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GESUMEN. Se evalué el uso de la suplementaciéon de L-glutamato sobre el comportamiento hipotalamico-hipofisiario-gonadal Q
machos caprinos, cuantificando los niveles séricos de testosterona (TESTO), el peso vivo (PV), la condicién corporal (CC) y la
circunferencia escrotal (CE), dentro de un fotoperiodo natural creciente. El experimento se realizé en la Unidad de Experimentacién
Caprina Sur, (URUZA-UACH, 25° LN, 103° LO, 1,117 msnm), en Marzo. Machos Alpinos (n=6, 24 meses, PV 52.8 +1.4 kg), recibieron
una dieta a libre acceso de heno de alfalfa (14% PC; 1.14Mcal kg* ENm) y ensilado de maiz (8.1% PC; 1.62 Mcal kg* ENm). Los grupos
experimentales consideraron: 1) Grupo L-glutamato (GLUT n=3; PV = 50.3+0.33 kg, CC= 3.30+0.04 unidades) y 2) Grupo control,
(CONT, n=3; PV = PV=49.34+0.33 kg, 3.404+0.04 unidades). Mientras que el grupo GLUT recibi6é una infusién de L-glutamato (7 mg kg-
1PV, i.v.) en el tiempo tres (minuto 60) dentro de un muestreo intensivo (180 minutos x 15 min), el grupo CONT recibié una aplicacién
endovenosa de solucion salina. Mientras que el PV (49.83+0.33 kg), la CC (3.20+0.11 unidades) y la CE (24.21+0.77 cm) no difirieron
(P>0.05) entre tratamientos, tanto los niveles séricos (0.99 vs. 0.25 ng mL*) como el patrén de secrecién de TESTO a través del tiempo
difirieron (P>0.05) entre tratamientos en favor del grupo GLUT. Las infusiones endovenosas de L-glutamato afectaron positivamente
el patron de sintesis y secrecién de los machos tratados con glutamato bajo un esquema fético inhibitorio de la funcién reproductiva.
Lo anterior puede ser de significancia biolégica y econémica en sistemas de produccién semi-extensivos e intensivos que utilicen
grupos genéticos con alto encaste a grupos raciales enfocados a la produccion de leche.

Palabras clave: Aminoéacidos excitadores, glutamato, testosterona, fotoperiodo, machos caprinos.

SUMMARY. The effect of L-glutamate supplementation upon the performance of the hypothalamic-hypophyseal-gonadal axis en male
goats was evaluated. Response variables considered serum testosterone levels (TESTO), body weight (BW), body condition score
(BCS) and scrotal circumference (SC) under a natural increased photoperiod. The study was carried out at the Southern Goat
Experimentation Unit (URUZA-UACH, 25° NL, 103° WL, 1,117 m) in March. Alpine bucks (n=6, 24 mo. BW=49.83+0.33 kg), received free
access to a basal diet of alfalfa hay (14% CP; 1.14Mcal kg** NEm) and corn silage (8.1% CP; 1.62 Mcal kg* NEm). Bucks were randomly
assigned to one experimental group: i). L-glutamate group (GLUT n=3; PV = 50.310.33 kg, CC= 3.25+0.11 units) and ii). Control group
(CONT, n=3; PV = PV=49.3+0.33 kg, 3.40+0.04 units). While BW (49.83+0.33 kg), BCS (3.20+0.11 units) and SC (24.21+0.77 cm) did
not differ (P>0.05) between treatments, both the serum level concentration (0.99 vs. 0.25 ng mL™) as well as the secretion pattern of
TESTO across time differed (P<0.05) between treatments, favoring to the GLUT supplemented bucks. Glutamate supplementation
positively affected the synthesis and secretion pattern of testosterone in male Alpine goats under a photic scheme inhibitory of
reproductive function. The last could be of biologic and economic significance particularly in production systems under semi-extensive
and intensive conditions using genetic groups with a high upgraded level towards seasonal-dairy breeds.

