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AESUMEN. Se evaluo el efecto de la suplementacién de aminoacidos excitadores sobre las concentraciones séricas de la hormoa
luteinizante (LH) de machos caprinos Alpinos bajo fotoperiodos crecientes, considerando circunferencia escrotal (CE), condicion
corporal (CC) y peso vivo (PV). El estudio se realiz6 en la Unidad de Investigacion Caprina Sur, de la URUZA-UACH (26° LN, 103° LO,
1,117 msnm) de Marzo a Mayo, con un régimen de luz natural. Los machos (n=6) fueron aleatoriamente distribuidos en dos grupos
experimentales con PV y CC homogéneas, asignando uno de dos tratamientos: 1) Grupo de L-Glutamato (GLU, n=3; PV =50.3+0.33 kg,
CC = 3.25+0.11 unidades), quienes recibieron infusiones endovenosas de 7 mg kg* PV de L-Glutamato tres veces por semana, y 2)
Grupo Testigo, (CONT, n=3; PV = 49.3+0.33 kg, CC = 3.16+0.11 unidades), recibieron solucién salina por via endovenosa tres veces
por semana. Los animales recibieron agua, sombra y sales minerales a libre acceso, asi como heno de alfalfa por la mafiana y ensilado
de maiz por la tarde. Ninguna de la variables evaluadas difirieron (P > 0.25) entre tratamientos. Por lo anterior, futuros experimentos
deberan evaluar el efecto de diferentes dosis de glutamato en machos caprinos bajo diferentes condiciones corporales y de fotoperiodo
en la Comarca Lagunera.
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SUMMARY. The effect of excitatory amino acid supplementation was evaluated on LH serum concentration of Alpine male goats under
increased photoperiods, considering scrotal circumference (SC), body condition (BC) and live weight (LW). The work was conducted
at Southern Goat Research Unit, URUZA-UACH, located at 25° LN and 103° LO, at 1 117 m.a.s.l., from March to May, with a regime of
natural light of increased photoperiod. Bucks (n=6) were randomly assigned in two experimental groups with BC and LW homogeneous.
Each group was assigned to one of two groups, 1) L-glutamate group (GLU, n=3; LW = 50.3 £ 0.33Kg, BC = 3.25+0.11 units) receiving
7mg Kg*i.v. of L-glutamate (C, H,, N, O, Merck Germany) three times per week (Monday, Wednesday, Friday), 2) Control group, (CONT,
n = 3; LW = 49.3+ 0.33 Kg, 3.16+0.11 units), receiving 0.0875 ml Kg* i.v. of saline solution in the same date, as well as free access to
water, mineral salt and shades. The experimental groups received alfalfa hay in the morning and corn silage in the afternoon. No
differences (P > 0.25) were observed between experimental groups for all the variables evaluated. Future studies should evaluate the
effect of different levels of glutamate in male goats under different routes of administration, considering different body condition
scores as well as different photoperiods schemes in the Comarca Lagunera.

%ey Words : male goats, Glutamate, scrotal circumference, body condition, LH secretion. /

INTRODUCCION la latencia a la eyaculacién y una reducciéon de la

produccion espermatica, mientras que en las hembras,

En los caprinos locales del norte de México, en particular el periodo de anestro sucede de marzo a agosto. En

los de la Comarca Lagunera (26° N), existe una ambos sexos, esta estacionalidad es provocada por las

estacionalidad reproductiva. En los machos el periodo variaciones de la duracion del dia; los dias cortos

de reposos sexual ocurre de enero a abril, el cual se  estimulan la actividad sexual y los dias largos la inhiben
caracteriza por un bajo peso testicular, incremento en  (Delgadillo, et al., 2003).
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La estacionalidad reproductiva en caprinos es una de
las limitaciones mas serias en la reproduccion de la
especie, que si bien es una caracteristica genética dada
por la seleccion natural, desde el punto de vista
productivo constituye un obstaculo para incrementar la
frecuencia de las pariciones, provocando que la
disponibilidad de leche y cabritos durante el afio no sea
constante, de igual forma imposibilita la obtencién de
semen de calidad y en cantidad, lo que representa un
serio problema de comercializacion dentro del sistema
de produccion.

