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6ESUMEN. Se evalué el efecto agudo de la suplementacion de corto plazo de L-glutamato sobre el desarrollo de foliculos antrales (Fm
y los niveles séricos de los Factores de Crecimiento Analogos a Insulina Tipo 1 (IGF-I) en caprinos bajo fotoperiodos decrecientes. El
estudio se realizé en la Unidad de Investigacion Caprina Sur, (URUZA-UACH, 25° LN, 103° LO y 1,117 msnm) durante el mes de
noviembre. Las cabras (n=22; 7/8 Sannen-Alpina) fueron aleatoriamente distribuidas en dos grupos experimentales con peso vivo
(PV) y condicién corporal (CC) homogéneos, asignandoles en forma aleatoria uno de dos tratamientos: 1) Suplementacion con L-
glutamato (GLUT, n=10, PV=45.844.37 kg; 0.175 mg kg' PV de L-glutamato, i.v) los dias 1, 9, 14 y 17 después del estro, y 2) Control
(CONT, n=12, PV=46.2+5.87 kg). Las cabras recibieron una dieta a base de heno de alfalfa (14% PC; 1.14 Mcal Kg' ENm), y ensilado
de maiz (8.1% PC; 1.62 Mcal kg ENm). Una vez sincronizadas mediante el uso de esponjas intravaginales y ocurrida la ovulacion, se
realizé un muestreo intensivo de sangre (6 h x 120 min), para evaluar las concentraciones séricas de IGF-1 mediante radioinmunoanalisis.
El dia 18 post-ovulacién se evalud el desarrollo de los foliculos antrales mediante ultrasonografia. Ni el PV (44.5+1.3 kg), ni la CC
(3.3+0.8 unidades), ni los niveles séricos de IGF-1 (273.3+28.9 ng mL"") difirieron (P>0.05) entre tratamientos. Sin embargo, se
observé un incrementado numero de foliculos antrales (P=0.05; 3.4 vs. 2.1) en las cabras suplementadas con glutamato. Los
resultados sugieren que el efecto agudo de la suplementacién de corto plazo con L-glutamato en cabras pudo haber aumentando la
secrecion hipofisiaria de FSH 6 incrementando la expresion de receptores a FSH en las células foliculares (Teca y Granulosa) durante
la fase de reclutamiento y seleccion foliculares. Lo anterior, en turno, pudo haber estimulado el desarrollo de la poblacién de foliculos
antrales, en una ruta no-dependiente de IGF-1.
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SUMMARY. The acute effect of the short-term L-glutamate supplementation upon development of antral follicles (FA) as well as on
serum insulin-like growth factor type 1 (IGF-1) concentrations in goats was evaluated. The study was carried out at the Southern Goat
Research Unit (URUZA-UACH, 25° NL, 103° WL, at 1,117 msnm) during November. Goats (n=22, 7/8 Saanen-Alpine) were randomly
assigned to two experimental groups with similar live weight (PV) and body condition (CC), and received one of two treatments: 1) L-
glutamate supplementation (GLUT, n=10, PV=45.8+4.37 kg; 0.175 mg kg PV of L-glutamato, i.v, on days 1, 9, 14 and 17 post-ovulation),
and 2) Control (CONT, n=12, PV=46.215.87 kg). Goats received a base diet with alfalfa hay (14% CP; 1.14 Mcal kg”' NEm), and corn
silage (8.1% CP; 1.62 Mcal kg’ NEm). Once estrually synchronized with intravaginal sponges and after ovulation, an intensive blood
sampling (6 h x 120 min) was performed to evaluate, serum insulin concentrations (RIA). On day 18 post-ovulation, antral follicle
number was evaluated by ultrasonographic techniques. Neither PV (44.5+1.3 kg), nor CC (3.340.8 units), or serum IGF-1 concentration
(273.3+£28.9 ng mL"") differed (P>0.05) between treatments. Nontheless, an increased number of antral follicles was observed
(P=0.05; 3.4 vs. 2.1) in the L-glutamate supplemented goats. These results suggest that the acute effect of L-glutamate short-term
supplementation in goats could had augmented the hypophysiary FSH secretion or increasing the FHS receptor expression in follicular
cells (theca and granulosa) during the recruitment or selection within the follicular phase. The last, in turn, could had stimulated the
development of the antral follicular population, in a non-insulin-like growth factor-1 dependent pathway.
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INTRODUCCION