Key words: Excitatory amino acids, glutamate, testosterone, photoperiod, male goat.
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INTRODUCCION

Una de las variables con mayor importancia dentro de
una explotacién caprina es la reproduccion, sin embargo,
esta variable se ve afectada por diversos factores
ambientales dentro los cuales destaca la estacionalidad
reproductiva (Gonzalez-Bulnes et al., 2010; Meza-
Herrera et al., 2010a,c). En efecto, mientras que las
hembras muestran un anestro reproductivo en épocas
del afio con dias mas largos, los machos exhiben un
comportamiento de arresto reproductivo durante el
mismo lapso (Meza-Herrera et al., 2004; Wolfgang, 2006;
Carrillo et al., 2010).

El arresto reproductivo en machos es consecuencia de
un cambio en el patron de secrecion de melatonina por
parte de la glandula pineal, que en turno se ve modificada
por cambios en el nimero de horas luz/oscuridad a
través del afio (Veliz et al., 2006), generando un patron
estacional que promueve variabilidad en la calidad
espermatica, la libido y el peso testicular (Carrillo et
al., 2010). En caprinos, la melatonina estimula las
células nerviosas del hipotalamo encargadas de la
produccién de la hormona liberadora de las
gonadotropinas (GnRH), la cual es la base para la
sintesis de LH y FSH en pituitaria anterior (Véliz et al.,
2006; Meza-Herrera, 2008). En turno, LH estimula las
células de Leydig en los testiculos para la produccion
de testosterona (Regisford y Katz, 1993), mientras que
FSH se fija y activa las células de Sertoli, y junto con
testosterona estimulan la sintesis y liberacion de varios
productos como las proteinas transportadoras de
androgenos, inhibina, y activina, los cuales estan
implicados en la transferencia de nutrientes a las células
germinales, la meiosis y maduracion de los
espermatocitos (Aman et al., 1983).

En pequefios rumiantes, el estado nutricional y las
interacciones socio-sexuales son otras sefales
importantes que pueden influir en la actividad,
comportamiento y eficiencia reproductiva (Meza-Herrera
et al., 2006; Urrutia-Morales et al., 2009; Flores-Najera
etal., 2010; Meza-Herrera et al., 2010b). Con respecto
al estado metabdlico, se ha reportado que cambios en
los niveles plasmaticos de hormnas metabdlicas son
sefiales importantes que informan el estado nutricional
en rumiantes (Meza-Herrera et al. 2007, Gamez-
Vazquez et al. 2008, Meza-Herrera et al. 2008). Una
explicacion establece que la respuesta a la
suplementacion nutricional altera los nivels séricos de
glucosa, insulina, leptina, IGF-1 o kisspeptina, Yy
probablemente otras hormonas metabdlicas o
reproductivas (Meza-Herrera et al. 2004; Scaramuzzi et
al. 2006, Meza-Herrera et al. 2008, Guerra-Garcia et al.
2009).

Por otra parte, la regulacion de dichas funciones
neuroendocrinas se ven afectadas por
neurotransmisores generados en las neuronas y
liberados a través de sus axones que son transmitidos
al espacio intersinaptico para luego unirse a receptores
especificos en la membrana postsinaptica y entonces
establecer la neurotransmision (Engelhardt et al., 2005).
El glutamato es el principal neurotransmisor excitador
del cerebro, el cual ejerce sus acciones a través de
receptores ionotropicos y metabotropicos. De ésta
forma, el glutamato media la mayoria de las
transmisiones sinapticas excitatorias del cerebro y se
encuentra involucrado en procesos biolégicos diversos
como la proliferacion celular, apoptosis, la supervivencia
celular, la proliferacion de células nerviosas, entre otros
(Brannetal., 1997).

L-glutamato y sus receptores han sido localizados en
nucleos hipotaldmicos involucrados en la regulacién de
la reproduccion y de ciertos procesos neuroendocrinos
tales como pubertad, secrecion pulsatil de las hormonas
gonadotrépicas, y conducta reproductiva en mamiferos
(Brannetal., 1997; Lépez-Medrano et al., 2009; Torres-
Moreno et al., 2009). El presente trabajo tiene como
objetivo evaluar el efecto, de mediano y corto plazo, de
la infusién de L-glutamato sobre la sintesis de
testosterona en machos caprinos de la Comarca
Lagunera, México.

