cambiar el peso corporal. Este fendmeno se conoce como "efecto agudo” o
"alimentacion focalizada". Dicha estrategia nutricional consiste en una suplementacion
durante 4-6 dias cercanos al momento del desarrollo del foliculo preovulatorio, lo que
aumenta la tasa de ovulacién en un 20-30%, sin cambios detectables ya sea en el peso

corporal y(0) la condicion corporal (Meza-Herrera y Tena-Sampere, 2012).
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3.6 La glucosa

La glucosa en una hexosa, una molécula que contiene seis carbonos en su estructura
(Figura 4), y es la principal fuente de energia en el organismo de todo ser vivo, almacenada
principalmente en el higado en forma de glucdgeno. Por lo tanto, el control preciso del
consumo de energia, almacenamiento y transporte de glucosa es indispensable para
mantener cada uno de los procesos en las diferentes etapas, tanto de crecimiento como
reproductivas y mantener las concentraciones plasmaticas dentro de los rangos fisioldgicos

normales (Jordan et al., 2010).

Figura 4. Estructura de la Glucosa
(Tomada de http://es.123rf.com/photo_18212864 glucose-beta-d-glucose-grape-sugar-
dextrose-molecule-chemical-structure-atoms-are-represented-as-sph.html.

Varios tejidos, especialmente el cerebro y las gbnadas, dependen del suministro de
glucosa como una fuente directa de energia. Por esta razén, es de vital importancia
mantener las concentraciones de glucosa en sangre por encima de un umbral critico (Meza-
Herrera y Tena-Sampere 2012). En este sentido, el glucogeno hepético es un importante
reservorio de glucosa que puede ser utilizado para mantener el nivel normal de glucosa en
la sangre durante un periodo de ayuno de corto plazo. Sin embargo, se agota facilmente v,

por lo tanto, son necesarias otras fuentes de glucosa en ciertas condiciones metabdlicas.
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Las proteinas pueden ser facilmente convertidas en glucosa a través de la
gluconeogénesis. Una vez que las reservas de glucdgeno se agotan, el catabolismo de
proteinas y la génesis de glucosa a partir de los aminoacidos se convierten en el principal
medio para satisfacer las necesidades energéticas de los tejidos dependientes de glucosa

(Meza-Herrera y Tena-Sampere, 2012).

El estado nutricional esta influenciado no solo por la comunicacion de los sustratos,
sino también por sefiales de diversas hormonas metabdlicas como insulina, leptina y
ghrelina, que se incorporan en los circuitos neuronales del hipotalamo e indican el aumento
de la glucosa y lipidos. Por lo tanto, los nutrientes son la fuente que regula la actividad de la
ingesta de alimentos, el gasto energético y la homeostasis de la glucosa (Jordan et al.,

2010).

Esencialmente, hay dos tipos de neuronas sensibles a la glucosa que pueden
controlar los cambios en los niveles de glucosa en la sangre: la neurona glucosa-
estimuladora (GE), cuya tasa de activacion se ve aumentada por la elevacion de las
concentraciones de glucosa extracelular, y las neuronas glucosa-inhibitorias (Gl), que se
activan cuando las concentraciones de glucosa disminuyen. Ambos tipos de neuronas se
encuentran ampliamente distribuidas en todo el cerebro, pero una alta concentracién de
éstas se localiza en los ndcleos del hipotalamo, que estan involucrados no solo en el control
de la homeostasis energética, sino en forma interesante, también involucradas en la funcion

reproductiva (Levin, 2001).

Las neuronas GE son méas abundantes en el VM, en el ARC, y en el PVN, mientras

que las neuronas Gl se encuentran principalmente localizadas en el hipotalamo lateral, en la
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zona media del ARC y PVN (Silver y Erecinska, 1998). En el tronco cerebral, las neuronas
GE y GI también estan presentes en el AP, en el NTS, y en el nicleo motor dorsal del vago
(Marty et al., 2007). Las neuronas del NTS son sensibles a pequefias variaciones en las
concentraciones séricas de glucosa y pueden ser reguladas por la actividad del hipotalamo,
ya que las neuronas se proyectan ampliamente en los nucleos del hipotalamo implicados en

el control de los niveles de glucosa en plasma y la ingesta de alimentos.

El transporte de la glucosa a través de la membrana celular se lleva a cabo por dos
familias de proteinas de membrana: SGLT y GLUT. Los primeros se expresan
principalmente en epitelios que se encargan de la absorcion y de la reabsorcion de
nutrientes, esto es, de los epitelios del intestino delgado y tubular renal respectivamente.
Los GLUT se expresan en todas las células del organismo y permiten mover la glucosa de

un compartimiento a otro (Castrejon et al., 2007).

3.6.1 Papel de la glucosa en la reproduccion

Existe una fuerte evidencia de que la disponibilidad de glucosa puede ser un
regulador de la secrecion de LH en ovejas, gracias a estudios en que se les suministraron
antagonistas de glucosa para evaluar la disminucién de la amplitud y frecuencia del pulso
de LH, concluyendo que la disponibilidad de glucosa afecta la secrecion de LH al actuar
directamente en el SNC en sitios periféricos de la neurona de GnRH (Bucholtz et al., 1996).

Como se menciond previamente, la glucosa entra en la de célula mediante la accion
de los trasportadores, un grupo de proteinas que se encuentran en la membrana de ésta;
dependiendo del o6rgano donde la glucosa efectué su funcion habrd diferentes
trasportadores, entre los mas importantes para la reproduccion estan los GLUT1 y GLUT4

(Zhou et al., 2000).
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El trasportador GLUT1 brinda captacién basal de glucosa en la mayoria de los
tejidos; mientras que el GLUT4 es particularmente sensible a la insulina en el tejido
muscular y adiposo. Estos dos trasportadores se han observado en las células de la teca y
granulosa en el foliculo ovarico. Cuando la glucosa se absorbe, puede afectar la funcion
folicular por medio de dos mecanismos interrelacionados. El primero es mediante cambios
en la disponibilidad de energia que alteran la bioquimica endocrina y, por lo tanto,
estimulan la esteroidogénesis en las células del foliculo. Un segundo mecanismo de accion
sucede cuando se altera la capacidad androgénica debido a la modificacion de la expresion
y funcidn de los trasportadores de la glucosa en los tejidos ovaricos. Por Ultimo, una tercera
posibilidad considera una combinacion de las anteriores, es decir un aumento en la
absorcion de glucosa altera la capacidad esteroidogénica que, a su vez, afecta la expresion y

la funcion de los trasportadores de glucosa (Williams et al., 2001).