La estacionalidad reproductiva en caprinos se ve
afectada por una gran cantidad de factores genéticos,
ambientales y sociales; entre los que predominan la
raza, efecto macho, la nutriciéon y el fotoperiodo
(Chemineau et al., 1998). Las cabras y otras especies
con reproduccion estacional utilizan el fotoperiodo para
programar su actividad reproductiva, iniciandose cuando
el periodo luminoso diario disminuye, lo que ocurre en
otofio e invierno (Chemineau et al., 2007). El efecto del
fotoperiodo sobre el comportamiento reproductivo
depende de la latitud, siendo mayor en las zonas
alejadas al ecuador. El anestro estacional es una de
las principales limitantes en la reproduccién en caprinos
y representa una sefial ambiental productivo que provoca
una estacionalidad de produccién de leche y cabritos,
generando bajos precios para el productor (Chemineau
etal., 1998; Chemineau et al., 2007).

Aunque actualmente se usan progestagenos,
gonadotropinas y melatonina, como métodos para inducir
y prolongar la actividad reproductiva en cabras durante
el anestro reproductivo, estas técnicas son caras y se
dificulta el uso para hatos mantenidos en condiciones
extensivas. Las técnicas para inducir la actividad sexual
en la época de reposo sexual deben de ser sencillas,
baratas y factibles dentro de los sistemas de produccion
existentes en cada region (Martin et al., 2004a,b;
Scaramuzzi et al., 2006). En la Comarca Lagunera,
donde se registran débiles variaciones fotoperiodicas
pero importantes variaciones estacionales en la
disponibilidad de alimento, la nutricién puede ser uno
de los principales factores que determinan la actividad
reproductiva.

En efecto, la suplementacién nutricional puede ser
importante en la induccién de la actividad sexual durante
el periodo de reposo reproductivo. En rumiantes,
cambios en las concentraciones plasmaticas de
hormonas metabdlicas son sefales importantes que
informan al eje reproductivo el estado nutricional de los
animales, afectando su comportamiento reproductivo
(Gong 2002; Meza-Herrera et al. 2004; Scaramuzzi et
al. 2006; Meza-Herrera et al. 2007). Esta estrecha
relacion entre el estado metabdlico y la funcién
reproductiva se establece para asegurar que la funcion
reproductiva este estrechamente alineadas con la
disponibilidad de alimento (Gamez-Vazquez et al. 2008;
Meza-Herrera et al., 2008; Guerra-Garcia et al. 2009;
Meza-Herrera et al., 2010a,b). Segun Scaramuzzi et
al., (2006) el efecto agudo de la nutricion se refiere al
incremento en tasa ovulatoria que ocurre después de
una suplementacion alimenticia de corto plazo en
ausencia de cambios detectables en el peso vivo. La
presente investigacion fue disefiada para evaluar el efecto

de la suplementacion de corto plazo con aminoacidos
excitadores (L-glutamato) sobre la actividad ovarica
(foliculos antrales), y analizar cual es el rol que
desempefa sobre el nivel sérico de los factores de
crecimiento analogos a insulina tipo 1 (IGF-I) en cabras
adultas bajo fotoperiodos decrecientes en la Comarca
Lagunera.

MATERIALESY METODOS

Localizacién del area experimental

El estudio se realizé en la Unidad de Investigacion
Caprina Sur, de la Unidad Regional Universitaria de
Zonas Aridas, de la Universidad Auténoma Chapingo,
localizada entre las coordenadas geograficas 25° 53’
LNy 103°36’ LO, a una altura de 1,117 msnm.

Condiciones ambientales

El clima se clasifica como semidesértico extremoso.
La temperatura media anual es de 22.3°C, de Abril a
Octubre la temperatura media mensual es superior a
20°C, y de Noviembre a Marzo, con rangos mensuales
entre 13.6°C y 19.4°C. La precipitaciéon promedio anual
es de 217.1 mm. Durante Junio ocurren las mas altas
temperaturas con mas de 40°C y el mes mas frio es
Enero con temperatura minima de 4°C (Garcia, 1981).