Segln Amoah et al (1996), el mejoramiento en la
actividad reproductiva genera la posibilidad de lograr
incrementos tanto en la eficiencia biolégica como
econdmica de la produccion animal. Elintento por
romper esta arresto reproductivo ha llevado a un gran
numero de investigaciones donde destaca el uso de
implantes de melatonina, tratamientos féticos, el efecto
macho y el uso de aminoacidos excitadores,
aminoacidos inhibidores, asi como sus agonistas y
antagonistas.

Los aminoécidos tales como el glutamato y aspartato,
son considerados generalmente como los
neurotransmisores excitadores predominantes dentro
del sistema nervioso central de los mamiferos. Han sido
implicados en procesos fisiolégicos tales como el
aprendizaje y la memoria, y debido a su potencial
excitador, en enfermedades neurodegenerativas tales
como le enfermedad de Huntington, Parkinson y
Alzheimer, y la esclerosis lateral amiotrofica (McDonald
y Johnston, 1990; Baron et al., 1995; Kalb, 1995).
Debido a que los receptores de Glutamato son muy
abundantes en el hipocampo, corteza cerebral y
cerebelo, esas areas del cerebro fueron enfocadas a
estudios tempranos mientras que el hipotalamo fue
mayormente ignorado (Meeker et al., 1994).

Al respecto, se ha reportad que los aminoacidos
excitadores estimulan la secrecion de LH, en roedores
y en primates no humanos (Ondo et al., 1976; Wilsony
Knobil, 1982; Taj et al., 1983; Gay y Plant, 1987).
Numerosos experimentos in vivo han confirmado
marcados efectos estimuladores de los amino&cidos
excitadores (AAE) sobre el eje reproductivo de varias
especies. Por ejemplo, en ratas juveniles hembras y
también en machos de Rhesus machaques, la
administracion intravenosa pulsatil de N-methyl-D-
aspartate (NMDA), un agonista de los receptores de
AAE, induce la pubertad precoz (Urbanskiy Ojeda,
1987; Plant et al., 1989).

Ademas, en especies fotoperiodicas tales como los
Hamsters, las inyecciones sistémicas diarias simples

de NDMA previenen la regresion de los testiculos que
ocurre cuando los animales son transferidos de
fotoperiodos de dias largos a cortos (Urbanski, 1990;
Ebling et al., 1995). Lo que apoya a la idea de que AAE
endogenos pudieran estar fisiolégicamente involucrados
en el control del eje reproductivo de los mamiferosy es
reforzado por observaciones de que los antagonistas a
los receptores de los AAE inhiben el pico preovulatorio
en ratas hembra y significativamente retrasen el inicio
de la pubertad (Lopez et al., 1990; Urbanski y Ojeda,
1990).

En afios recientes, el nimero de estudios que implican
alos AAE en el control de la funcion reproductiva se ha
incrementado exponencialmente. No obstante, es
todavia confuso donde exactamente a lo largo del eje
hipotalamo-pituitario-gonadal los AAE ejercen se
influencia primaria estimulatoria (Urbanski, 1996). Asi
como también el efecto que pudieran tener en los
machos caprinos durante el periodo natural de arresto
reproductivo influenciado por el fotoperiodo. El objetivo
del presente estudio fue evaluar el efecto de la
suplementacion con aminoacidos excitadores en
machos caprinos expuestos a fotoperiodos crecientes
mediante la medicién de variaciones en las
concentraciones séricas de LH, asi como un efecto
sobre la circunferencia escrotal, condicion corporal y
SU peso Vivo.