En un estudio realizado con ovejas Manchegas adultas, se observo un aumento del
namero de foliculos al ofrecer suplementos nutricionales generadores de energia a corto
plazo (Letelier et al., 2008). EI mecanismo de este efecto probablemente involucré acciones
directas de la nutricion sobre el desarrollo de oleadas foliculares mediadas por el sistema

intra-follicular insulina-glucosa (Scaramuzzi et al., 2006).

Los resultados reportados por Letelier et al., (2008) indicaron, que la suplementacion
glucogeénicos, modifica la tasa de ovulacion mediante el aumento tanto en el nimero vy, lo
que es mas importante, la capacidad de desarrollo de los foliculos ovaricos. Estos datos son
importantes debido a que la prolificidad en rumiantes, al igual que en otras especies, no
solo puede incrementarse por un aumento la tasa de ovulacion, sino también por el aumento

de la calidad del embrion y la supervivencia. Si el efecto de la suplementacion a corto plazo
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mejora la competencia en el desarrollo de los foliculos, es posible conjeturar que también
podria mejorar la capacidad de desarrollo de los ovocitos dentro de estos foliculos. Se sabe
que los ovocitos tienen un metabolismo de la glucosa limitado, ademas que debido, a la
relacion metabdlica entre las células del cumulus y los ovocito, la disponibilidad de glucosa
y el metabolismo en el cimulo puede tener un impacto significativo de desarrollo y

competencia en los ovocitos (Thompson et al., 2007).

Otra funcién de la glucosa sobre la reproduccion recae en la regulaciéon metabdlica
del hipotalamo. Un estudio realizado en cabras ovariectomizadas tratadas con estradiol e
inducidas a hipoglucemia por medio de la aplicacion de insulina y un antagonista de la
glucosa, suprimio la actividad del pulso generador hipotalamico de GnRH; estos hallazgos
sugieren que la disponibilidad de glucosa es uno de los reguladores metabolicos del
generador de pulsos de GnRH y desempefia un papel clave en el control nutricional de la

reproduccion en especies de rumiantes (Ohkura et al., 2004).

3.7 El colesterol

El colesterol es el tercer tipo de lipido en importancia cuantitativa en las membranas
de las células animales, donde contribuye a la interacciones con ciertas proteinas El
colesterol (Figura 5) es un precursor biosintético de las hormonas esteroides, de la vitamina
D y de los &cidos biliares. Abunda como tal en la bilis y en las lipoproteinas plasmaticas;
asimismo, se encuentra tanto libre como esterificado con acidos grasos de cadena larga. Por
todo esto, el colesterol es una molécula esencial en el organismo, aunque no un nutriente
esencial (Burger et al., 2000). Ademas el colesterol es precursor de hormonas esteroideas
(Hu et al., 2010), de los acidos y sales biliares, y modificador covalentemente de algunas
proteinas (Martinez et al., 2001).
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Figura 5. Estructura del Colesterol
(Tomada de http://es.123rf.com/photo_12421840 _estructura-3d-molecular-de-colesterol.html)

3.7.1  El colesterol como precursor de hormonas

El colesterol es también el precursor de todos los esteroides. La principal fuente de
colesterol es provista por la circulacion sanguinea en forma de LDL. El colesterol también
puede ser generado de novo dentro de la corteza adrenal a partir del Acetil-CoA. Ademas
existe evidencia de que la glandula suprarrenal puede utilizar el colesterol presente en las
LHL a través de su captacion por ciertos receptores de HDL, recientemente caracterizados
(Carr y Simpson, 1981).

Existen numerosos trabajos que sugieren que el colesterol que se incorpora a las
células esteroidogeénicas, y no aquel que es sintetizado de novo, es el que juega un papel
fundamental en la produccion de hormonas esteroideas (Tureck y Strauss, 1981). Las
células esteroidogénicas se encuentran rodeadas de ésteres de colesterol, los cuales también
se encuentran almacenados en estas células, y el colesterol es transportado en forma de

ésteres por lipoproteinas de baja o de alta densidad. En general, la HDL posee un rol menor
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en el aporte de colesterol, excepto en el caso los de roedores, en los que parece ser la de

mayor importancia.

El colesterol se transporta al interior de la célula por un proceso de endocitosis
mediado por receptores asociados a la membrana plasmaética. Posteriormente, para el inicio
de la sintesis de esteroides, el colesterol debe atravesar el espacio acuoso que se encuentra
entre la membrana externa de la mitocondria rica en colesterol y la membrana interna,
pobre en colesterol, y de esta forma ponerse en contacto con la proteina CYP11A, también
conocida como P450scc o citocromo, del corte de la cadena lateral del colesterol. Este
proceso se lleva a cabo por la StAR (Stocco, 2001). Esta proteina transportadora, de 30

kDa, seria la que actuaria de mediadora ante una induccion aguda de la esteroidogenesis.

Tanto la pregnenolona como la progesterona pueden ser utilizadas como sustrato de
este complejo enzimatico para formar la dehidroepiandrosterona (DHEA) vy la
androstenediona, respectivamente. Dado que las células de la teca intersticial poseen alta
actividad de estas enzimas, se las considera la principal fuente celular de andrégenos
foliculares. La via de sintesis de andrdgenos a traves de la pregnenolona se denomina via
delta 5, siendo la via delta 4 la que se desarrolla utilizando a la progesterona como sustrato

(Hu et. al., 2010) (Figura 6).
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Figura 6. Sintesis de androgenos y estrogenos (Tomado de Hu et al., 2010)

El proceso de la estereodogénesis ovarica suprarrenal y testicular, esta regulado por
la accion de las hormonas sintetizadas y secretadas por el hipotalamo-hipoéfisis. Interviene
ademas la disponibilidad de colesterol, requisito fundamental para la dptima produccion de
hormonas esteroides. Las células en los tejidos androgénicos tienen el potencial de obtener
el colesterol para la sintesis de esteroides a partir, por lo menos, de cuatro fuentes
potenciales: a) Colesterol sintetizado de novo a partir de acetato, b) Colesterol del plasma
obtenido de LDL y HDL, c) Colesterol derivado de la hidrolisis de ésteres de colesterol,
almacenado en forma de gotas de lipidos, y d) Colesterol obtenido de la membrana

plasmatica (Hu et al., 2010).
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3.8 Neurotransmisores

Los neurotransmisores son el producto de la sintesis especifica de la neurona, y que
al ser liberados al medio extracelular en la sinapsis ejercen su accién sobre receptores
especificos de membrana. Estos receptores especificos de membrana se sitlan tanto en
neuronas como en otras células. Los neurotransmisores pueden actuar a corto o a largo
plazo. Pueden actuar en el mismo sitio donde son secretados o en otros sitios distintos de
donde se producen. La mayoria de los neurotransmisores y neuromoduladores poseen
propiedades excitadoras e inhibidoras, dependiendo de varios factores tales como la
composicion del neurocircuito, la etapa de desarrollo y el ambiente hormonal (Terasawa y

Fernandez, 2001).