Formacion de los grupos experimentales

Hacia el mes de Noviembre, bajo un fotoperiodo
decreciente o de dias cortos, se realizo la formacion de
los grupos experimentales considerando a 22 cabras
encastadas hacia Saneen y Alpina de 2 afios y 10
meses de edad, con un peso promedio de 46.04 kg.
Las cabras recibieron una dieta a base de heno de alfalfa
(14% PC; 1.14 Mcal Kg.”" ENm), ensilaje de maiz (8.1%
PC; 1.62 Mcal kg ENm) y maiz rolado, ofreciendo el
100% de sus requerimientos nutricionales ajustados al
peso vivo (NRC, 1981). En el Cuadro 1, se muestra el
contenido de materia seca (MS), aporte de Energia Neta
para mantenimiento (ENm) y Proteina Cruda (PC) de
cada uno de los ingredientes de la dieta ofrecida de las
cabras durante el periodo experimental. Agua limpia 'y
fresca, sales minerales y sombra fueron ofrecidas a libre
acceso durante todo el periodo experimental, el cual
tuvo una duracion de 51 dias.

Los grupos experimentales fueron alimentados dos veces
al dia: por la manana (0700) con heno de alfalfa, ensilaje
de maiz, y maiz rolado por la tarde (1800) con la dieta,
bajo condiciones naturales de luz observada en el mes
de Noviembre y Diciembre del 2008.

Disefio experimental de tratamientos

Las cabras fueron aleatoriamente distribuidas en dos
grupos experimentales con peso vivo y condicion
corporal homogéneos. A cada grupo se le asigné en
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Cuadro 1. Contenido de Materia seca (MS, %), energia neta para mantenimiento (ENm, Mcal kg™")
y proteina cruda (PC, %) de los ingredientes de la dieta ofrecida durante el periodo experimental.
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Ingredientes MS (%) ENm (Mcal kg™) PC (%)
Heno de alfalfa 90 1.14 14.0
Ensilaje de maiz 33 1.62 8.1
Maiz rolado 86 2.38 11.2

forma aleatoria uno de los dos tratamientos: 1) con
suplementacion de aminoacidos excitadores (GLUT,
n=10, PV=45.8+4.37 kg) y 2) control, sin suplementacién
(CONT, n=12, PV=46.2+5.87 kg). Las cabras del grupo
GLUT recibieron una infusién endovenosa los dias 1, 9,
14 y 17 después del estro de 0.175 mg kg PV cabra
de L-Glutamato (Merck, Germany). Las cabras del grupo
CONT recibieron una aplicacion de agua destilada estéril
por via endovenosa de 0.0875 mL kg™ PV al mismo
tiempo que les fue administrado el tratamiento al grupo
AAE.

Muestreo sanguineo intensivo y cuantificacion
del nivel sérico de IGF-1

Una vez ocurrida la primera ovulacién, después de
transcurrida la fase lutea y hacia la parte media de la
fase folicular, en forma aleatoria fueron seleccionadas
cinco cabras por tratamiento, para llevar a cabo un
muestreo intensivo de sangre. Las muestras sanguineas
fueron colectadas de cada cabra por un periodode 6 h
a intervalos de 120 min mediante venopuncion de la
yugular utilizando agujas estériles de 0.8 x 38 mm
(Precision Glide™, Becton & Dickson, NJ, USA) y tubos
colectores estériles Vacutainer de 10 mL (Corvac,
Sherwood Medical, St Louis, MO). Una vez en el
laboratorio, las muestras se dejaron reposar 30 min a
temperatura ambiente hasta observarse la formacion de
coagulo. Las muestras fueron centrifugadas a (1,500 x
g) durante 15 min. Cada muestra de suero con su réplica
fue colectada y almacenada en microtubos de
polipropileno MCT-150C (Axygen“R Scientific, INC.,
Union City, CA, USA) de 1.5 mLy almacenados a una
temperatura de -20°C.

Debido a que el IGF-1 no es una hormona liberada en
forma pulsatil, las muestras de suero colectadas durante
el muestreo intensivo a intervalos de 120 minutos (3
muestras por cabra) fueron evaluadas mediante
radioinmunoanalisis por su contenido de IGF-I de acuerdo
a los procedimientos sefalados por Berrie et al., (1995),
conun CV intra-ensayo de 10% y un limite de deteccion
de 0.2 ng mL". En total se colectaron 3 muestras por

cabra, 15 muestras por tratamiento, con un total de 30
muestras de suero originales, de las cuales se analiz6
el contenido de IGF-I. Todos los analisis hormonales
fueron realizados en el Laboratorio de Endocrinologia
del Departamento de Ciencia Animal de la Universidad
Estatal de Nuevo Mexico, EUA.