MATERIALES Y MET ODOS

Localizacion del area, fotoperiodo, animales y
alimentacion. El estudio se realiz6 en la Unidad de
Experimentacion Caprina Sur, de la URUZA-UACH, entre
las coordenadas 26° LN y 103° LO, a 1,1 17 msnm,
durante Marzo y Abril, con un régimen de luz natural y
fotoperiodo creciente. Dicha época del afio es
considerada de baja actividad reproductiva en caprinos
debido a un efecto inhibitorio de un fotoperiodo creciente
sobre la funcion del eje hipotalamico-hipofisiario-gonadal.
El area posee clima célido-seco BW, con una oscilacion
térmica muy extrema, asi como con una precipitacion
y temperatura media anuales de 217.1mm, y 22.3 °C
respectivamente.

Seis machos Alpinos de 24 meses de edad y un peso
promedio inicial de 49.8 +0.33 kg, recibieron ad libitum
una dieta base de heno de alfalfa (14 %PC; 1.14Mcal
KG1ENm)y ensilado de maiz (8.1 %PC; 1.62 Mcal kg
1 ENm), cubriendo el 100% de sus requerimientos
nutricionales (NRC,1981), se ofrecié agua, sales
minerales y sombra ad limitum. Los grupos
experimentales recibieron heno de alfalfa por la mafiana
(0700) y ensilado de maiz por la tarde (1800). Tanto el
peso viso (PV), la condicion corporal (CC) y la



circunferencia escrotal (CE) fueron evaluados cada
semana. La CC se evalué mediante palpacion dorsal y
costal, utilizando una escala de 1 (muy flaco) al 5 (muy
gordo) (Russel et al., 1969).

Formacién de los grupos experimentales y
preparacion de la solucion experimental. Los
machos fueron aleatoriamente distribuidos en dos grupos
con PV 'y CC homogéneas. Cada grupo fue asignado a
uno de dos tratamientos: 1) Grupo de L-Glutamato
(GLU, n=3; PV = 50.3+0.33 kg, CC = 3.25+0.11
unidades), quienes recibieron (1330-1430) infusiones
endovenosas de 7 mg kg'PV de L-Glutamato tres veces
por semana (lunes, miércoles y viernes), y 2) Grupo
Testigo, (CONT, n=3; PV = 49.3+0.33 kg, 3.16+0.11
unidades), quienes recibieron una solucion salina por
via endovenosa de 0.0875 mL kg™ PV los mismos dias,
con objeto de homogenizar las condiciones de manejo
en las cuales se desarrollo el experimento.

Para la preparacion de la solucion de AAE, se pesaron
4 g de L-glutamato en una balanza analitica los cuales
fueron disueltos en 50 mL de agua destilada estéril.
Para facilitar dicho proceso, el L-glutamato y el agua
destilada fueron combinadas en cantidades pequefias
agitando con vortex hasta disolver completamente la
cantidad del soluto. Posteriormente, la solucion fue
ajustada a un pH neutro con HCI 0.1 N. la solucién
preparada contenia 80 mg de L-glutamato mL*. Todo
el proceso de preparacion de la solucion se llevo a cabo
en ambiente estéril.

Muestreo sanguineo intermitente y perfil hormonal.
Una vez iniciado el periodo experimental y durante todo
el periodo experimental, previo a la aplicacién
endovenosa de los tratamientos se realizo un muestreo
sanguineo intermitente (tres veces por semana, 24 de
marzo al 2 de mayo). Las muestras sanguineas de
cada macho fueron colectadas mediante venopuncion
de la vena yugular utilizando agujas estériles de
0.8x38mm (Becton Dickinson and Company) y tubos
colectores estériles Vacutainer de 10 mL (Corvac,
Sherwood Medical). Una vez en laboratorio, las muestras
se dejaron reposar a temperatura ambiente por 30 min.
hasta que ocurriera la retraccion del coagulo.