Los neurotranmisores son aminoacidos constituidos por un péptido y una proteina.
Como es sabido, las aminas biogenasas, también conocidas como monoaminas, presentan
aminoacidos como precursores, por lo que no es de extrafiar que también los aminoacidos
puedan funcionar como neurotransmisores. Los aminoacidos reconocidos como
neurotransmisores son cinco: el &cido GABA, la glicina, la taurina, el acido glutamico vy el
acido aspartico. Los tres primeros son aminoacidos neutros, tienen un efecto inhibitorio,
mientras que los ultimos dos son excitadores. El glutamato y el aspartato estan presentes en
altas concentraciones en el SNC y son liberados de forma dependiente del Ca** mediante
una estimulacion eléctrica. El glutamato y el aspartato provienen del ciclo de Krebs y
actGan a nivel central como excitadores al incidir sobre receptores especificos: NMDA,

AMPA, y Kainato (Meeker et al., 1994).

34



3.8.1 Neurotransmisores inhibitorios

El sistema de GnRH se encuentra activo en la etapa prenatal, para entrar en un
estado de dormancia posterior al nacimiento y volver a activarse en la etapa prepuberal.
Dicha dormancia ocurre debido a una red inhibitoria neural que suprime la liberacién de
GnRH, y que se remueve después de la maduracion del hipotdlamo, permitiendo la
liberacion pulsatil de GnRH. Uno de los principales aminoécidos inhibitorios es el GABA.
Sin embargo, el papel del GABA en el control de la liberacion de GnRH parece ser tanto
inhibitorio como estimulatorio, esto, debido a que tiene diferentes tipos de receptores. En
efecto, es inhibitorio a través de su receptor GABAA, mientras que es estimulatorio a través
de receptores GABAg, generando de esta forma la liberacion pulsatil de GnRH/LH

(Terasawa y Fernandez, 2001)

En el primero de dos estudios realizados para evaluar el efecto de la administracion
de leptina exdgena sobre la estimulacion de GnRH/LH, se observd un aumento
significativo de los niveles de LH en animales adultos, asi como en los niveles de glutamato
en el hipotadlamo (Reynoso et al., 2003). En un segundo estudio, la administracion de
leptina generd un incremento en la liberacion de GnRH del hipotadlamo durante las etapas
prepuberal y peripuberal (Carbone et al., 2005). Dicho incremento fue acompafiado por una
disminucion significativa en la liberacion hipotalamica de GABA mientras que en forma
paralela, aumentd la liberacién de aspartato. Esto Gltimo sugiere que en esta fase de la
maduracion sexual, la leptina ejerce un efecto estimulador sobre la GnRH, induciendo la
liberacién de aminoécidos excitadores, y al mismo tiempo, reduciendo la liberacion de
aminodcidos inhibidores tales como GABA, todos ellos implicados en el control de la

liberacién de GnRH. En dichas etapas, prepuberal y peipuberal, el efecto estimulador de la
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leptina sobre la GnRH parece estar relacionado con la accién estimulante de GABA, que en

estas etapas de desarrollo, aumenta la liberacién de GnRH (Meza-Herrera, 2012).

3.8.2 Los aminoacidos excitadores: Glutamato

Las neuronas de GnRH reciben directamente inervaciones glutamatérgicas, por lo
que el glutamato ejerce un control de dichos neuronas (Brann y Mahesh, 1994; 1997). Por
lo que, en general, el glutamato ejercerd un marcado efecto estimulante sobre el eje
reproductivo, particularmente en el momento de la pubertad (Mahesh y Brann, 2005; Parent

et al., 2005).

Entre otras sefiales neuronales la accion estimuladora del glutamato en la secrecion
de GnRH se lleva a cabo mediante las inervaciones glutamatérgicas, asi como mediante el
aumento en los niveles del propio glutamato y el aumento de la sensibilidad del canal
NMDA (Brann y Mahesh, 1997). En este sentido Ojeda et al. (2006b) reporto que el inicio
de la pubertad requiere una comunicacion reciproca neurona-glia que involucra
aminodacidos excitadores, principalmente al glutamato y el aspartato. También son
necesarios algunos factores de crecimiento y la accién coordinada de un grupo de los
neuromoduladores, con lo cual se obtiene un mayor control para regular el proceso de la

pubertad.

3.8.2.1 Receptores del glutamato

Con base en los mecanismos diferenciales que a nivel intracelular ejercen en la
transduccién de sefiales los GIluRs se clasifican en dos clases principales. Metabotropicos
(mGIuRs) y lonotropicos (iGIuRs), (Fig. 7) (Hinoi Eiichu et al., 2004). El mayor porcentaje

de receptores pertenece al tipo mGIuRs, que, a su vez estan divididos en tres subtipos. El
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grupo | estimula la formacion de inositol 1, 4,5-trifosfato y diacilglicerol, mientras que
ambos grupos, 11 'y Il (mGIuR2 y mGIuR3), inducen reduccion de cAMP. Los iGIuR se
subclasifican, sobre la base de homologias de secuencia y de la preferencia de los agonistas,
en NMDA, AMPA y KA, que estan asociados con los canales de iones permeables a los

cationes particulares (Hollmann y Heinemann, 1994).

Glutamate receptors
s
AMPA—G'UR“"E aiglﬂRa lRC
;1 G:u:; GIuRD
~ Na*>>Ca® . .
o L o —] CURA— FE
- GluRr—L 13 KA
lonotropic — = GIURS = {1NR1
- Ca?*>>Na* — NMDA €1 MR
(NMDA) - GluRe -E 5; NR2C
£4 NR2D
~GluRx—{ §;m§§e
E " Y |
IPJDG T — 1 { MGl
metabotropic{ I — MR
cAMPl—[ [m lgﬁé
y Em I
mGluR8
Figura 7. Receptores de Glutamato Inotrépicos (iIGLUR) y Metatrépicos (MGLUR).

(Tomado de Hinoi Eiichu et al., 2004).

La transmision en las sinapsis excitatorias se realiza a través de los receptores post-
sinapticos AMPAR y NMDAR. La transmision sinaptica basal esta mediada por los
AMPAR, que son rapidamente activados por el glutamato, mientras que los NMDAR, mas
lentos, regulan diversas formas de plasticidad sinaptica (Hollmann y Heinemann, 1994). En
estudios recientes se observd que existen receptores de glutamato en tejidos periféricos,

tales como el hueso, donde el glutamato esta relacionado con la formacion y mantenimiento
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de los dos tipos de células del hueso (Ducy et al., 2000), a nivel testicular, donde participa
en la sintesis de testosterona, en el ovario regula el nUmero de receptores, mientras que en
la glandula pineal participa en la sintesis y secrecion de melatonina (Yatsushiro et al.,
2000). También se han descrito en pancreas, donde modula la secrecidn tanto de glucagén
como de insulina (Hayashi et al., 2003), mientras que en 6rganos como el higado (Bai et
al., 2001), pulmones (Dickman et al., 2004), rifiones (Gill y Pulido, 2001) y corazon (Gill

et al., 2000), el mecanismo de accidn del glutamato no esté bien definido.

