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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la administracion de
glutamato y/o testosterona sobre los indicadores de la actividad reproductiva y
del comportamiento sexual en ovinos jovenes y adultos de la raza Dorper,
ademas de la capacidad de estos machos para incrementar la respuesta sexual
de las ovejas nuliparas anovulatorias Dorper a través del efecto macho durante
fotoperiodos crecientes. Se realizaron 3 experimentos en el norte de México
(25°LN y 103°LO) durante 2014 y 2015 al inicio de la primavera bajo
condiciones naturales de luz. Se utilizaron carneros Dorper (jévenes con 11
meses de edad, 56+0.9 kg y adultos con 2-3 afos de edad, 81+0.32 kg) los
cuales se dividieron en grupos experimentales y a cada grupo se administro
uno de los siguientes tratamientos: glutamato, testosterona, glutamato +
testosterona y testigo. Al finalizar los tratamientos de los carneros, para evaluar
el efecto macho se utilizaron ovejas nuliparas anovulatorias Dorper (7-8 meses
de edad) donde se midieron variables reproductivas tales como el intervalo de
inicio de estro, tasa ovulatoria, numero de cuerpos luteos y tasa de prefiez. En
el Experimento 1, se planteo la hipotesis que durante el reposo reproductivo, la
administraciéon de glutamato y/o testosterona en carneros adultos Dorper
tendria la capacidad de incrementar los indicadores del comportamiento sexual,
y que consecuentemente, los carneros tratados inducirian la actividad
reproductiva de ovejas anovulatorias durante fotoperiodos crecientes. Con los
resultados obtenidos se concluyé que la administracién de glutamato o
glutamato + testosterona en carneros adultos Dorper durante fotoperiodos
crecientes en la época natural de reposo sexual, incrementan tanto el
comportamiento sexual apetitivo como el consumatorio, y que a su vez, estos
carneros tratados provocan una respuesta estral mas rapida, una mayor tasa
ovulatoria, numero de cuerpos luteos y tasa de prefiez en las ovejas nuliparas
anovulatorias. En el Experimento 2, la hipétesis de trabajo propuso que durante
el reposo reproductivo, la administracion de glutamato y/o testosterona en
carneros jovenes Dorper tiene la capacidad de incrementar el comportamiento
sexual de los machos, y que consecuentemente, los machos tratados inducen
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la reactivacion de la funcidn ovarica de ovejas nuliparas anovulatorias a través
del efecto macho. Los resultados permitieron concluir que el comportamiento
sexual de los carneros jovenes Dorper se puede mejorar a través de la
administracion de glutamato + testosterona, y que tales carneros promueven
resultados reproductivos alentadores en las ovejas Dorper anestricas-aciclicas
a través del efecto macho. Esta respuesta socio-sexual puede ser una
importante alternativa reproductiva para inducir la reactivacion de la actividad
ovarica de ovejas aciclicas fuera de la estacion reproductiva, asi como en un
periodo mas corto de tiempo. En el Experimento 3 se planteé como hipdtesis
que la administracién de glutamato incrementa el volumen y la calidad seminal
en carneros Dorper bajo un esquema de fotoperiodos crecientes, inhibitorios de
la actividad sexual. Los resultados reflejaron una mayor concentraciéon
espermatica en los carneros tratados con glutamato que en los carneros del
grupo testigo, por lo que se concluydé que tratamientos con glutamato en
carneros Dorper bajo fotoperiodos crecientes afectan el proceso de la
espermatogénesis. De manera general a través de los experimentos realizados
se revela un posible estimulo sinérgico proporcionado por la administracién de
glutamato + testosterona al incrementar el comportamiento sexual de los
carneros jovenes y adultos de la raza Dorper y, a su vez, el rendimiento
reproductivo de las ovejas nuliparas anovulatorias expuestas a estos carneros
previamente tratados. En el mismo sentido, los resultados de esta investigacion
revelan al glutamato como una molécula con efectos alentadores que puede
tener aplicaciones transmisibles a otras especies y a otros sistemas de

produccion pecuaria.

Palabras clave: carneros Dorper, glutamato, testosterona, comportamiento

sexual, ovejas nuliparas anovulatorias.
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SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the effect of the administration of
glutamate and/or testosterone upon some indicators of reproductive activity and
sexual behavior in young and adult male Dorper rams, as well as the ability of
these males to increase the response of the nulliparous anovulatory Dorper
ewes through the male effect during increasing photoperiods. A total of three
experiments were carried out in northern Mexico (25° N, 103° W) during 2014
and 2015 at the beginning of spring under natural light conditions. Young (11
mo. 56+0.9 kg) and adult (2-3 yr. 81£0.32 kg) Dorper rams were distributed to
experimental groups and receiving the following treatments: glutamate,
testosterone, glutamate + testosterone and control. At the end of the treatments
and in order to evaluate the male effect, treated rams were exposed to
anovulatory-nulliparous Dorper ewes (7-8 months of age) quantifying different
response variables: estrus onset interval, ovulatory rate, number of corpora
lutea and rate of pregnancy. In Experiment 1, it was hypothesized that during
reproductive rest, the administration of glutamate and/or testosterone in adult
Dorper rams would have the ability to increase the indicators of sexual behavior,
and that consequently would induce the reproductive activity of anovulatory
Dorper ewes during increasing photoperiods. The administration of glutamate or
glutamate + testosterone in adult Dorper rams during increased photoperiods in
the natural period of sexual rest, increased both the appetitive and
consummatory sexual behaviors, and in turn, these treated rams induced not
only faster estrus response but also an increased ovulatory and pregnancy
rates, in the nulliparous anovulatory Dorper ewes. In Experiment 2, we
hypothesized that the administration of glutamate and/or testosterone in young
Dorper rams during the reproductive rest increased the sexual behavior of
males, and once exposed to nulliparous anovulatory Dorper ewes would induce
the reactivation of the function ovulatory of through the male effect. Results of
this trial allows us to conclude that the sexual behavior of young Dorper rams
can be improved through the administration of glutamate + testosterone, and
that glutamate + testosterone treated rams improved the reproductive outcomes
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anestrous-acyclic Dorper ewes through the male effect. This socio-sexual
response can be an important reproductive alternative to induce reactivation of
the ovarian response of acyclic ewes outside the reproductive season, as well
as in a shorter period of time. In the Experiment 3, it was hypothesized that the
administration of glutamate increases the volume and seminal quality in Dorper
rams under a scheme of increasing photoperiods, inhibitory of sexual activity.
From this trail, we concluded that a higher sperm concentration was observed in
those glutamate-treated rams regarding the control group. Therefore, it was
concluded that glutamate treatments in Dorper rams under increasing
photoperiods affect the process of spermatogenesis. In general, through the
different studies carried out, a possible synergistic stimulus provided by the
administration of glutamate + testosterone upon an increased sexual behavior
of both young and adult Dorper rams. In turn, these treated males increased the
reproductive outcomes of anovulatory nulliparous Dorper ewes through the
male effect. In addition, information obtained from these studies unveils to
glutamate as an interesting molecule which generated encouraging
reproductive outcomes during the anestrous season. Such results can be

applied to other animal industries and production systems.