Las muestras fueron centrifugadas (1,500 x g, 15 min.),
y cada muestra de suero con su replica fue vertida en
microtubos de polipropileno de 1.5 mL y almacenada a
-20 °C. Se colectaron 18 muestras por macho, 54
muestras por tratamiento y un total de 108 muestras
originales de suero. Todas las muestras de suero fueron
evaluadas por su contenido de LH mediante
radioinmunoanalisis (RIA). El andlisis de LH considero
los procedimientos sefalados por Hoefler y Hallford
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(1987), obteniendo un coeficiente de variacion (CV) intra-
ensayo del 5.8% y un limite de deteccion de 0.2 ng mL-
1. Todos los andlisis fueron analizados en el Laboratorio
de Endocrinologia del Departamento de Ciencia Animal,
NMSU, Nuevo México, E.U.A.

Andlisis estadisticos. Los pesos corporales, la
condicién corporal, asi como la circunferencia escrotal
fueron evaluados por ANOVA dentro de un disefo
completamente al azar con dos tratamientos y 3
repeticiones por tratamiento (Snedecor y Cochran,
1967). Las concentraciones séricas de LH fueron
evaluadas mediante un ANOVA-DCA con un arreglo de
parcelas divididas para muestras repetidas en el tiempo.
El efecto del tiempo de muestreo fue incluido en la
parcela mayor, utilizando en término tiempo x macho
(tiempo) para calcular el error. Tanto el tratamiento como
la interaccién tratamiento x tiempo fueron incluidos en
la parcela menor. En el evento de un valor significativo
de F, la separacion de medias consider6 el
procedimiento PDIFF para probar sus diferencias
mediante la opcion LSMEANS del PROC GLM. Todos
los analisis utilizaron los procedimientos del paquete
estadistico SAS (SAS, 1991). Se reportan las medias
de minimos cuadrados (MMC) + el error estandar de la
media (EEM).

RESULTADOSY DISCUSION

En el Cuadro 1 se concentran las medias de minimos
cuadrados de las variables en estudio considerando el
peso vivo (PV, kg), la condicion corporal (CC, Unidades),
la circunferencia escrotal (CE, cm), y los niveles séricos
de LH (ng mL™*) en un muestreo intermitente en machos
caprinos suplementados (AA) y no suplementados (CC)
con L-Glutamato bajo fotoperiodos crecientes (Marzo-
Mayo) en la Comarca Lagunera.

Las tres variables corporales, a saber peso vivo (P=0.34),
condicion corporal (P=1.0) y circunferencia escrotal
(P=0.34) no difirieron entre los grupos experimentales.
Con respecto a los niveles de LH, aunque existio una
diferencia de 0.66 ng mL*al comparar el grupo tratado
con un aminodcido excitador y el grupo control de ma-
chos caprinos. En cuanto a los valores de LH se refiere,
de acuerdo al andlisis estadistico, esta diferencia resulto
ser no significativa (P = 0.25); el error estandar de la
media fue de 0.38.

Al inicio del estudio se planteé como hip6tesis que la
suplementacion endovenosa de glutamato promoveria
una variacion en la concentracion sérica de LH, asi como
cambios en la circunferencia escrotal en los machos
caprinos que fueron alimentados ad libitum y
mantenidos en condiciones de un régimen de luz natural
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Cuadro 1. Peso vivo (PV, kg), Condicion corporal (CC, Unidades), Circunferencia escrotal (CE, cm), Niveles
séricos de LH (ng mLt) en un muestreo intermitente en machos caprinos suplementados (AA) y no
suplementados (CC) con L-Glutamato bajo fotoperiodos crecientes (Marzo-Mayo) en la Comarca

Lagunera.
Variables Tratamientos NSO'
AA CC
MMC EEM MMC EEM
Peso vivo (kg) 55.33 0.18 52.83 0.99 0.34
Condicion corporal 3.5 0.009 35 0.009 1.00
(unidades)
Circunferencia escrotal (cm)  25.22  0.15 25.48 0.15 0.34
Hormona Luteinizante 1.69%  0.38 1.03* 0.38 0.25

(ng/mL)

ab | jterales diferentes en el mismo renglén presentan significancia (P<0.05).