MATERIALESY METODOS

Localizacion del area, fotoperiodo, animales y
alimentacién. El estudio se realiz6 en la Unidad de
Experimentacion Caprina Sur, de la URUZA-UACH,
localizada entre las coordenadas 25° LNy 103° LO, a
1,117 msnm, durante el mes de Marzo, 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 céalido-seco
BW, con una oscilacion térmica muy extremosa, y
precipitacion y temperatura media anuales de 217.1 mm,
y 22.3 °C, respectivamente.

Se utilizaron 6 machos caprinos de la raza Alpina de 24
meses de edad los cuales recibieron ad libitum una
dieta base de heno de alfalfa (14% PC; 1.14 Mcal kg*
ENm) y ensilado de maiz (8.1% PC; 1.62 Mcal kg*
ENm), cubriendo el 100% de sus requerimientos
nutricionales ajustados al peso vivo (NRC, 1981), se
ofreci6 agua, sales minerales y sombra ad libitum. Los
grupos experimentales recibieron heno de alfalfa por la
mafiana (0700h) y ensilado de maiz por la tarde (1800h).
Tanto el peso viso (PV), la condicién corporal (CC) y la
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circunferencia escrotal (CE) fueron evaluados al inicio y
al final del experimento. La CC se evalué mediante
palpacion dorsal y costal, utilizando una escala de 1
(muy flaco) al 5 (muy gordo).

Formacion de grupos experimentales vy
preparaciéon de la solucion experimental. Los
machos caprinos fueron aleatoriamente distribuidos en
dos grupos con peso vivo y condicion corporal
homogéneas. Cada grupo fue asignado a uno de dos
tratamientos: 1) Grupo de Aminoacidos Excitadores
(GLUT, n=3; PV=52.3£1.40 kg, CC= 3.30+0.04
unidades), quienes recibieron una sola infusién
endovenosa de 7 mg kg PV de L-Glutamato (Merck,
Germany) en el tiempo tres (minuto 60) dentro de un
muestreo intensivo (180 min x 15 min) y 2) Grupo
Testigo, (CONT, n=3; PV=53.3£1.40 kg, 3.40+0.04
unidades), quienes recibieron una aplicacién de solucion
salina por via endovenosa con objeto de homogenizar
las condiciones en las cuales se desarroll6 el
experimento.

Parala preparacion de la solucion de GLUT, 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, tanto el L-Glutamato y el
agua destilada fueron combinadas en cantidades
pequefias agitando con vortex hasta disolver
completamente la cantidad del soluto. Posteriormente,
la solucién fue ajustada a un pH neutro con HCI 0.1N.
La solucion preparada contenia 80 mg de L-Glutamato
mL-1. Todo el proceso de preparacion de la solucion se
llev6 a cabo en ambiente estéril.

Muestreo sanguineo intensivo y perfil hormonal.
En marzo 11, los machos fueron expuestos a un
muestreo intensivo de sangre a intervalos de 15 minutos
durante un periodo de 180 minutos. Las muestras
sanguineas fueron colectadas de cada macho mediante
venopuncién en la 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 réplica fueron vertidas
en microtubos de polipropileno de 1.5 mL y almacenadas
a -20° C. Se colectaron 12 muestras por macho, 36
muestras por tratamiento y un total de 72 muestras
originales de suero. Las muestras de suero fueron
evaluadas mediante radio-inmunoensayo (RIA) para su
contenido de testosterona (Tierney y Hallford, 1985)
considerando los tiempos 0, 60, 90, 120 y 180 minutos,
observando un CV de 4.7%, y un limite de deteccién de
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0.05 ng mLt. Todas las determinaciones endocrinas
fueron realizadas en el Laboratorio de Endocrinologia
del Departamento de Ciencia Animal de la Universidad
Estatal de Nuevo México, Las Cruces, NM, EUA.