Keywords: Dorper rams, glutamate, testosterone, sexual behavior, anovulatory

nulliparous ewes.
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A nivel mundial la carne de ovinos representa una pequefa parte del total del
producto carnico comercializado, pero tiene un impacto social y econémico
relevante en los paises productores de carne de ovinos (Andrade et al., 2017).
Las ovejas y las cabras representan el 65% de la poblacibn mundial de
rumiantes con 1,196 millones de ovejas y 1,000 millones de cabras en el total
de 3,402 millones de cabezas (FAOSTAT, 2014; Marino et al., 2016). En el
caso especifico de México, la produccion de ovinos desempefia un papel
socioeconémico crucial que contribuye a proporcionar productos de la
demanda nacional de carne de cordero, y lana (Vazquez-Garcia, 2013). A
pesar de que México ha mejorado su productividad, s6lo genera el 70% de la
carne ovina que consume, por lo que tiene un mercado interno potencial,
cercano a 30,000 toneladas anuales. Ademas, nuestro pais ha recibido la
peticion de exportar carne y animales a paises como Jordania, Turquia, Libia,

India y Corea del sur, ademas de Centroamérica (Partida et al., 2013).

En México, en los ultimos 10 afios, la produccion de carne ha incrementado un
21%, las caracteristicas propias de cada region, determinadas por la
disponibilidad de recursos y por los habitos o tradiciones en el consumo de
productos ovinos, ocasionan fluctuaciones estacionales a lo largo del afio, lo
que genera una marcada irregularidad en la oferta de ganado y provoca
marcadas diferencias en la conformacion, condicion corporal y en el peso que
alcanzan los animales al momento de la venta, lo cual contrasta fuertemente
con dos requisitos fundamentales que exige el mercado formal;, que son la
constancia en el suministro de animales y uniformidad en la calidad del
producto ofertado (Partida et al., 2013).

Hasta hace pocos afios, los rebafios ovinos de las regiones arida y semiarida
del norte y centro de México estaban conformados principalmente por animales
de la raza Merino Rambouillet, sin embargo en las ultimas dos décadas ha
iniciado la introduccion de razas de pelo, como la Pelibuey y Blackbelly, y mas
recientemente con las razas Dorper y Katahdin, debido a que los ovinos de
pelo son mas faciles de manejar (Gonzalez-Godinez et al., 2014). Asimismo, en
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ovinos de pelo se han reportado resultados variables de los efectos del
fotoperiodo en la reproduccion, sobre todo en las regiones tropicales y
subtropicales, donde los cambios en la duracién del dia a través del afio no son
tan evidentes (Rosa y Bryant, 2003; Arroyo et al., 2006). Por ello, en los ultimos
afos, se ha incrementado el interés por emprender estudios para conocer el
comportamiento reproductivo de la raza Dorper (Cloete et al., 2000; Fourier et
al., 2005; Zeleke et al., 2005; Zishiri et al., 2013; Gonzéalez-Godinez et al,,
2014) y aumentar la productividad y la eficiencia de la produccién de carne de
cordero (Montossi et al., 2013), debido a que la estacionalidad reproductiva que
muestra esta especie constituye un serio impedimento (Gonzalez-Godinez et
al., 2014).

Durante el fotoperiodo de dias crecientes, en la oveja se presenta la etapa de
anestro estacional, en la que disminuye la liberacion de GnRH (amplitud y
frecuencia de pulso) y se expresa con la ausencia de ciclos estrales regulares,
poca receptividad sexual y fallos en la ovulacién, mientras que en el carnero, se
observa atrofia testicular, reduccion de la espermatogénesis, disminucién de la
produccion de testosterona de las células de Leydig (Young y Nelson, 2001), y
de la libido (Arroyo, 2011). Esta etapa de reposo sexual en los machos ovinos
se puede modificar a través de la manipulacién del fotoperiodo, con la
simulacion de dias largos seguidos de dias cortos la actividad sexual puede ser
reanudada (Malpaux et al., 1997).

En los carneros, cuando disminuye la duracién del dia, se estimula la glandula
pituitaria, asi como, la secrecién de las gonadotrofinas y la actividad testicular
(Langford et al., 1999). Otros factores ambientales naturales, tales como la
presencia de individuos de la misma especie, pueden influir ligeramente en el
momento de aparicibn de la época reproductiva. Cuando los carneros se
colocan con ovejas anovulatorias que han sido previamente aisladas de los
carneros, una proporcion del rebafio ovulara, mostrara estro y quedara prefiada
(Martin et al., 1986; Abecia et al., 2015), fenémeno al que se le conoce como

"efecto macho" (Abecia et al., 2015).



Durante décadas, los criadores de ovejas han utilizado el “efecto macho” como
una oportunidad para adelantar la temporada de empadre e incrementar la
eficacia del apareamiento, ademas de proporcionar un grado de sincronia en el
momento de la monta y posteriormente, en el momento del parto (Lindsay,
1996). Sin embargo, es necesario considerar que los carneros deben presentar
una intensa actividad sexual para estimular la ovulacibn de un mayor

porcentaje de ovejas anovulatorias (Perkins y Fitzgerald, 1994).

Para incrementar la efectividad del efecto macho se han utilizado tratamientos
fotoperiodicos de dias largos (16h luz y 8h obscuridad) mas implantes de
melatonina, que estimulan la secrecién con testosterona (Delgadillo et al.,
2001). También se han utilizado tratamientos hormonales como estrégenos,
testosterona y eCG, que son métodos sencillos, efectivos y de facil aplicacion
(De Santiago-Miramontes et al., 2011; Luna-Orozco et al., 2012; Tejada et al.,
2016). Sin embargo, los tratamientos fotoperiodicos requieren de técnicas
adecuadas e instalaciones de alto costo, muchas veces dificiles de
implementar en sitios sin energia eléctrica (Luna-Orozco et al., 2012).
Asimismo, la legislacion de algunos paises prohibe el uso de productos
hormonales, por lo que se requiere desarrollar investigacion innovadora que
genere un mejor entendimiento de los procesos neuro-fisiolégicos alrededor de
este tema, y mejorar las técnicas de manejo aplicadas a la reproduccién para
incrementar la eficiencia productiva del rebafio (Orihuela, 2014). Por ello, el uso
del glutamato podria ser una buena alternativa, ya que investigaciones previas
han reportado que a nivel cerebral interviene en el comportamiento sexual
(Dominguez, 2009), y que esta implicado en la regulacion directa e indirecta de
la secreciébn de GnRH, promoviendo la liberacion pulséatii de LH vy, en la
produccion de testosterona en los machos (Dhandapani y Brann, 2000; Meza-
Herrera et al., 2009; Will et al., 2014) a través de la distribucion diferencial de
GluRs en las células de Leydig y en el epitelio germinal de los tubulos
seminiferos de los testiculos, teniendo un papel especifico en la

espermatogénesis y la regulacion hormonal (Gill et al., 2000).
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Hipotesis general

Durante fotoperiodos crecientes, tratamientos con glutamato y/o testosterona
incrementan los indicadores de la actividad reproductiva y el comportamiento
sexual de machos jovenes y adultos de la raza Dorper, y estos a su vez, son
capaces de incrementar la respuesta sexual de ovejas nuliparas anovulatorias

a través del efecto macho.