! Nivel de significancia observado.
MMC= Media de minimos cadrados.
EEM= Error estandar de la media.

con un fotoperiodo creciente en la Comarca Lagunera.
Los resultados del presente experimento muestran que
los machos tratados con L-glutamato a razén de 7 mg
kg PV, no sufrieron variaciones ya sea de Condicion
Corporal (P > 1.0), Circunferencia Escrotal (P >0.34) 6
Peso Vivo (P > 0.34), asi como tampoco existié una
variacion (P = 0.25) de la concentracion de LH para
estos animales en dichas condiciones. Por lo anterior,
se rechaza la hipotesis planteada al inicio del
experimento al no haber efecto de tratamiento sobre
las variables de respuesta.

Como ya ha sido documentado a lo largo de ya mas de
30 afios en diversos trabajos, el glutamato es un
aminoacido excitatorio que satisface el principal criterio
para que sea considerado como un neurotransmisor.
El glutamato, el aspartato, asi como los receptores para
estos neurotransmisores estan presentes en el sistema
nervioso central de mamiferos como lo son las cabras,
ademas de una gran variedad de especies incluidos
cerdos, hamsters, bovinos, primates no humanos,
humanos, entre otros, segun han sido reportados.

El primer reporte que demuestra que glutamato puede
estimular la secrecién de LH viene de los estudios
realizados por Olney y Ondo (1976). Usando las rutas
de administracién subcutanea y tercer
intracerebroventricular, Olney et al., (1976) y Ondo et
al., (1988) demostraron que tratamientos con glutamato

incrementaron marcadamente la liberacion de LH ratas
machos en edad adulta sin afectar la liberacion de FSH.
El efecto de glutamato sobre la secrecion de LH se
sugirio ser debida al sitio hipotalamico de accion ya
que la inyeccion directa de gluatamto a la pituitaria no
tuvo efecto sobre los niveles plasmaticos de FHS 6 LH
(Ondo et al., 1988). Los niveles de testosterona fueron
también elevados en ratas machos despues del
tratamiento subcutaneo de glutamato, presumiblemente
debido a las elevaciones de LH (Olney et al., 1976).
Estudios subsecuentes demostraron que glutamato
también fue capaz de estimular la secrecion de LH
monos machos prepuberes (Plant et al., 1992) y en
ratas hembras jovenes (Brann y Mahesh, 1992).

Actuando a través de los receptores de N-metil-D-
aspartato (NMDA o también NMA) y los receptores de
non-NMDA, estos amino&cidos modulan la secrecion
de LH, GHy prolactina (Estienne et al. 1990a,b; Lincoln
y Wu, 1991; Ping et al., 1994; Barb et al., 1996; Jiang
etal., 1997). Varios estudios en animales de laboratorio
han sugerido un rol de los receptores de NMDA en el
control de la reproduccioén estacional, y el efecto
estimulatorio de NMA sobre la secrecion de LH. Entre
los receptores estimulados por glutamato que mas han
sido estudiados recientemente estan el N-metil-D-
aspartato (NMDA), kainato, y acido propionico D,L-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol (AMPA) segln
Petralia y Wenthold (1996).

N-metil-D,L-aspartato es un potente agonista del
receptor de NMDA y ha sido usado para estimular la
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secrecion de LH en cerdas prepuberes (Estienne et al.,
1995), cerdas lactando (Sestiy Britt, 1992, 1993, 1994),
cerdas ovarioectomizadas tratadas con Estradiol (Sesti
y Britt, 1992), y cerdas en la fase luteal del ciclo estral
(Estienne et al., 1998). Secreciones incrementadas de
LH posteriores al tratamiento con NMA es debido
primariamente a la liberacion de GnRH del Hipotalamo
inducida por NMA. Tal et al. (1983) reporto que NMA
fallo para alterar los valores basales o liberacion de
gonadotropinas inducidas por GnRH de glandulas
pituitarias de mono o rata in vitro. Sin embargo, NMA
incremento la secresion de LH de las celulas de la
pituitaria colectadas de cerdas ovarioectomizadas asi
como de cerdas intactas (Barb et al., 1993).