Se estudio el papel del glutamato como un factor metabolico potenciador de la
secrecion de insulina, a traves de un receptor de glutamato del subtipo de AMPA (Bertrand
et al., 1992; Maechler et al. 2002). Esta ultima via pudiera ser activada en cabras
suplementadas con glutamato, ya que la suplementacion con glutamato afectd
positivamente el patron de liberacion a través del tiempo del INS en suero (Meza-Herrera et

al., 2011).

3.8.3  El glutamato en la reproduccion

El glutamato parece jugar un papel central en la regulacién de la reproduccion,
mediando las sefiales esteroidales en el hipotalamo para la liberacion de GnRH, que a su
vez, controla la secrecion de LH por la pituitaria. Los esteroides gonadales aumentan la
liberacién de glutamato hipotalamico durante la fase preovulatoria, justo en el momento del
pico de LH. Diversos estudios realizados en cabras prepuberes han demostrado que el
glutamato afecta positivamente la reproduccion, al modificar positivamente el porcentaje de
cabras entrando a la pubertad durante fotoperiodos decrecientes. En efecto, al suplementar
glutamato por via intravenosa, se observaron incrementos, no solo en el porcentaje de
animales mostrando pubertad, sino también en el inicio temprano de dicho proceso
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reproductivo (Torres-Moreno et al., 2009; Lopez-Medrano et al., 2009; Meza-Herrera et
al., 2011).

En las neuroterminales la disponibilidad de glutamato es fundamental para estimular
la liberacion de GnRH, y por lo tanto, para el control de la aparicion de la pubertad. Se ha
demostrado que la aplicacion de la glutamina, un precursor para la sintesis de glutamato,
estimula la secrecion de GnRH de una manera dependiente de la dosis de glutamina (Roth
et al., 1998). En otro estudio, se evalud la actividad de la enzima glutaminasa en la sintesis
de glutamato a partir de la glutamina, concluyendo que la actividad de la enzima fue
marcadamente mayor después de la pubertad con respecto a etapas prepuberes. Lo anterior
demuestra que se produce un incremento en la sefializacion glutamatérgica hacia las

neuronas GnRH antes y despueés de la pubertad (Bourguignon et al., 1995).

Previo a la oleada de LH antes de la ovulacion, se observa un aumento de la
produccién de glutamato y GnRH en el hipotadlamo, lo cual sugiere un aumento en los
efectos excitatorios generados por las sefiales glutamatérgicas de origen glial sobre las
redes de las neuronas de GnRH, evento que contribuye a la activacion de la secrecion
pulsatil de GnRH en la pubertad. La regulacion transcripcional de la expresion de los
transportadores vesiculares de glutamato puede representar un punto de control muy
importante de la homeostasis del glutamato, ya que los transportadores vesiculares del
glutamato son extremadamente importantes en el control de la liberacion de

neurotransmisores (Ojeda et al., 2006a, Hinoi et al., 2004).

Durante el establecimiento de la pubertad, el glutamato ejerce diferentes acciones de
importancia relevante a nivel hipotaldmico (Parent et al., 2005). Se ha considerado el area

predptica como el principal sitio de accion del NMDA, mientras que los agonistas de
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NMDA parecen actuar principalmente a nivel de la eminencia mediana y el ARC (Mahesh
y Brann, 2005). Existe la evidencia de un proceso dependiente de estradiol, donde los
receptores del glutamato del grupo KA participan en el estimulo para que se presente en
forma precoz la pubertad. Lo anterior sugiere que este receptor puede estar implicado en la
activacion de la secrecion de GnRH mediada por el estradiol, observado durante la
pubertad. Ademas, y en paralelo con el aumento de la liberacion de glutamato en el
hipotadlamo durante el proceso de la pubertad, también aumenta el nimero de receptores
AMPA que desempefian un papel importante en los efectos reguladores del glutamato

durante el establecimiento de la pubertad (Zamorano et al., 1998).

Estudios recientes refuerzan lo anterior, ya que al suplementar glutamato se obtuvo
un incremento en el porcentaje de cabras presentando pubertad, esto pudiera haber
desencadenado un incrementando en el namero de receptores, estimulando de esta forma la
secrecion del pulso de GnRH necesario para desencadenar el proceso de la pubertad (Meza-
Herrera et al., 2011). Ademas de lo anterior, los agonistas de glutamato, y otros receptores
tales como el KA, acido domoico, y el NMDA, generaron un aumento de la hormona TSH,
asi como de las concentraciones de la TH, lo cual provoca una extraordinaria multiplicidad

de respuestas bioguimicas, celulares y fisiologicas.

Estas diversas acciones de la TH, en especifico de la T3, pueden activar procesos de
crecimiento, desarrollo y regulacién del metabolismo (Tata, 2007), lo que sugiere un papel
importante del sistema de aminoécido excitatorio de glutamato en la activacion del eje
pituitaria-tiroides. Al respecto, Meza-Herrera et al. (2011) observaron que en las cabras

prepuberes, el glutamato actla como una sefial para la maduracion sexual en una via
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independiente de la glucosa, mientras que tanto la T3 como la insulina, parecen actuar

como moduladores metabolicos para el establecimiento de la pubertad en las cabras.
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V. MATERIALES Y METODOS
4.1 Localizacion del area de estudio

El estudio se realizd 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 méas 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 (0.700 Kg) 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 (1.800 Kg) 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 registré el peso de los animales una vez
por mes y previo a su alimentacion, acondicionandose una bascula (modelo G-30) con una
jaula que permitiera la inmovilizacion de las cabras. La condicién corporal se midio
mediante palpacién dorsal y costal, utilizando una escala de 5 unidades de nivel de grasa en
la region lumbar que va desde 1 (muy flaca) a 5 (muy gorda), y se realiz6 cada mes, al

mismo tiempo del registro del peso vivo.
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4.3  Disefio de tratamientos y preparacion de la solucién buffer

Las cabras (n = 18) fueron distribuidas aleatoriamente en dos grupos con PV y CC
homogéneos, con 10 y 8 repeticiones por tratamiento (AAE y CONT), respectivamente,
considerando un disefio completamente al azar, donde la unidad experimental fue la cabra.
Tratamiento 1: Suplementadas con L-glutamato (AAE, n = 10; 16.52 + 1.04 kg, CC 3.4
0.12), mediante administracion endovenosa de 7 mg kg™ PV de L-glutamato, cada lunes y
viernes durante todo el periodo experimental y, Tratamiento 2: Grupo control (CONT, n =
8; PV 15.96 £ 0,98 kg, CC 3,15 + 0,11) recibieron una aplicacion de agua destilada y
esterilizada por via endovenosa, al mismo tiempo que se les suministraron las infusiones de
glutamato al grupo AAE, con objeto homogenizar las posibles condiciones de estrés en las

cabras de ambos grupos.