Hipotesis especificas

1. Durante el reposo reproductivo, la administracion de glutamato y/o
testosterona en carneros adultos Dorper, incrementan los indicadores de

actividad reproductiva y de comportamiento sexual de los machos.

2. Durante el fotoperiodo creciente, los carneros Dorper jovenes tratados
frecuentemente con glutamato y/o testosterona incrementan su

comportamiento sexual.

3. Los carneros jovenes y adultos de la raza Dorper tratados previamente con
glutamato y/o testosterona, inducen la reactivacion de la funcion ovarica de

ovejas nuliparas anovulatorias a traves del efecto macho.

4. La administracion de glutamato incrementa el volumen y calidad seminal en
carneros Dorper bajo un esquema de fotoperiodos crecientes, inhibitorios de

la actividad sexual.



Objetivo general

Evaluar el efecto de la administracion de glutamato y/o testosterona sobre los
indicadores de actividad reproductiva y del comportamiento sexual en machos
jovenes y adultos de la raza Dorper, ademas de la capacidad de estos machos
para incrementar la respuesta sexual de las ovejas nuliparas anovulatorias a

través del efecto macho durante fotoperiodos crecientes.

Objetivos especificos

1. Determinar si la administracion de glutamato y/o testosterona en carneros
adultos Dorper durante el reposo reproductivo es capaz de incrementar los
indicadores de actividad reproductiva y el comportamiento sexual durante

fotoperiodos crecientes.

2. Evaluar si tratamientos frecuentes con glutamato y/o testosterona en
carneros jovenes Dorper incrementan el comportamiento sexual durante

fotoperiodos crecientes.

3. Evaluar si a través del efecto macho, carneros jovenes y adultos de la raza
Dorper tratados previamente con glutamato y/o testosterona pueden inducir

la reactivacion de la funcidn ovérica de ovejas nuliparas anovulatorias.

4. Valorar la accién de tratamientos con glutamato sobre el volumen y calidad
seminal en carneros Dorper bajo un esquema de fotoperiodos crecientes,

inhibitorios de la actividad sexual.
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1. FISIOLOGIA REPRODUCTIVA DE LOS CARNEROS

1.1 Esteroidogénesis testicular

En las gbénadas, el proceso de sintesis de andrdgenos, progestinas y
estrogenos a partir del colesterol, se lleva a cabo por diversas enzimas, entre
las cuales se encuentran diferentes tipos de citocromo P450, deshidrogenasas
de esteroides y reductasas. La sintesis de las hormonas esteroideas inicia con
la conversion del colesterol a pregnenolona por la enzima citocromo
P450scc/Cypl1Al, localizada en la membrana interna mitocondrial (Gomez-
Chang et al., 2012; Rojas et al., 2015).

La esteroidogénesis testicular consiste casi en su totalidad, en la produccion de
androgenos dentro del compartimento intersticial del testiculo, mas
especificamente, por aproximadamente 500 millones de células intersticiales de
Leydig (Stocco y McPhaul, 2006), bajo el control de la liberacion episddica de
LH, que interactia con el receptor LH en la superficie de las células de Leydig
(Gémez-Chang, 2012). A partir de los ésteres de colesterol de las lipoproteinas
de baja densidad (LBD), las células de Leydig obtienen el colesterol del
plasma. Las LBD atraviesan la membrana plasméatica por endocitosis mediada
por receptores; los ésteres de colesterol pueden almacenarse en forma de
gotas de lipidos o convertirse en colesterol libre para ser utilizado en la sintesis.
El colesterol es transformado en pregnenolona en la mitocondria, por lo que el
colesterol, unido a una proteina transportadora de esteroles (SCP2), debe
transportarse e internarse en esta estructura. Cuando el colesterol es
convertido en pregnenolona, ésta Ultima es liberada de la mitocondria y se
transporta al reticulo endoplasmico liso, donde se completa la
esteroidogénesis. La sintesis de testosterona se lleva a cabo a través de dos
rutas metabdlicas: a partir de 17-hidroxi-pregnenolona (ruta A5), o a partir de
17-hidroxi-progesterona (ruta A4). Los esteroides intermedios de la ruta A5
pueden convertirse en los esteroides de la ruta A4 correspondiente. La

testosterona puede metabolizarse en otros esteroides bioldégicamente activos,
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en dihidrotestosterona (DHT) a través de la enzima 5 a-reductasa. Por la ruta
de la aromatasa, la testosterona puede metabolizarse en estradiol y la

androstenediona en estrona (Figura 1) (Rojas et al., 2015).

H,C CH;
e CH,
Acetil CoA— CH, +«——— Esteres de colesterol
. I
COLESTEROL Almacén intracelular
17 PREGNENOLONA
Progesterona
17-OH Progesterona «— 17-OH Pregnenolona
Ruta A 4 Ruta A5

AN DROSTENEDIONA — Androstenedlol

Aromatasa \ /
ESTRONA
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Sa-reductasa
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ESTRADIOL DIHIDROTESTOSTERONA

3a-hidroxiesteroide lT
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Figura 1. Metabolismo de esteroides en el testiculo. La sintesis de testosterona
puede llevarse a cabo a partir de la 17-hidroxi-pregnenolona (ruta A5) o a partir
de la 17-hidroxi-progesterona (ruta A4). La importancia de estas dos vias varia
segun la especie (tomado de Rojas et al., 2015).
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La sintesis de los androgenos se regula por el eje hipotalamo-hipéfisis-
gbnadas; después de la pubertad, la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH) es sintetizada y secretada en el hipotalamo medio basal y el area
predptica (APOM) en una forma pulsatil (Meza-Herrera, 2008). Esta proteina
hormonal llega al sistema hipofiseal portal, y desde ahi entra en contacto con la
pituitaria anterior, estimulando a los gonadotropos, donde la hormona
liberadora de la hormona luteinizante (LHRH), estimula la secrecion de la
hormona luteinizante (LH) en la adenohipdfisis (Rojas et al., 2015; Coss, 2017).
La LH liberada de los gonadotropos llega al testiculo por via endocrina e
interactta con los receptores especificos de LH en la superficie de las células
de Leydig (Hales et al., 1999; Gomez-Chang et al., 2012).