Anadlisis estadisticos. Para el andlisis estadisticos de
las concentraciones hormonales, pesos vivos y
condicion corporal se utilizo la opcion PROC ANOVA
un disefio completamente al azar considerando dos
niveles de clasificacién: Glutamato y control. La
separacion de medias considero el procedimiento PDIFF
para probar sus diferencias mediante la opcion MEANS
del PROC GLM. Todos los anAlisis utilizaron los
procedimientos del paquete estadistico SAS (SAS,
1991). Los valores reportados son las medias de
minimos cuadrados * el error estandar de la media.

RESULTADOSY DISCUSION

Resultados

En el Cuadro 1 se concentran las medias de minimos
cuadrados de las variables en estudio considerando los
niveles séricos de la hormona Testosterona (TESTO),
Peso Vivo (PV), Condicién Corporal (CC) y
Circunferencia Escrotal (CE) en un muestreo intensivo
en machos caprinos suplementados (GLUT) y no
suplementados (CONT) con L-Glutamato bajo
fotoperiodos crecientes en la Comarca Lagunera. Los
niveles de testosterona, difirieron 0.74 ng mL? al
comparar el grupo tratado y el grupo control. El error
estandar de la media fue de 0.09. Por su parte, las
variables PV, CC, y CE, no difirieron entre grupos
experiementales.

Discusion

La hipétesis planteada al inicio del estudio proponia un
efecto positivo de la infusion de glutamato sobre la
actividad hipotalamo-hipofisiaria, promoviendo la
liberacion de hormonas LH y FSH, que a su vez
desencadenarian un incremento en la actividad en las
células testiculares de Leydig, para dar como resultado
un incremento en los niveles séricos de testosterona.
(Figura 1). Machos Alpinos caprinos, tratados con
glutamato mostraron un incremento (P<0.05) en los
niveles séricos promedio asi como un aumento en el
patron de secrecion de testosterona respecto al grupo
control, por lo que la hipotesis planteada al inicio del
experimento es aceptada. El patron de secrecion
detestosterona con respecto al tiempo, sugiere que
glutamato no promueve un efecto de corto plazo
(minutos) en dicho patrén de secrecién, y que el efecto
tiende a ser de mediano plazo (dias) dado que después
de un proceso de suplementacion de glutamato cada
tercer dia promovid incrementos en los tres primeros
tiempos de muestreo con respecto al grupo control. Se
propone un efecto modulatorio por parte del glutamato
sobre los neurones de GnRH, de mediano plazo (dias)
mas no a corto plazo (minutos).
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Cuadro 1. Concentracion sérica de testosterona (TESTO) en un muestro intensivo, peso vivo (kg),
condicioén corporal (unidades) y circunferencia escrotal en machos caprinos suplementados (GLUT)
y no suplementados (CONT) con L-glutamato, bajo un fotoperiodo creciente en la Comarca Lagunera

Variable Tratamientos NSO’
GLUT CONT
MMC EEM MMC EEM
Testosterona  .9933% .09368 .2533" 09368 ~ .005
(ng/ml)
PV, kg 50.33a 0.33 49.332 0.33 0.10
cc, 3.25a 0.11 3.162 0.11 0.64
unidades
CE, cm 23.63 77 24.80 77 34

Ab|iterales diferentes en el mismo renglon indican significancia (P<.05)
! Nivel de significancia observado.

MMC= Media de minimos cuadrados.

EEM=Error estandar de la media.
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Grafica 1. Concentraciones séricas de testosterona (ng mL) en machos caprinos
tratados con glutamato (GLUT, n=3) y grupo control (CONT, n= 3 ), durante
fotoperiodos crecientes (marzo) en el norte de México. Los histogramas de la derecha
muestran las medias de minimos cuadrados para condicion corporal (A), peso vivo
(B) y circunferencia escrotal (C). NS=No significativo (P>.05).
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Las propiedades del glutamato como neurotransmisor
y excitador de la produccion de hormonas como LH y
FSH en pituitaria han sido previamente evaluadas. Sin
embargo, la totalidad de acciones de glutamato tanto
en el cerebro como en el SNC permanecen
desconocidas. Gazal (2002) estudio los efectos
estimulatorios de N-metil-aspartato (NMA), un analogo
de glutamato, sobre las concentraciones plasmaticas
de LH, encontrando que las secreciones ténicas de LH
pueden ser reguladas en gran parte por éste aminoacido
excitador reportando un efecto de la época en que se
realiza en experimento. Larespuesta a las infusiones
de NMA durante una época del afio fotoinhibitoria se vio
disminuida en comparacion con una época
fotoestimulatoria.