Se pesaron 4 g de L-glutamato, -presentacion en polvo- (Merck-CsH;oN,Os-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 disolucién es practicamente imposible.
Posteriormente se procedi6 a llevar la solucion a pH neutro. Todo el proceso de preparacion
se llevé a cabo en ambiente estéril. La solucién preparada contenia 80 mg de L-glutamato

mL?

4.4  Muestreo sanguineo intermitente

A partir del mes de junio, las muestras de sangre fueron colectadas de cada cabra
mediante puncién 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 realizé de junio a

octubre. Una vez en el laboratorio, las muestras, se dejaron reposar a temperatura ambiente
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por un lapso de 30 minutos hasta que ocurriera la retroaccion del codgulo, 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 progesteronay 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 andlisis 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

deteccién 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).

4.6  Cuantificacion de metabolitos sanguineos

La cuantificacion de colesterol y glucosa se realizd mediante analisis
espectrofotométricos (Coleman 15 Junior 1I). La glucosa fue analizada utilizando el kit
115-A basado en la oxidacion de la glucosa, mientras que los niveles séricos de colesterol
fueron analizados mediante el kit EnzyChromTM (ECCH-22-100, Bioassay Systems,

Hayward, CA; USA).
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4.7 Analisis estadistico

Los pesos vivos y la condicién corporal fueron evaluados mediante ANOVA, con
un disefio completamente al azar con dos tratamientos de 10 y 8 unidades experimentales
por tratamiento (AAE y CONT), respectivamente (Snedector y Corchran, 1966). Las
concentraciones séricas de glucosa y colesterol fueron cuantificadas por medio de un
ANOVA con un disefio completamente aleatorizado con un arreglo de bloques divididos

para muestras repetidas en el tiempo.

El efecto de tratamiento fue incluido en el bloque mayor utilizando el término de
cabra dentro del tratamiento para calcular el error. El tiempo de muestreo y la interaccion
del tratamiento por tiempo fueron incluidos en el bloque menor, utilizando el cuadrado
medio residual para contrastar sus diferencias. Para la comparacion de las medias se utilizo
la opcién PDIFF, para probar sus diferencias mediante LSMEANS del procedimiento GLM

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

Debido a que los datos de las concentraciones de los metabolitos mostraron una alta
variabilidad, se realizd su transformacion mediante raiz cuadrada con objeto de
homogenizar la varianza de los diferentes grupos de datos y proceder a hacer los analisis
estadisticos pertinentes (Bland y Douglas, 1996). Las proporciones de cabras que

presentaron o no el inicio de la pubertad fueron comparados con una prueba de ji-cuadrada.
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4.8 Modelos estadisticos

Modelo 1: Para peso vivo y condicion corporal

Modelo 1: Yij=p + Ti+ IDjG) + t + Tk + Eijk

Donde:

Yi = medida en la i-ésima cabra en el j-ésimo tratamiento.

y7i = Media general, comin a todas la unidades experimentales antes de
aplicar los tratamiento

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

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

tk = Efecto del k-ésimo tiempo de muestreo, donde k =1,..., 26

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

Eik = Error experimental del i-esimo tratamiento mas la j-ésima cabra mas

el k-ésimo tiempo de muestreo (~ NID, p=0, c° €)
Modelo 2: Para la concentracion sérica de colesterol y glucosa
Modelo 2: Yijk: p+ T+ |Dj(i)+ t+ Tt(ik) + Eijk
Donde:
Yij = Concentracion de colesterol

Yij = Concentracion de glucosa



M = Media general, comin a todas la unidades experimentales antes de aplicar los

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

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

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

Eij = Error experimental Ej ~ NID (0, oe) (error B)

Modelo 3: Xi? para evaluar la distribucién del % de cabras en pubertad

Modelo 3: X% Zz (nJI_EU)

i=1 j=1
Donde
X% = Estadistica de prueba para probar Ho
h = Tratamiento (AA, CC)
c = Tiempo de muestreo (1,...,15).
Nij = Concentracion de P4 en la i-ésima cabra en el j-ésimo tratamiento.
Eij Valores esperados de concentracion de progesterona bajo el supuesto de

homogeneidad de poblaciones de grupos de tratamiento para la i-ésima cabra
en el j-ésimo tratamiento.

Calculados mediante:
ROED

n
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Donde los componentes de la ecuacion representan:

n; = NUmero de cabras por tratamiento
Cj = NUmero de cabras muestreadas por tiempo
n = Numero total de cabras

Se plantearon las siguientes hipdtesis:

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.
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V. RESULTADOS

No existieron diferencias significativas (p>0.05) entre tratamientos para las
variables PV y CC. Mientras que los valores iniciales de PV y CC fueron de 16.65 kg y
3.31 unidades, los valores finales para estas variables fueron 23.2 kg y 3.37 unidades,
respectivamente. Tampoco se observaron diferencias significativas (p>0.05) entre
tratamientos con respecto a los promedios séricos globales de colesterol (p>0.56) y glucosa
(p>0.33). Sin embargo, existi6 un efecto de tratamiento (p<0.05) sobre el porcentaje de
cabras mostrando pubertad, observandose un 70% de las cabras en actividad reproductiva
en el grupo suplementado con glutamato (7/10 cabras), mientras que solo el 25% de las

cabras del grupo control iniciaron pubertad (2/8 cabras) (Cuadro 1y Figura 8).

Cuadro 1. Medias de minimos cuadrados para peso vivo (PV4), condicion corporal (CC4),
concentraciones séricas de glucosa (Glucosa mg dL™ 'y colesterol (Colesterol mg dL?) y
porcentaje de cabras en pubertad (Pubertad %b).