La via de sefializacion de transduccion utilizada después de la interaccion del
receptor LH/LH, acoplada a la proteina G en la membrana plasmaética, activa la
adenilato ciclasa que cataliza la conversidon de ATP (adenosin trifosfato) a
AMPc (adenosin monofosfato ciclico), el segundo mensajero intracelular para
LH en las células de Leydig. EI AMPc tiene dos funciones principales en la
biosintesis de la testosterona: la estimulacién aguda de la movilizacion y el
transporte del colesterol en la ruta esteroidogénica y, la regulacion
transcripcional de la expresion génica de la enzima esteroidogénica. Las
acciones del AMPc son mediadas por la activacion de la PKA (proteina quinasa
A). La PKA a su vez, activa la movilizacién del colesterol a partir de grupos de
colesterol intracelular, de fuentes de lipoproteinas extracelulares, o de la novo
sintesis de colesterol. Independientemente de su origen, la transferencia del
colesterol a la membrana mitocondrial interna es un proceso dependiente de
AMPc que requiere la accion de la proteina reguladora esteroidogénica (StAR).
El colesterol se convierte en pregnenolona mediante la accion de la enzima de
desdoblamiento de la cadena lateral de colesterol P450 (P450scc), que reside
en la parte interna de la membrana de la matriz mitocondrial. La pregnenolona
se difunde al reticulo endoplasmatico liso donde se convierte en progesterona

mediante la accién de la isomerasa 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa-A*-A®
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(3B-HSD). La progesterona se convierte a su vez en 17a-hidroxiprogesterona,
luego en androstenediona por la accion de 17a-hidroxilasa/Ci7.20 liasa
(P450c17), la cual finalmente se convierte androstenediona en testosterona a
través de la accion de la 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17p-HSD)
(Figura 2) (Hales et al., 1999).

Figura 2. Ruta de la biosintesis de testosterona en las células de Leydig
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(adaptado de Hales et al., 1999).

Esta cascada de transduccion de sefial no es la Unica en activarse, ya que el
testiculo genera una gran variedad de moléculas reguladoras que inducen vias
activadoras independientes de AMPc, como es el caso de los factores de
crecimiento como IGF-I, que estimulan la expresion de StAR y la sintesis de
hormonas esteroideas a través de vias que involucran a la proteina quinasa
activada por mitdogenos (MAPK) y la proteina quinasa C (PKC). Algunas

citosinas, derivadas de los macréfagos y del acido araquidonico producen la
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activacion de PKC, y en ciertos casos, éstos funcionan en sinergia con LH para
promover la esteroidogénesis testicular. Estas observaciones sugieren la
presencia en el testiculo de tres vias de sefializacion, que al activarse y que al
comunicarse entre ellas modifican la tasa de sintesis hormonal. La participacion
de otras vias de sefalizacion en la esteroidogénesis testicular no solamente
involucra a las diferentes quinasas, sino también al tipo de segundo mensajero

que induce su activacion (Gémez-Chang et al., 2012).

Las acciones andrégenas mas significativas ocurren sélo una vez y producen
cambios anatomicos irreversibles, durante la embriogénesis (por ejemplo, la
induccion de 6rganos sexuales accesorios y copulatorios, y la diferenciaciéon
masculina de las areas cerebrales), o en la pubertad (por ejemplo, el aumento
de la masa corporal, de la laringe o dientes, la organogénesis modificada de la
piel induciendo marcacion de las glandulas, dientes modificados, desarrollo de
cuernos o astas), y favoreciendo el mantenimiento de la espermatogénesis y la
conducta sexual (Stocco y McPhaul, 2006; Gémez-Chang et al., 2012; Schlatt y
Ehmcke, 2014). Sin embargo, la testosterona sola tiene poca accion bioldgica
directa, por lo que se requiere primero la conversidon a su metabolito 5a-
reductasa, DHT, o su aromatizacion a estrogeno antes de lograr actividad
biologica (Stocco y McPhaul, 2006). Debido a estas acciones anatomicas y
usualmente irreversibles de la testosteronemia, las caracteristicas especificas
de la especie se producen durante la diferenciacion de los sexos y presentan la
aparicion de vertebrados masculinos y femeninos diferentes (Schlatt y Ehmcke,
2014).

1.2 Control hormonal de los testiculos mediante mecanismos de
retroaccion

Las dos hormonas gonadotrépicas, la hormona foliculo estimulante (FSH) y LH
son los actores centrales en el eje hipotalamo-hipdfisis-gonadas (HHG). El
generador de impulsos GnRH en el hipotdlamo se considera el interruptor
maestro de encendido y apagado del eje reproductor. Una amplia gama de

informacion, por ejemplo, la edad, la nutricién, el estatus social y el estrés, se
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utilizan para crear una decision de cuales funciones reproductivas de un
individuo deben ser (re) iniciadas o detenidas. El generador de impulsos GnRH
actua a traves del receptor transmembranal de GnRH y controla todo el sistema
reproductivo con dos sefiales endocrinas principales para el testiculo
originadas de los gonadotropos hipofisarios y son las distintas hormonas
heterodiméricas de glucoproteina: FSH y LH (Gerlach y Aurich, 2000).

Un modelo hipotético de regulacibn hormonal maestra es aquel en el que la
GnRH controla dos circuitos de retroalimentacion, totalmente independientes,
responsables de la espermatogénesis (FSH-inhibina) o de la esteroidogénesis
(LH-testosterona). La FSH actia especificamente sobre las células de Sertoli,
que regulan la produccion de esperma del epitelio seminifero, controlando la
expansion de las células germinales premeidticas. La Inhibina, hormona
glicoproteica que funciona como sefal endocrina para la integridad y actividad
del sistema de células madre que proporciona una sefial a la pituitaria sobre la
capacidad de produccion de esperma (Schlatt y Ehmcke, 2014), es producida
por células de Sertoli y los tubulos seminiferos (TS) y que en el macho puede
actuar junto con la testosterona en el control de la FSH. En los carneros, las
concentraciones de inhibina en el plasma varian de acuerdo con el estado
reproductivo estacional, y estan correlacionadas positivamente con el tamafio

testicular y la secrecion de testosterona (Gerlach y Aurich, 2000).

En los carneros, la secrecion pulsétil de la LH de la pituitaria es dependiente de
la hormona liberadora de LH (LHRH) del hipotdlamo. Cada pulso de LH
liberado al sistema circulatorio generalmente estimula una respuesta de
testosterona en los testiculos. Los esteroides testiculares modulan la regulacién
de la secrecion episddica de LH al afectar la frecuencia de los impulsos de
LHRH desde el hipotalamo, asi como la capacidad de respuesta de la pituitaria
a LHRH (Dayalu y Kittok, 1996). La LH actua sobre las células de Leydig
estimulando la liberacion de andrégenos que inducen o mantienen un fenotipo
masculino, estimulan los dérganos sexuales y las acciones controladas por
androgenos en la periferia. Al mismo tiempo, los andrégenos funcionan como
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hormona de retroalimentacién a nivel hipotalamico y sus niveles séricos son
controlados por la accion estimulatoria balanceada de LH sobre las células de
Leydig, frente a las acciones inhibitorias de los androgenos en partes del
cerebro que reducen la liberacion de LH a partir de los gonadotropos. En este
escenario, ambas gonadotropinas tienen funciones separadas y circuitos de
retroalimentacion reguladora independientes: el eje de la FSH y la inhibina
controlan la produccion de espermatozoides, el eje de la testosterona-LH y la

androgenizacion del organismo (Figura 3) (Schlatt y Ehmcke, 2014).