En contraste con estudios en los cuales NMA
incrementa la secrecion de LH, NMA no tuvo efecto sobre
la liberacion de LH en berracos (Popwell et al., 1996),
cerdas en la fase folicular del ciclo estral (Estienne et
al., 1998), 6 cerdas ovarioectomizadas tratadas con
Estradiol (Barb et al., 1992). Mas aun, NMA decrecié la
secresion de LH en cerdas ovarioectomizadas (Barb et
al., 1992; Chang et al., 1993; Popwell et al., 1996;
Estienne et al., 1998) y en cerdas ovarioectomizadas
tratadas con progesterona (Barb et al., 1992; Chang et
al., 1993).

Gazal et al. (2002), probando la hipétesis de que el
tono glutamatérgico excitador es reducido en machos
cabrios fotoinhibidos, donde utiliz6 ocho machos con
dos regimenes fotoperiodicos (dias cortos; SD, 10h luz:
14h oscuridad, n=4; vs. dias largos; LD, 16h: 8h, n=4) y
4 dosis de N-metil-D-L-aspartato (NMA; 0, 1, 2y 4 mg
kg de PV iv), report6 la existencia de un efecto de NMA
sobre la LH plasmatica especialmente en los animales
tratados con dias largos, lo cual se agrega con hallazgos
previos en otros mamiferos (Estienne et al 1990; Lincoln
y Wu, 1991; Jansen et al., 1991).

Estienne et al. (2000), reporté que inyecciones
intravenosas de AMPA a una dosis de 0.2 mg/kg PV,
estimulo la secrecién de LH en borregos Soay expuestos
a fotoperiodos caracteristicos de dias largos. Existen
evidencias abundantes acumuladas en la literatura que
demuestran que el glutamato, actuando primariamente
dentro del hipotalamo, regula una gran ndamero de
factores liberadores hipotalamicos (GnRH, CRF, CHRF
y SRIF) que sirve para controlar la secrecion de una
variedad de hormonas de la pituitaria anterior (ACTH,
LH, FSH, PRL y GH). Entonces, glutamato através de
su control sobre estas hormonas pituitarias, sirve para
controlar en su mayoria, el principal sistema fisiologico
del organismo. En turno, glutamato y sus receptores
estan sujetos a la regulacion de mensajeros quimicos
endocrinos tales como hormonas esteroidales, lo que
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completa el circuito de retroalimentacion negativa.
CONCLUSIONES

La aplicacién de 7 mg kgt PV de L-Glutamato por via
endovenosa en machos caprinos Alpinos, bajo
fotoperiodos crecientes en la Comarca Lagunera (252
N) no mostré efectos sobre el perfil de secrecion de LH
en un muestreo sanguineo intermitente de marzo a
mayo. En el mismo sentido, ni el peso vivo, la condicion
corporal y la circunferencia escrotal difirieron entre
tratamientos.

Los resultados sugieren que la administraciéon de L-
glutamato a machos caprinos Alpinos bajo un esquema
de dias largos no mostré efecto a nivel hipotalamico, al
no afectar la secrecidon pulsatil de GnRH, y en
consecuencia en el perfil de secrecion de LH por parte
de los gonadotréfos en la pituitaria anterior, y en
consecuencia no se observaron cambios en la masa
testicular de los animales tratados con respecto al grupo
control.

Se sugiere que la retroaccion negativa que ejerce es-
tradiol sobre el eje hipotalamico-hipofisiario-gonadal en
fotoperiodos de dias largos genera un arresto profundo
de la actividad reproductiva en los machos, la cual no
fue abolida por la administracion de la L-glutamato en
los niveles utilizados en el presente estudio.
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