Variables AAE CONTROL P EE?
PV4 23.75° 22.76° 0.34 0.72

CC4 3.69° 3.38° 0.06 0.10
Colesterol mg dL 77.89° 76.97° 0.56 1.10
Glucosa mg dL 94.5° 93.9° 0.33 0.46
Pubertad %" 70.0° 25.0" 0.05 46.0

Dos o0 mas muestras consecutivas con valores de P4 en suero > 1 mg mL marco inicio de la pubertad
2 EE, error estandar de medias de minimos cuadrados
b . . . L . L
Literales diferentes en la misma fila indican diferencias sianificativas (P<0.05)

El grupo AAE no solamente logré un mayor porcentaje de cabras mostrando
pubertad, sino también mostro un anticipado inicio de la pubertad (207+9 dias comparado
con 225+12 dias; P<0.05). Los resultados obtenidos nos muestra que existe una reduccion

en el tiempo de inicio de la pubertad en aproximadamente 21 dias. Lo anterior nos sugiere
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Horas Luz/Dia

que durante el inicio de la funcion reproductiva, la suplementacion con glutamato impacta
positivamente el desarrollo folicular, generando una actividad ovulatoria anticipada (Figura

8).

70%

14.00 - m AAE CONT

13.50 A

13.00 - Fotoperiodo
% Xk
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11.50 A
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10.50

\00 \~>° \"\ \& vﬁ? v?oo ‘_,@Q c,?aQ o‘}' o‘}' 904 % Pubertad
Figura 8. Inicio de pubertad AAE=Grupo suplementado con Glutamato (207 * 9 dias)
y CONT=Grupo control (225 + 12 dias) y fotoperiodo natural decreciente durante el periodo

experimental. Las barras (derecha) muestran el porcentaje de cabras que entraron a pubertad de
ambos grupos durante el periodo experimental (* p<0.05).

Con respecto a los niveles séricos de glucosa a través del tiempo, aunque no
existieron diferencias entre tratamientos (p>0.05; Figura 9), si se observé una tendencia
(p=0.07) al través del tiempo para observar las mayores concentraciones de glucosa en el
grupo suplementado con glutamato. Por el contrario, respecto a la concentracion de
colesterol a través del tiempo, las diferencias observadas favorecieron al grupo AAE
(Figura 10; p<0.05). En forma interesante, las mayores concentraciones séricas tanto de
glucosa (p=0.07) como de colesterol (p<0.05) en el grupo suplementado con glutamato,
fueron observadas particularmente, entre el 2/3 y 3/3 del periodo experimental (Figuras 9 y

10).
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Figura 9. Concentraciones séricas de glucosa a través del tiempo en cabras

suplementadas con glutamato (AAE) y grupo control (CONT) bajo fotoperiodo natural decreciente
en la Comarca Lagunera. Se incluye la linea que denota el fotoperiodo prevaleciente durante el

periodo experimental junio — octubre, en cabras peripuberes (n=18; p=0.07).
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Figura 10. Concentraciones sericas de colesterol a través del tiempo en cabras

suplementadas con glutamato (AAE) y grupo control (CONT) bajo fotoperiodo natural decreciente
en la Comarca Lagunera. Se incluye la linea que denota el fotoperiodo prevaleciente durante el

periodo experimental junio — octubre, en cabras peripiberes (n=18; p<0.05).
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VI. DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio, favorecen la hipdtesis planteada al
inicio del experimento, ya que la suplementacion con glutamato no solo increment6 el
porcentaje de cabras mostrando pubertad, sino que el inicio de la misma ocurrié en un
menor periodo de tiempo con respecto al grupo control. En cuanto a los niveles séricos de
metabolitos, la hipétesis original es parcialmente aceptada, ya que paralelo a un inicio mas
precoz y un mayor porcentaje de pubertad observado en las cabras tratadas con glutamato,
dicho escenario fisiolégico aunque solamente se asocié a una tendencia estadistica con
respecto a los niveles séricos de glucosa, si generd un efecto significativo sobre las
concentraciones de colesterol al través del tiempo en favor del grupo suplementado con
glutamato. En efecto, se observd un incremento en las concentraciones de colesterol
(p<0.05) y en menor grado de glucosa (p=0.07) en el grupo suplementado con glutamato,
particularmente hacia el 3/3 del periodo experimental, coincidente con el mayor porcentaje

de cabras mostrando pubertad.

Estudios que evaluaron el efecto del glutamato en la reproduccion han concluido
que este aminoacido excitador juega un rol critico para la funcion endocrina, la pubertad, la
pulsatilidad de LH y la funcion reproductiva. De acuerdo a Mahesh y Brann (2005), el
glutamato probablemente afecte en forma directa a las neuronas de GnRH, promoviendo la
secrecion de LH y FSH en el estado peripuberal. En el mismo sentido, antagonistas de los
receptores ionotropicos de glutamato inhibieron la liberacion de LH y abolieron el pico
preovulatorio de LH inducido por esteroides. Antagonistas de los receptores NMDA y
AMPA también pueden inhibir la liberacién pulsatil de LH en animales castrados (Mahesh

y Brann, 2005; Parent et al., 2005).

52



En el mismo sentido, tanto el PV como la CC han sido relacionados con cambios en
el estado metabdlico del animal previo al inicio de la pubertad (Meza-Herrera, 2008; Meza-
Herrera et al., 2010a, b). Al respecto, al evaluar el inicio de la pubertad en humanos en
diferentes regiones de México, se observo que la aparicion de esta etapa de transicion a la
madurez reproductiva se relaciond positivamente a la ganancia de peso y al indice de masa
corporal (Vazquez et al., 2009).

Sin embargo, Meza-Herrera et al. (2011) reportaron que la suplementacion con
glutamato adelant6 tanto el inicio como el porcentaje de pubertad en cabras, pero que dicho
escenario no estuvo relacionado con cambios en el PV y la CC. Por lo tanto, los resultados
de este estudio no apoyan la hipotesis de que en caprinos la pubertad esta estrechamente
relacionada con el peso corporal y la deposicion de grasa corporal (Schneider et al., 2000).
Lo anterior concuerda con otros estudios que informan que la pubertad no puede producirse
incluso con aumento de la grasa corporal y la leptina sérica (Bronson, 2001).

Por lo anterior, los resultados obtenidos en el presente estudio sugieren que el inicio
de la pubertad en caprinos estd significativamente relacionado al efecto positivo que el
glutamato ejerce sobre el eje hipotalamo-hipofisis-gonadas, particularmente sobre las
neuronas GnRH. Torres-Moreno et al. (2009) concluyeron que el inicio de la pubertad
pareciera implicar un mecanismo independiente de insulina para regular la funcion del eje
hipotalamo-hipofisis-gdnadas en cabras jovenes, ya que los niveles séricos de insulina no
estuvieron asociados con el inicio de la pubertad en las cabras suplementadas con

glutamato.