Hipotalamo/ Cerebro GnRH
Pituitaria 1.FSH 2.LH
Testiculo Células de Células de
Sertoli Leydig

Célula madre germinall

Androgenos

Espermatozoides

o I'gan (013 pe I'iféricos Fenotipo del macho / funciones sexuales

Figura 3. Representacion esquematica de Hipotalamo-hipofisis-gonadas
(tomado de Schalatta y Enmeke, 2014).
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La descarga pulsétil de LH es importante por dos razones. Primero, las altas
concentraciones de testosterona dentro de los TS son esenciales para la
espermatogénesis. Segundo, las células de Leydig inician la refractariedad
para sostener los altos niveles de LH. En efecto, las concentraciones continuas
altas de LH se reflejan en una reducida secrecion de testosterona (Schalatta y
Ehmeke, 2014).

Desde una perspectiva fisiolégica el término refractariedad significa sin
respuesta a cierto tratamiento. Se cree que la condicién de refractariedad
provocada por altas concentraciones sostenidas de LH es causada por una
reduccion en el ndmero de receptores de LH en las células de Leydig,
existiendo una marcada reduccion en la secrecion de testosterona cuando la
LH permanece alta por un periodo sostenido. Los niveles de testosterona
intratesticular son de 100-500 veces mas altos que los de la sangre sistémica.
Sin embargo, la testosterona testicular es diluida aproximadamente 500 veces
cuando llega a la sangre periférica, dilucibn que en conjunto con una vida
media relativamente corta mantiene las concentraciones sistémicas de
testosterona muy por debajo de lo que causaria una regulacién negativa del
sistema de retroacciéon de GnRH/LH. Por ejemplo, si la pulsatilidad de LH fuera
larga (en horas), las células de Leydig podrian producir testosterona por horas
mMAas que por minutos, lo que podria resultar en una falla metabdlica para
depurar la testosterona de la sangre sistémica y la testosterona podria ejercer
una retroaccidn negativa sostenida sobre las neuronas de GnRH en el
hipotalamo, la que a su vez podria eventualmente detener la secrecion de LH y
consecuente la de testosterona, ocasionando asi, que no ocurra la
espermatogénesis. El papel de la naturaleza pulsatil de la testosterona no ha
sido completamente entendido, suponiéndose que a la larga las
concentraciones sistémicas altas de testosterona suprimen la secrecion de
FSH. La funcion de las células de Sertoli es dependiente de FSH, por lo que su

funcién se compromete cuando la FSH es reducida. La reduccion periddica en
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la testosterona permite que la retroaccién negativa en la FSH sea removida
(Figura 4) (Senger, 2003).

&Pituitaria

FSH LH

w
!

Inhibina @

Testiculo

( Testosterona = 17B-estradiol

Figura 4. Diagrama simplificado del control de la retroaccion negativa en el eje
hipotalamo-hipofisis-testiculo.

Las células de Sertoli convierten la testosterona a estradiol, utilizando un
mecanismo idéntico al de las células de la granulosa de los foliculos antrales
en la hembra. La funcionalidad exacta del estradiol (E;) en los machos es poco
conocida, pero hay pocas dudas de su funcién de retroaccion negativa en el
hipotalamo; la testosterona y el E; en la sangre actian sobre el hipotdlamo y
ejercen una retroaccion negativa sobre la produccion de GnRH y, a su vez, son
reducidas la LH y la FSH. Por lo tanto, las altas concentraciones de E, se
reflejan en la reduccion de las descargas de GnRH y LH (Figura 4). Ademas,

para convertir la testosterona a estradiol, las células de Sertoli producen
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inhibina que, como en las hembras, suprime la secrecion de FSH del |6bulo de
la pituitaria anterior (Senger, 2003).

1.3 Espermatogénesis

La espermatogénesis es un proceso fisioldgico continuo que toma lugar en los
TS, los cuales estan compuestos de células de Sertoli rodeadas por células
germinales en proceso de maduracion, y de células mioides peritubulares. En
las células de Sertoli, las células germinales auto-antigénicas forman la barrera
sanguinea testicular y expresan los factores inmunorreguladores, creando asi
un ambiente inmunoldgico para la supervivencia de las células germinales
testiculares (Kaur et al., 2014). El proceso fisiolégico continuo es complejo y
altamente organizado, durante el cual, las células germinales se someten a tres
fases de desarrollo (espermatocitogénesis, meiosis y espermiogénesis), que
consta de varias etapas celulares que se suceden en el tiempo a través de la
conversion de células espermatogoniales a espermatozoides elongados (Divya
et al, 2013). Cada estadio consiste en una o0 dos generaciones de
espermatogonias, espermatocitos, y espermatides (Bilaspuri y Guraya, 1986)
(Figura 5).

Espermatozoide
Espermatide

Espermatide
temprana

Espermatocito -
P Compartimento

adluminal

Espermatocito *
preleptotene

Compartimento

Espermatogonia
P 9 basal

Células mioides
peritubulares .

MO DC =

v & Qe ——

) Capilaridad

———————

Figura 5. Seccion del epitelio germinal de los tubulos seminiferos con
diferentes estadios en la formacion de los espermatozoides (adaptado de Kaur
et al., 2014).
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Factores epigenéticos, hormonales, climaticos, farmacos, nutricionales y
quimicos toxicos influyen en la espermatogénesis. La evaluacion de la
espermatogénesis es realizada mediante un método convencional al igual que
la valoracion del buen estado para la reproduccion (valoracion fisica y medicion
de la circunferencia escrotal), evaluacion seminal (concentracion espermatica,
motilidad espermatica, analisis morfoldégico espermatico) y el andlisis isométrico

de los testiculos (Divya et al., 2013).

De entre los factores hormonales se ha considerado que se requiere la accion
combinada de FSH y LH en el testiculo para iniciar la espermatogénesis
(Figura 6). Este punto de vista es apoyado por el aumento progresivo de FSH y
LH durante la maduracién puberal en animales. Ademas, los pacientes con
hipogonadismo hipogonadotréfico que tienen testiculos inmaduros, son
tratados con combinaciones de FSH y LH o con GnRH para lograr la
espermatogénesis (DeKretser et al., 1992). Asi mismo, la FSH y la testosterona
son reguladores claves de la espermatogénesis, y en consecuencia, de la
masa de células germinales y del tamafio de los testiculos en el carnero adulto.