Andlisis ultrasonogréfico de la actividad ovarica:
Foliculos antrales

Una vez finalizado la aplicacion de los tratamientos, ya
en fase folicular tardia, se realiz6 un analisis
ultrasonogréfico, para evaluar la actividad ovarica,
considerando el nimero de foliculos antrales. Previo al
andlisis ultrasonografico, las cabras fueron colocadas
en una mesa de recumbencia dorsal, y sujetadas a la
mesa por las extremidades anteriores y posteriores.
Se utilizé un equipo Toshiba Medical Systems, Ltd,
Crawley, UK con un transductor linear de 7.5 Mhz para
uso veterinario. Se aplicé gel obstétrico (Lubrel, Arnolds
Veterinary Products, Ltd. USA) al transductor, el cual
se coloco dentro de un preservativo de latex estéril
aplicando nuevamente gel como lubricante.

El transductor se introdujo en el recto del animal,
avanzando hasta la linea media del recto, con el
rastreador dirigido hacia la parte ventral del animal hasta
que la vejigay el utero fueran identificados con la técnica
transrectal con imagen ultrasonica (Griffin y Ginther,
1992; Dickie et al., 1999). Una vez localizadas ambas
estructuras, una serie de rotaciones bilaterales fueron
realizadas, mientras que el transductor se movia en
direccion caudal hasta que ambos ovarios fueron
localizados. Debido a los movimientos de la cabra, el
movimiento generado en el tracto reproductivo dificulto
el posicionar los ovarios en la parte media-lateral del
utero. Endichos casos, los ovarios fueron identificados
por la posicioén relativa de uno con respecto al otro
(Dickie et al., 1999).

Todas las evaluaciones ultrasonograficas, fueron
realizadas por un experto en imagen, quien desconocia
cualquier informacion previa de la cabra o del tratamiento
a la que fueron sometidas. El nimero de foliculos y
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cuerpos luteos identificados en los ovarios, mayores y
menores a cinco milimetros, fue registrado y
fotografiados (algunos), ademas de ser medidos
mediante la técnica de ultrasonido.

Andlisis estadisticos

Los pesos corporales, condicion corporal, asi como la
actividad ovarica medida como el nimero de foliculos
antrales (mayores a 5 mm, FA), fueron evaluados
mediante un analisis de varianza (ANOVA) dentro de un
disefio completamente al azar con dos tratamientos y
10 - 12 repeticiones por tratamiento (Morris, 1999). Las
concentraciones séricas de IGF-| fueron evaluadas
mediante un ANOVA con un disefio completamente al
azar con un arreglo de parcelas divididas para muestras
repetidas en el tiempo. Los efectos de tratamiento (GLUT
& CONT) fueron incluidos en la parcela menor, usando
el término cabra dentro de tratamientos para calcular el
error. Eltiempo de muestreo fue incluido en la parcela
mayor. En caso requerido, la separacién de medias
consideré la opcién PDIFF para probar sus diferencias
mediante la opcion LSMEANS del procedimiento GLM
(PROC GLM) del SAS (Littell et al., 1991). El nivel de
confiabilidad del experimento es de un 95%, con una
probabilidad de 0.05 (P< 0.05).

RESULTADOSY DISCUSION

En el Cuadro 2 se concentran los promedios del peso
vivo al ultrasonido (PVUS) y la condicion corporal al
ultrasonido (CCUS) monitoreados en ambos grupos.
Dichas variables no difirieron (P>0.05) entre grupos
experimentales desde el inicio del tratamiento hasta la
toma de la ecografia en el dia 17 (Cuadro 2).