Al respecto, es conveniente recordar que la suplementacion nutricional altera el

sistema de glucosa-insulina (Mufioz-Gutiérrez et al., 2005; Scaramuzzi et al., 2006), la

53



leptina y los niveles de IGF-1 (Gamez-Vazquez et al., 2008; Guerra-Garcia et al., 2009;
Mufioz-Gutiérrez et al., 2005). En el presente estudio, también se observaron diferencias en
las concentraciones de glucosa a través del tiempo en favor del grupo suplementado, lo cual
pudiera estar relacionado a la absorcion mediada por el GLUT4, principalmente por los
tejidos muscular y adiposo, ademas de que las células de la granulosa contienen este
trasportador de glucosa (Williams et al., 2001; Nishimoto et al., 2006), lo cual es
potencialmente importante en la activacién de esteroidogénesis folicular y la primo-

ovulacion.

Berlinguer et al. (2012) evalu6 el efecto de la suplementacion a corto plazo con
sustratos glucogénicos en ovejas Sardas adultas, observando diferencias en las
concentraciones de glucosa, en los dias 10 y 11 del periodo experimental en el grupo
tratado. En este sentido Gallet et al. (2011) describié que infusiones de corto plazo de
glucosa incrementaron el nimero de foliculos, lo cual sugiere que la glucosa estimula el
crecimiento del folicular. Sin embargo, la administracion de glucogénicos no afecto el
namero total de foliculos, aunque si mostré una mejor dindmica de crecimiento y en su
competencia funcional ya que después de la fertilizacion in vitro, los ovocitos de las ovejas
tratadas lograron mayores tasas de fertilizacion en comparacion con las ovejas no tratadas.
Asimismo, las concentraciones de progesterona mostraron un patron coincidente con las
diferencias en las concentraciones de glucosa en el grupo tratado. Por ello, la accion local
de la glucosa en el ovario puede explicar el efecto positivo que ejerce el suministro de
energia sobre la secrecidn de progesterona por cuerpo liteo, ya que los transportadores de
glucosa no se expresan sélo por el foliculo, sino también por el cuerpo luteo (Nishimoto et

al., 2006). Dichos resultado sugieren que la glucosa es una fuente primordial de energia
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para las células lateas, las cuales utilizan grandes cantidades de glucosa durante la fase
litea temprana y media, mientras que la captacién de glucosa disminuye paralelo a la

regresion del cuerpo luteo (Chase et al., 1992).

La ovulacién ocurre debido a un incremento en el crecimiento del foliculo, mediado
por un aumento en la sintesis de estradiol en la fase de reclutamiento folicular (Chappel y
Howles, 1991). Un incremento de estradiol en el reclutamiento fue reportado por Letelier et
al., (2008) debido a la administracion de energia, lo cual coincide con los hallazgos
reportados por Berlinguer et al., (2012), quienes reportaron un incremento en las
concentraciones de estradiol entre los dias 9 y 11, en favor del grupo tratado. El estradiol es
considerado un marcador fiable de la funcion folicular en ovejas (Campbell et al 1995.);
una disminucion en la secrecion de estradiol folicular esta relacionada con deficiencias en
salud folicular y, por lo tanto, en la competencia de desarrollo del ovocito (Oussaid et al.

1999

Por otra parte, los foliculos estimulados con gonadotropinas exdgena muestran una
funcionalidad deficiente, comprometiendo la competencia funcional y el desarrollo de sus
ovocitos para transformarse en embriones viables. Estudios previos han informado de que
los ovocitos de hembras estimuladas con FSH exdgena, muestran un tamafio menor y una
menor tasa de maduracion in vitro (Driancourt 2001), lo que conduce a una mayor
incidencia de deficiencias en la maduracion in vitro (de Loos et al. 1991) y posterior
desarrollo del embrion (Rubianes et al. 1997). Sin embargo, tratamientos glucogénicos
muestran una influencia positiva sobre la calidad de los ovocitos, especificamente, sobre la

capacidad de ser fertilizado.
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Por lo anterior, los datos obtenidos en el presente estudio son relevantes, ya que las
concentraciones de glucosa aumentaron (p=0.07) en el grupo tratado con glutamato,
mostrando asimismo un mayor porcentaje de pubertad en un periodo de tiempo menor con
respecto al grupo control, sugiriendo un efecto dependiente de glucosa, como principal
metabolito energético el cual pudiera haber actuado directamente sobre sus receptores en el

ovario y foliculo.

Con respecto al patron de concentracion de colesterol al través del tiempo en
nuestro estudio, éste favorecio al grupo AAE, lo cual se relaciond positivamente con un
mayor porcentaje de hembras mostrando el inicio de la pubertad. Al respecto, existe
evidencia de que las concentraciones tanto de glucosa como de colesterol estan
estrechamente ligadas al estado metabdlico asi como a la activacion de la funcion
reproductiva. En humanos se han descrito diferencias significativas en las concentraciones
de colesterol total en diferentes etapas dentro del periodo de pubertad, lo cual se relacion6
positivamente con los niveles nutricionales. Asimismo, infantes subnutridos de zonas
rurales mostraron menores concentraciones de colesterol total, paralelo a un retraso en la
presentacion de la pubertad. Por otra parte, infantes de zonas urbanas con un mejor estado
nutricional mostraron una pubertad precoz, correlacionandose positivamente con niveles
altos de colesterol (Vazquez et al., 2009). Diferencias

En el presente estudio, las cabras del grupo tratado con glutamato lograron el mayor
porcentaje de pubertad en un menor periodo de tiempo, paralelo a las mayores
concentraciones de colesterol total a través del tiempo sin diferencias para PV y CC con
respecto al grupo control. Lo anterior sugiere que la actividad del glutamato no solamente

promovi6 la estimulacién del eje hipotalamo-hip6fisis-gonadas, sino que también pudo
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haber actuado sobre otros sistemas metabolicos involucrados en la modulacion del

metabolismo energético, particularmente aquellos relacionados a glucosa y lipidos.

Debido a que los receptores de glutamato se localizan en una variedad de nucleos
hipotaldamicos criticos en la activacion de las funciones reproductiva y neuroendocrina, se
ha planteado la hipotesis de que este aminoacido excitador puede desempefiar un papel
decisivo en los procesos reproductivos como el inicio de la pubertad, la secrecion de
hormonas gonadales, el comportamiento reproductivo y la respuesta al estrés (Brann y

Mahesh, 1997; Parent et al., 2005; Meza-Herrera, 2008; 2011).

Al respecto, estudios recientes han reportado receptores a glutamato a nivel
hepatico, lugar en donde se sintetiza y almacena el colesterol, el cual a su vez es el
principal precursor de hormonas esteroidales al hacer uso de la ruta esteroidogenica. Dichas
hormonas esteroidales, en turno, son responsables de activar los procesos de
espermatogénesis y foliculogénesis, ademas de estar involucradas en el comportamiento

sexual de machos y hembras (Meza-Herrera et al., 2010a).