Figura 6. Interrelacion entre las
hormonas producidas por el
hipotalamo, el I6bulo anterior de la
o 74 pituitaria, las células de Sertoli y las
células de Leydig para el control de la
espermatogénesis.
Esferas azules= espermatogonia.
Esferas rojas= espermatocitos
w primarios.
Esferas café= espermatocitos
secundarios.

Esferas negras= espermatides
(Adaptado de Senger, 2003).
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Cada hormona juega un papel Unico en la diferenciacion y proliferacién de las
espermatogonias, después de lo cual, la testosterona promueve la formacion y
diferenciacion de los espermatocitos en espermatides redondas y alargadas
(Kilgour et al., 1994; Bustos y Torres-Diaz, 2012; Dong et al., 2016). Ademas,
en ausencia de FSH, la testosterona puede mantener la espermatogénesis
(Griswold y McLean, 2006), sin embargo, también se ha reportado que la FSH
es necesaria para la espermatogénesis en carneros adultos, especificamente
para la diferenciacion de la espermatogonia A1 a espermatogonia B2 a través

de las células de Sertoli (Kilgour et al., 1993).

Las concentraciones de testosterona en las cuales la espermatogénesis es
mantenida en la presencia o ausencia de la hipofisis no difieren, sino que las
concentraciones intratesticulares de testosterona son 10-40% de las normales.
Por otra parte, mientras que la testosterona puede mantener la
espermatogénesis a corto plazo, el mantenimiento a largo plazo requiere la
participacion de otra o de otras sustancias, probablemente la FSH (DeKretser
et al., 1992) y de manera indirecta del glutamato, puesto que se ha reportado
que influye en la secrecion de GnRH, que conduce a la produccion de
hormonas gonadales en los testiculos. Al respecto, Olney et al. (1976)
reportaron que en ratones, la administracion subcutanea de glutamato
incrementa la frecuencia y amplitud del pulso de GnRH en el hipotalamo
anterior, pudiendo modular la estimulacién neuronal y desencadenar una
respuesta de células gonadotropas, permitiendo la liberacion de FSHy LH de la
pituitaria y, consecuentemente la secrecion de la testosterona por los testiculos
(Polat et al., 2011) (Figura 7).
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Figura 7. Concentraciones de la hormona luteinizante y testosterona en suero

sanguineo después de la aplicaciéon subcutanea de glutamato (adaptado de
Olney et al., 1976).

En los testiculos se encuentran receptores ionotrdpicos y metabotrépicos del
glutamato, con una afinidad especifica para diferentes estructuras. Los GIuRs
pueden estar involucrados en el desarrollo testicular, la espermatogénesis, y la
motilidad espermatica, y cada estado unido a su receptor especifico. La
distribucion diferencial de GIuRs en las células Leydig productoras de
testosterona y en el epitelio germinal de los TS de los testiculos, sugiere que
cada subtipo o combinacion de receptores puede tener un papel especifico en
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la espermatogénesis y en la regulacibn hormonal. Actualmente se sigue
investigando la presencia de GluRs en los testiculos durante varias etapas de
desarrollo (Gill et al., 2000), sin embargo, se ha demostrado que los
aminoacidos libres (como el glutamato) pueden servir como sustratos oxidables
en el metabolismo por los espermatozoides (Pruneda et al., 2007), por lo que el
glutamato se encuentra principalmente en el plasma seminal, mas que en los
espermatozoides, teniendo este un papel significativo en produccion de ATP
como fuente de energia, para ayudar en la motilidad espermética. La motilidad
ideal de los espermatozoides debe ir acompafiada de liquido o semen
plasmatico de calidad, necesarios para la fertilidad. Asi pues, el acido glutamico
es necesario para el metabolismo de los espermatozoides, por lo que el
descenso de su nivel resulta en la reduccion de la motilidad de los

espermatozoides (Susetyarini, 2015).

1.4 Reposo sexual en los carneros

En muchas especies, la actividad reproductiva se restringe a un cierto periodo
del afio para asegurar que el nacimiento ocurra en un tiempo optimo del afio,
usualmente en el final del invierno o a principios de la primavera, lo cual
permite la sobrevivencia y crecimiento de las crias bajo condiciones favorables

de temperatura y disponibilidad de alimentos (Gerlach y Aurich, 2000).

Este fendmeno, conocido como estacionalidad reproductiva, esta influenciado
principalmente por el fotoperiodo y los cambios en la longitud del dia, y puede
ser modificado por otros factores como la temperatura, la nutricion, el contacto
con animales del otro sexo, el tiempo de parto y la duracion de la lactancia
(Rosa y Bryant, 2003). El animal percibe los cambios de estacion
principalmente a través de cambios diarios fotoperiodo, es decir, la
prolongacion o acortamiento de la longitud del dia (Malpaux, 2006; Sarlos et al.,
2013).
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La influencia del fotoperiodo sobre la secrecibn de GnRH se refleja en los
cambios circanuales en la liberacion de LH. En los reproductores de dias
largos, la secrecion de LH aumenta durante la primavera y disminuye en otofio.
En los reproductores de dias cortos, los cambios anuales en la secrecion de LH
estan inversamente correlacionados con la duracion del dia, lo que conlleva en
los machos a la estimulacion méaxima de los testiculos en el invierno. En los
carneros, durante la época reproductiva, las concentraciones plasmaticas de
LH aumentan de 5 veces a 14 veces, principalmente por un aumento en la

frecuencia del pulso de LH (Gerlach y Aurich, 2000).

En los carneros, la actividad reproductiva fuera de la temporada de cria se
suprime en menor grado que en las ovejas (Gerlach y Aurich, 2000), siendo
principalmente los factores ambientales los que regulan la funcion testicular a
través del eje HHG, mediante la alteracion de la secrecion de la pituitaria de
FSH y LH, y consecuentemente a través de la secrecion de la testosterona por
los testiculos para generar el ciclo testicular (Young y Nelson, 2001; Bustos y
Torres-Diaz, 2012). La espermatogénesis existe como un proceso continuo;
durante la primavera y el verano, los pulsos de baja frecuencia LH afectan,
pero no impiden, la fertilidad en los machos. Por lo tanto, las diferencias
sexuales en la actividad reproductiva de los ovinos puede deberse a las
diferentes funciones neuroendocrinas reproductivas en machos y hembras
(Gerlach y Aurich, 2000).