Por otra parte, la actividad ovarica medida como el nimero
de foliculos antrales difirié (P<0.05) entre tratamientos
en favor del grupo tratado (GLUT). En efecto, las cabras
del grupo GLUT registraron el mayor nimero de foliculos

antrales (FA) con 3.4 unidades, mientras que el control
(CONT) registrd 2.1 unidades (P=0.05). Sin embargo,
los niveles séricos de IGF-I no difirieron entre
tratamientos, aunque existié una diferencia (P<0.05)
entre tratamientos respecto a los niveles de IGF-l a través
del tiempo (Cuadro 3). Al analizar las variables
experimentales entre los tratamientos, se observé una
correlacion positiva entre el peso vivo (PVUS) y condicién
corporal (CCUS), con un coeficiente de 0.845, (P=
0.0021).

La hipétesis planteada al inicio de este estudio
considerd que la suplementacién de corto plazo con
glutamato, afectaria positivamente el comportamiento
reproductivo en cabras, promoviendo el desarrollo de
una mayor poblacién de foliculos antrales. Se propuso
adicionalmente, que dicha respuesta estaria relacionada
con incrementos en la concentracidon de los niveles
séricos de IGF-l. Los resultados obtenidos en la
investigacion muestran que existié un efecto positivo
sobre el desarrollo de FA para las cabras del grupo
suplementado con aminoacidos excitadores, aunque
dicho efecto no fue relacionado a un incremento en los
niveles séricos de IGF-I, ya que no se observaron
diferencias entre tratamientos. Lo anterior sugiere que
el efecto positivo de la suplementacion de corto plazo
con glutamato sobre el nimero de foliculos antrales, es
ejercido por la accion endocrina de algun factor
gonadotropico o metabdlico y no en respuesta a
incrementos en los niveles séricos de IGF-1. Asimismo,
el incremento en la actividad ovarica no puede ser
relacionada a efectos de la nutricion de mediano o largo
plazo ya que ni el peso vivo (PV), ni la condicién corporal
(CC), ni el nivel de alimentacion de las cabras en estudio
difiri6 entre tratamientos a lo largo del periodo
experimental.

Se ha demostrado que el uso de aminoacidos
excitadores puede modular la funcién reproductiva en

Cuadro 2. Medias de minimos cuadrados para peso vivo al ultrasonido (PVUS) y
condicion corporal al ultrasonido (CCUS).

Variable CONT AAE NSO' EE®
PVUS 45.22° 43.91° 0.497 1.378
CCus 3.31° 3.30° 0.8781 0.084

" Nivel de Significancia Observado
2 Error Estandar mas conservador
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Cuadro 3. Medias de minimos cuadrados para foliculos antrales (FA),
concentraciones séricas (ng mL") de IGF-1y tiempo del muestreo (T).

Variable CONT AAE NSO’ EE°
FA 2.18° 3.40° 0.05 0.4
IGF-I 248.27° 298.40° 0.241 28.9
T1 257.8° 313.2° 0.001 10.5
T2 239.2° 299.0° 0.001 10.5
T3 247.8° 282.27° 0.001 10.5

mamiferos (Brann y Mahesh, 1992; Brann, 1995; Kalb
1995). Brann y Mahesh (1997) encontraron que la
administracién de glutamato y sus agonistas en ratas,
puede inducir la liberacién de LH en animales anéstricos.
Mientras que los antagonistas hacia los receptores
glutamatergicos ionotrépicos, puede inhibir la liberacién
pulséatil de LH. Estos hallazgos concuerdan con los
resultados obtenidos en este estudio, observandose que
la funcion ovarica en cabras fue favorecida por el efecto
agudo de la suplementacion de glutamato. Se ha
observado que en ratas y hamsters, el efecto
estimulador de NMDA, receptor agonista de glutamato,
sobre la secrecion de LH es bloqueado o
significantemente atenuado mediante la administracion
de antagonistas del receptor a GnRH; presumiblemente
debido a que el efecto estimulatorio de NMDA es
mediado a través del aumento en la secrecion de GnRH
(Urbanski, 1990; Urbanski et al., 1996). Asimismo,
Estienne et al., (2000) reportaron que la administracion
intravenosa (10 mg/kg de PV) de NMDA, estimulé la
liberacion de LH, GH y testosterona en porcinos, sin
afectar los niveles circulantes de estradiol o leptina.
Estos resultados sugieren que existen diferencias en
el control neuroendocrino de la secrecion de LHy FSH,
por lo que el estudio de modelos alternos del control
endocrino de la reproduccién deberan ser planteados
en futuras investigaciones.