En adicion a lo anterior, los esteroides actdan sobre la funcion reproductiva
mediando el efecto de retroaccion sobre la secrecion de GnRH, esto gracias a las neuronas
de kisspeptina que de acuerdo a Lehman et.al., (2010) son las encargadas de controlar dicha
accion de los esteroides sobre la secrecion de GnRH, dado que estas células presentan

receptores a dichos esteroides.

Respecto al fotoperiodo registrado en el presente estudio, se observé un decremento
de 13.5 a 11.3 horas de luz entre julio y noviembre, generando una disminucién global en la

sefiales foticas de poco mas de dos horas luz. Sin embargo, ain enfrentando dicho patrén
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luminico, el grupo tratado con glutamato mostrd un inicio mas temprano de la pubertad,
logrando una anticipacion de poco méas de tres semanas con respecto al grupo control. Lo
anterior sugiere un efecto positivo de la suplementacion de glutamato sobre la activacién
del eje hipotalamico-hipofisiario que indica una menor sensibilidad a la retroaccion
negativa que estradiol pudiera estar ejerciendo sobre los centros hipotalamicos en los
estados previos a la pubertad, desencadenando finalmente la reactivacion del eje H-H-G en
el grupo tratado con glutamato (Meza-Herrera et al., 2009; Gonzalez-Bulnes et al., 2011,

Meza-Herrera y Tena-Sempere, 2012).

Dado que ambos, KiSS-1 y kisspeptinas, han sido identificados en neuronas
glutamatérgicas, un posible escenario en nuestro estudio sugiere una regulacion positiva en
la expresion del trinomio KiSS-1/kisspeptinas/GPR54 dependiente de la suplementacion
con glutamato. Lo anterior ain cuando el grupo suplementado enfrentd un periodo mas
prolongado de horas luz al momento de iniciar la pubertad con respecto al control,
aproximadamente 30 minutos mas de luz, generando una activacion anticipada de las
neuronas de GnRH. En estados peripuberales, se ha reportado un control glutamatérgico de
las neuronas de GnRH modulado por kisspeptinas al momento de la activacion del eje H-H-
G (Meza-Herrera, 2012), mientras que las neuronas Kisspeptinérgicas integran sefiales tanto
circadianas como estacionales que permiten sincronizar la actividad reproductiva entorno a
la ciclicidad ambiental, y mas particularmente entorno al fotoperiodo prevaleciente

(Simonneaux et al., 2012).

Las ovejas al igual que las cabras son reproductores estacionales, con una marcada
reduccion en la expresion de kisspeptinas en el nicleo arqueado en la época de anestro, lo

cual sugiere que los mecanismos que controlan los cambios estacionales en la funcién
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reproductiva involucran la activacion de neuronas kisspeptidérgicas,. Tanto la época de
anestro como los estados prepuberales se caracterizan por mostrar una exquisita
sensibilidad del hipotadlamo hacia la retroaccién negativa que ejerce estradiol sobre la
secrecion de GnRH, por lo que las neuronas Kisspeptidérgicas parecieran estar involucradas
no solo en la determinacion del anestro estacional (Clarke et al. 2009) sino en la activacion

de la cascada neuroendocrina que determina el inicio de la pubertad (Meza-Herrera, 2012)

La activacion inicial de las neuronas de GnRH es afectada por la estimulacion de los
neurotransmisores tales como GABA vy glutamato, lo que resulta en un aumento en los
niveles circulantes de estradiol. En turno, la expresion kisspeptina es estimulada por los
niveles crecientes de estradiol, que luego amplifica la actividad de las neuronas de GnRH
mediante un efecto de retroalimentacion positiva que conduce al inicio de la pubertad. En
efecto, la estimulacion de las neuronas de kisspeptina es mediada por los incrementos en
los niveles de estradiol, en donde el glutamato regula la esteroidogénesis ovarica, ademas
de afectar la expresion de receptores a estradiol (Yatsushiro et al., 2000), actuando, de esta
forma, como una co-gonadotropina en la fase de reclutamiento folicualr. Posteriormente,
los niveles de kisspeptina fluctian con los niveles ciclicos de estradiol para impulsar la

generacion del pico preovulatorio de GhnRH/LH.

Adicionalmente, el glutamato ha sido definido como el principal neurotransmisor en
el tracto retinohipotaldmico que informa al sistema circadiano del SNC respecto al nivel de
sefales foticas prevalecientes en el ambiente externo (Ebling 1996; Hannibal, 2002). Lo
expuesto es de importancia fundamental, ya que las consecuencias reproductivas de iniciar
la pubertad entrafian la activacion de procesos fisioldgicos altamente demandantes desde

una éptica energética (v.g. gestacion y lactancia). Por ello, la activacién de éste tipo de
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sistemas neuroendocrinos que alinean la funcion reproductiva con un medioambiente
cambiante, son de fundamental importancia para asegurar el éxito reproductivo de las

especies.
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VIl.  CONCLUSIONES

La suplementacion con glutamato no solamente generd un inicio precoz sino que
promovié un mayor porcentaje de pubertad en cabras con un nivel de encaste de 7/8
Saanen-Alpino, a 26° LN, sin observar diferencias entre grupos con respecto al peso vivo o
la condicion corporal. Dicho escenario fisiologico se relaciond positivamente con
incrementos en las concentraciones tanto de glucosa como de colesterol. Por lo anterior, los
resultados sugieren que tanto el inicio y el porcentaje de pubertad estan relacionados a

cambios en el metabolismo energético, en las cabras suplementadas con glutamato.

En el mismo sentido, los resultados sugieren una posible regulacion positiva de
glutamato en la expresion del trinomio KiSS-1/kisspeptinas/GPR54 a nivel de neuronas
glutamatéricas o de GnRH. Lo anterior generd, en una ruta ain no definida, una
disminucion en la sensibilidad a la retroaccion negativa ejercida por estradiol sobre los
nacleos centrales hipotlamicos en cabras enfrentando un fotoperiodo mas inhibitorio -30
minutos mas de luz- con respecto al grupo control, cuyo resultado final, promovié una

activacion anticipada de las neuronas de GnRH en el grupo suplementado con glutamato.

La suplementacion con glutamato al generar un mejor estado metabolico, con
incrementos en los niveles séricos de glucosa y colesterol, pudo haber promovido una
mejor comunicacién entre los componentes del eje hipotalamico-hipofisiario-gonadal, atn
bajo fotoperiodos mas inhibitorios de la funcién reproductiva con respecto al grupo control.
Lo anterior a su vez, promovid un mejor ambiente neuroendocrino para la activacion de la
esteroidogénesis y el desarrollo folicular, promoviendo la primo-ovulacion en las cabras

tratadas; dichos resultados destacan una importancia no solo clinica sino productiva.
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