En los carneros, existen indicadores de la estacionalidad en la actividad sexual,
como evidencia, se muestran cambios en el diametro testicular y en los niveles
de las hormonas secretadas (Gundogan et al., 2003). Sin embargo, existen
marcadas diferencias entre razas de ovinos. En las razas silvestres o rusticas,
como la Mouflon o la Soay, las variaciones circanuales en las concentraciones
plasmaticas de testosterona, FSH e inhibina, son significativamente mas
pronunciadas que en otras razas altamente domesticadas, encontrandose
diferencias similares en el grado en que cambian el tamafio de los testiculos y
la espermatogénesis (Gerlach y Aurich, 2000). Por otra parte, la produccion de
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espermatozoides varia mucho durante el afio (Malpaux, 2006) y dependiendo
de la especie, los testiculos pueden disminuir su tamafio entre un 10 y un 95%
en respuesta a los factores ambientales asociados a la estacion de reposo
sexual (Young y Nelson, 2001). En carneros de la raza lle-de-France, la
produccién espermética diaria varia a traves del afio, es de 50 a 80 veces mas
alta en el otofio que en la primavera (Malpaux, 2006) (Figura 8).
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Figura 8. Cambios estacionales en la produccion diaria de espermatozoides en
carneros adultos llle de France, a una altitud de 45° N (adaptado de Malpaux,
2006).

Los descensos estacionales en la produccién de espermatozoides parecen
comenzar después del decrecimiento de los testiculos y en la secrecién de
fluidos, debido tal vez, a los diferentes tiempos de respuesta de las células de
Sertoli para debilitar las sefiales endocrinas (por ejemplo, la FSH vy
testosterona) (Dickson y Sanford, 2005). En la figura 9 se observa el efecto del
decremento e incremento del fotoperiodo sobre aspectos reproductivos en
carneros. Durante cuatro semanas, los carneros se aclimataron con 12 h luz:
12 h obscuridad y después se dividieron en dos grupos para ser tratados
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durante 8 semanas simulando dias cortos (8 h luz: 16 h obscuridad 0) o dias
largos (16 h luz: 8 h obscuridad ®). Los carneros expuestos a la simulacion de

dias cortos incrementaron la secrecion de LH, FSH, testosterona y el
crecimiento testicular, en comparacion a los carneros expuestos a la simulacion
de dias largos (Pinckard et al., 2000).
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Figura 9. Efecto del decremento e incremento del fotoperiodo sobre la
circunferencia escrotal, las concentraciones de testosterona, LH y FSH
(adaptado de Pinckard et al., 2000).

Los cambios estacionales son percibidos gracias a la duracion de la luz del dia,
gue se transduce a través de la retina y la glandula pineal en los patrones de
melatonina, que son percibidos por el hipotalamo para activar o desactivar el
generador de impulsos GnRH. La longitud del fotoperiodo puede registrarse

como uno de los factores ambientales mas importantes. El interruptor maestro
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GnRH puede utilizar esta informacion para controlar la actividad de los 6rganos
reproductores en sincronia con los cambios estacionales (Schlatt y Ehmcke,
2014) (Figura 10). Los factores ambientales que estimulan o mantienen la
reproduccion promueven la sintesis y la secrecion de GnRH de la eminencia
mediana hipotalamica y regulan positivamente la secrecion de las
gonadotrofinas de la pituitaria anterior (Bronson, 2009); la LH estimula las
células de Leydig en los testiculos para la produccion de testosterona, mientras

que la FSH activa las células de Sertoli, y junto con la testosterona estimulan la

maduracion de los espermatocitos (Roselli et al., 2004).
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Por el contrario, los factores ambientales no estimulantes disminuyen la
liberaciobn de GnRH (amplitud y frecuencia de pulso), o que resulta en atrofia
testicular, espermatogénesis reducida y disminucion de la produccién de
testosterona de las células de Leydig, las células soméaticas esteroidogénicas

del intersticio testicular (Young y Nelson, 2001).

Sanford et al. (2002) reportaron que en los carneros de razas como la Dorset,
Finn, Suffolk y Blackface, los cambios mensuales mostrados en las
concentraciones de FSH regulan el tamario testicular en dos formas. En primer
lugar, los aumentos en la FSH en el verano determinan cuando ocurrira
méaxima proliferacion de espermatogonias y la aparicion estacional de los
maximos tamafos testiculares. La testosterona parece regular las primeras
etapas de desarrollo (Al a espermatogonias intermedias), mientras que la FSH
regula las Ultimas etapas (espermatogonias intermedias a espermatocitos
primarios leptotene). En segundo lugar, hay indicios de que la secrecion de
FSH por si, ejerce algun control sobre el tamafio testicular durante todo el ciclo
estacional y que, los cambios mensuales de la circunferencia escrotal estan
muy paralelos a las concentraciones de FSH y ambos se correlacionan
significativamente en los carneros. Por lo tanto, se ha considerado que el
aumento de la secrecion de FSH en el verano puede determinar el tiempo de la
maxima proliferacién de espermatogonias tanto en las razas estacionales como
en las relativamente no estacionales y que, el aumento de la FSH por si, no
siempre es de magnitud suficiente como para jugar un gran papel en el
mantenimiento de la proliferaciéon de espermatogonias o el desarrollo de los
testiculos (Gerlach y Aurich, 2000; Dickson y Sanford, 2005).

Rhim et al. (1993) reportaron que, en los carneros adultos de la raza
Hampshire, la frecuencia de los pulsos de LH se considera que es el regulador
mas importante de los cambios estacionales en la secrecién de testosterona.
Esta relacion no es sorprendente, ya que los episodios en la secrecion de

testosterona estan fuertemente acoplados a la aparicion de pulsos de LH
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(Mandiki et al., 1998) y los aumentos estacionales en la frecuencia de los
pulsos de LH estan correlacionados con proteinas clave en el testiculo, que
regulan tanto la disponibilidad del sustrato de colesterol a la ruta androgénica y
la biosintesis de testosterona (Price et al., 2000). Excepto tal vez en las razas
mas estacionales, pareciera que la LH basal juega un papel secundario a la
frecuencia de pulsos de LH en la regulacién de la secrecion de testosterona

durante todo el ciclo testicular (Dickson y Sanford, 2005).

Aunque la relacion entre la LH basal (interpulso) y la testosterona se muestre
relativamente débil en algunas razas de carneros, es probable que la LH basal
es una parte integral de la sefial de LH en el desarrollo testicular, que sirve
para amplificar el efecto estimulante de la liberacion de los pulsos de alta
frecuencia de LH en la secrecion de testosterona. La aparente asincronia entre
las reducciones en la masa testicular y la salida de los espermatozoides
durante la regresion testicular, podria ser debida a una respuesta diferencial de
las células de Sertoli a una sefal debil de testosterona en el testiculo,
especialmente en las razas mas estacionales (Dickson y Sanford, 2005).

Con respecto al semen ovino, no se han encontrado referencias sobre la
morfometria aparentemente normal de la cabeza del espermatozoide y la
estacionalidad reproductiva, sin embargo, existen humerosos estudios sobre el
efecto del fotoperiodo en anomalias morfolégicas de éstos y aunque no se han
encontrado variaciones estacionales en otros parametros espermaticos, se han
encontrado en la morfologia (Mandiki et al., 1998), sefialandolo como un buen

indicador de los efectos estacionales.