Por otra parte, el monitoreo de la hormona IGF-| a lo
largo del periodo de experimentacién, permitio
establecer que no existe relacion entre el desarrollo de
foliculos antrales y los niveles séricos de IGF-l. Beam
y Butler (1999) reportaron que las concentraciones
plasmaticas de IGF-1 estan positivamente

correlacionadas con la condicion corporal y el consumo
de alimento. Sin embargo, nuestros resultados indican
que no existio un efecto positivo de la suplementacion
de glutamato sobre los niveles séricos de IGF-I. Los
resultados obtenidos en este estudio coinciden con
datos reportados por Scaramuzzi et al., 2006, quienes
encontraron que la suplementacion nutricional de corto
plazo (5 dias) ya sea con glucosa o lupinos no afecto
la concentracién plasmatica de IGF-I. Del mismo modo,
Vifioles et al., (2007) observé que los niveles circulantes
de IGF-I en ovinos, no fueron modificados con una
suplementacion de corta duracién (6 dias), aunque
incrementos en las concentraciones de glucosa, insulina
y leptina fueron observados.

Adicionalmente, Vinoles et al., (2007) reporté que una
suplementacion de 6 dias, usando una dieta de maizy
harina de soja, prolonga la vida y el diametro del foliculo
dominante en ovinos, aunque no se produjo modificacion
en los niveles totales de IGF-I, estradiol o FSH. Por lo
que, aligual que Mazenbourg et al., (2003) planteamos
la posibilidad de que la nutricién pudiera afectar la
sintesis de IGFBPs, y mantener los niveles de IGF-l en
un rango 6ptimo para el crecimiento del foliculo
preantrales. Lozana et al., (2003) y Gong (2002)
reportaron que una subnutricion reduce las
concentraciones de IGF-I en ovinos y en bovinos. Esta
discrepancia entre los resultados pudo deberse al efecto
del tiempo y duracién del periodo de la suplementacién
nutricional usado en esta investigacion (dias 1,9, 14y
17 después del estro). Dado que IGF-I por si mismo, es
incapaz de responder a los efectos de la
suplementacion de corta duracion, es posible que el
sistema IGF pudiera ser regulado por factores
gonadotropicos o metabdlicos.
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Segun Gaudice (1992), existe una correlacion positiva
entre IGF-1y funcion ovarica, particularmente desarrollo
folicular. Al respecto, la administracion intravenosa de
IGF-1 (240 pg/kg-d) por 7 dias mas aplicaciones
repetitivas de LH humana (7—10 mlU/ml) e infusiones
crecientes cada 3 dias de FSH humana (de 7.5a 17.5
mIU/ml) por 15 dias, en monos previamente tratados
con un antagonista a GnRH, no produjo cambios en los
niveles séricos de IGF-I intrafolicular (Zeleznik et al.
2005). Estos hallazgos hacen suponer que existen otros
factores endocrinos que actuan en sinergia con las
gonadotropinas para incrementar el desarrollo folicular.
Posiblemente la accidon de hormonas metabdlicas como
leptina o insulina, podrian estar involucrados en el
desarrollo de foliculos antrales como efecto de un
incremento en la sintesis de FSH. Al respecto, Kendall
etal., (2004)y Scaramuzzi et al., (2006), proponen que
la suplementacion de corto plazo produce un incremento
en las concentraciones de hormonas metabdlicas como
la leptina, la cual podria disminuir la capacidad de IGF-
| para estimular la produccion de estradiol folicular, lo
que en turno podria disminuir el mecanismo de
retroaccién negativo de estradiol, permitiendo un
incremento en la concentracién de FSH y por lo tanto
el desarrollo de mas foliculos.

CONCLUSIONES

La hipétesis planteada al inicio de esta investigacion
es aceptada parcialmente, ya que aunque el efecto
agudo de la suplementacion de L-glutamato generd un
incremento en el numero de FA, los niveles séricos de
IGF-I no difirieron entre tratamientos. Estos hallazgos
sugieren que dicha suplementaciéon pudo haber
incrementado el nivel secrecion de FSH 6 la expresién
de receptores a FSH, lo cual en turno, pudo haber
estimulado el desarrollo de la poblacién de foliculos
antrales, en una ruta no-dependiente de IGF-1.
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