Otros estudios sugieren la participacion de los
receptores a glutamato como reguladores de las
acciones de Prostaglandina E2 (PGEZ2), teniendo un rol
critico en la masculinizacién del cerebro y desarrollo
del comportamiento del macho en ratones (Wright 2009).
Se ha sugerido que glutamato es liberado en el area
pre-6ptica y activa los receptores NMDA durante el
comportamiento sexual del macho (Dominguez, 2006).
La PGE2 activa la proteina Kinasa-A y activa los
receptores glutamatérgicos e inicien la formacion de la
espina dendritica pre-Optica para posteriormente
organizar la neuro-arquitectura que controla el
comportamiento sexual en ratas (Wright 2009).
Recientes estudios sugieren evidencia de nuevos
inhibidores de glutamato y sus efectos a nivel
hipotalamico. Cardozo et al. (2010) reportaron que las
secreciones de GnRH, glutamato, LH, FSH y
testosterona, decrecieron cuando ratas de laboratorio
fueron expuestas al compuesto organico bisfenol-A, lo
gue sugiere que este compuesto puede modificar la
secrecion de GnRH y a su vez alterar el funcionamiento
normal del eje hipotalamo-pituitaria.

Se hareportado que el principal factor regulador de los
niveles plasmaticos de testosterona en machos caprinos
es el fotoperiodo, siendo éste el principal agente capaz
de influenciar el cambio en el patron de secrecion de
esta hormona con respecto a otros factores ambientales
como la temperatura y la disponibilidad de alimento
(Delgadillo et al., 2004). El fotoperiodo juega un rol clave
tanto en la expresion de la conducta sexual como de
las caracteristicas morfo-sexuales, teniendo un espectro
de accion inhibitoria durante los meses de enero a julio
en latitudes subtropicales (26° LN) sobre la calidad
espermatica, peso testicular y circunferencia escrotal
(Carrillo et al.,2010). Dado que el presente experimento
se llevé a cabo bajo un fotoperiodo inhibitorio (marzo),
se sugiere que la accion L-glutamato abolid los efecto
negativos de un fotoperiodo creciente, inhibitorio de la
funcién reproductiva.

CONCLUSIONES

La administracion endovenosa de L-glutamato en
machos caprinos de raza Alpina expuestos a
fotoperiodos crecientes durante el mes de marzo en el
norte de México (26° LN), afect6é positivamente tanto
las concentraciones séricas de testosterona asi como
su patron de secrecion a traves del tiempo con respecto
aun grupo control, alin bajo un esquema fético inhibitorio
de la funcion reproductiva. Se sugiere que la
administracion exégena de L-glutamato en machos
caprinos bajo un régimen de dias largos genero un efecto
a nivel hipotalamico promoviendo la secrecion de GnRH
y afecto positivamente el perfil de secrecion de LH por
parte de los gonadotrofos en la pituitaria anterior, lo cual
en turno, afecto positivamente la funcién de las células
testiculares de Leydig, incrementando la sintesis y
liberacion de testosterona. Los resultados también
sugieren que el arresto de la actividad reproductiva en
machos caprinos de la raza Alpina producido por
fotoperiodos de dias largos, fue abolido por la
administracion de L-glutamato en los niveles utilizados
en el presente estudio.
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Figura 4. Diagrama que plantea una posible ruta de accion de la infusion de I-glutamato sobre el desencadenamiento
hormonal y sintesis de testosterona en los testiculos de machos caprinos. Se propone una ruta de accion
dependiente de glutamato (1), la cuél actua directamente sobre los gonadotrofos del hipotalamo (2) para estimular
la produccion de GnRH la cual, en turno, desencadena en pituitaria anterior la sintesis de LH y FSH (3) que al
viajar por el torrente sanguineo hacia las génadas (4) se une a receptores en las células de Leydig dentro de los
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