1.5 Comportamiento sexual

La sobrevivencia de una especie depende en dltima instancia de su
reproduccion, y uno de los elementos claves de ésta es el comportamiento
sexual, el cual debe de ser mostrado a un tiempo fisiolégicamente apropiado

para que la fertilizacion ocurra (Pfaus, 1996; Borja y Fabre-Nys, 2012). Las
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sefales ambientales, tales como olfativas, tactiles, visuales y auditivas, afectan
la expresion del comportamiento sexual en los animales, tanto en machos
como hembras (Maina y Katz, 1999). El comportamiento reproductivo de los
machos mamiferos incluye dos componentes separados, pero que interactian:
el apetitivo (CSA) o componente motivacional (referente a la estimulacion
sexual), que dirige a los machos a buscar y acercarse a las hembras
receptivas; y el consumatorio (CSC) o componente eyaculatorio (referente al
desempeiio sexual), en el cual el macho hace el contacto sexual en forma de

montas, penetraciones y eyaculaciones (Borja y Fabre-Nys, 2012).

Las sefiales sensoriales que inician con el acto reproductivo pueden activar de
manera simultanea respuestas relativamente simples a través del eje HHG, y a
través de respuestas binarias o ternarias relativamente complejas, junto a
procesos limbicos (sensoriales, complejos y cognitivos), requeridos para el
completo desempefio de los componentes del comportamiento reproductivo
apetitivo y consumatorio. El hecho de que estos componentes puedan ser
seccionados sobre las bases de la respuesta hormonal, indica que existen
mecanismos importantes discriminatorios los cuales pueden revelar técnicas de

orden central y periférico (Dluzen y Ramirez, 1993).

La investigacion de los componentes hormonales/ neurales del comportamiento
reproductivo, implica principalmente intentos de correlacionar las respuestas
hormonales/neurales a los componentes apetitivos o0 consumatorios del
apareamiento. La dinamica de la determinacion periférica, que son las
respuestas hormonales, tiende a ser “simples” en naturaleza de acuerdo a la
correlacion con aspectos apetitivos vs. consumatorios de la reproducciéon. Por
“simple” se entiende que la correlacion hormonal est4 asociada exclusivamente
con el componente del comportamiento apetitivo o consumatorio. Por ejemplo,
la respuesta de LH en el macho pareciera ser dominante para el componente
apetitivo del comportamiento reproductivo. En ratas macho, ratones y carneros,
la sola exposicion de la hembra, o el estimulo de las hembras, resulta en un
rapido incremento agudo de LH. Los pulsos de oxitocina también pudieran
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estar asociados con actividades apetitivas. En el caso contrario, la prolactina y
la testosterona parecieran ser una hormona relacionada con el componente
consumatorio. Con respecto a la epinefrina como neurotransmisor, muestra un
control neural mas directo, sus niveles efectian mas de una respuesta ternaria
con incrementos lentos durante periodos apetitivos, incrementos rapidos
durante la fase consumatoria, y regresa a niveles basales estables durante

intervalos intercopulatorios (Dluzen y Ramirez, 1993).

Las determinaciones periféricas pueden ser consideradas binarias, ternarias o
mayores con respecto a la correlacién con el comportamiento reproductivo. Es
decir, las mismas areas o funciones del SNC son capaces de responder a
ambos componentes del comportamiento reproductivo tanto consumatorio
como apetitivo. ElI mejor ejemplo puede ser la unidad simple y mudltiple

activamente medible en el APOM (Figura 11) (Dluzen y Ramirez, 1993).

SENALES SENSORIALES
Sitio de muestreo / \ Sensibilidad
Central |Procesamiento limbico Procesamiento Binario o ternario
y neocortical Ly s 4 hipotalamico

Pituitaria

M I I S

. » .
peiiiernl Circulacion periférica Simple
Oxitocina LH Prolactina Testosterona Neurotransmisores
A C C AyC

Correlacion del Comportamiento

A= Apetitivo C= Consumatorio

Figura 11. Diagrama de la correlacion hormonal/neural del comportamiento
reproductivo (adaptado de Dluzen y Ramirez, 1993).

Ambos aspectos de comportamiento coordinados son logrados primordialmente

por hormonas esteroidales actuando sobre estructuras particulares sobre el
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cerebro (Hull et al., 2006; Borja y Fabre-Nys, 2012; Limon-Morales et al., 2014),
en gran medida, bajo el control de los estrogenos derivados de la testosterona,
aunque el sitio de accion de esteroides en la activacion de cada componente
del comportamiento del macho pareciera ser distinta en algan grado, que
implica principalmente la parte anterior del APOM para CSA y la parte posterior
del nucleo de CSC (Balthazart y Ball, 2006; Charlier et al., 2013; Fusani, 2014).

Dentro del CSC, probablemente la copula es el comportamiento examinado con
mas frecuencia en muestreos en campo o laboratorio para el funcionamiento
sexual. Numerosos estudios han demostrado la influencia de factores
hormonales que determinan la expresion general de la actividad copulatoria. El
descubrimiento trascendental de la neuroendocrinologia del comportamiento,
asi como de las interacciones cerebro-hormonales, ha sido llevado a cabo en
diferentes especies (Andersen et al., 2011); el comportamiento sexual del
macho se activa cuando los testiculos secretan testosterona durante periodos
de reproduccion estacionalmente adecuados. Estos comportamientos incluyen
vocalizaciones, comportamientos agresivos asociados con la defensa territorial
y las fases apetitiva y consumatoria del comportamiento sexual del macho
(Fusani, 2014).

En muchas especies, algunos machos con testiculos funcionales vy
concentraciones sanguineas normales de testosterona no muestran
comportamiento sexual, lo que puede ser debido a lesiones medulares en el
APOM, sugiriendo que la motivacién sexual, en lugar de la consumacién, es

suficiente para involucrar la hormona de LH (Opendak et al., 2016).
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1.5.1 Descripcién del comportamiento sexual de los carneros

Si una oveja receptiva es introducida en un corral que contiene un carnero con
previa experiencia copuladora, el carnero se acercara a ella en cuestion de
segundos. Hay varios comportamientos estereotipados que el carnero puede
realizar antes de la monta inicial. Estos incluyen olfatear la regidén genital de la
oveja, patear su flanco repetidamente con su pata delantera mientras esta de
pie detras (Figura 12-A) y en un pequeiio angulo con la oveja; y olfatear, lamer
y mordisquear en su flanco (Figura 12-B) y area ano-genital. Antes de la
cOpula, los carneros también elevan la cabeza y retraen el labio superior en
respuesta al olor o sabor de la orina de la oveja, una conducta conocida como
flehmen, mediante ésta conducta se extraen los olores no volatiles hasta el
organo vomeronasal para su deteccion por el sistema olfativo accesorio.
Algunos machos, ademas, emiten vocalizaciones de "gargarismos" de tono
bajo antes y mientras patean a la oveja. La suma total de estos
comportamientos se denomina con frecuencia "conductas de cortejo” (Bermant
et al., 1969; Perkins y Roselli, 2007; Orihuela et al., 2014).

Figura 12. Comportamiento sexual de apetitivo los carneros, pataleo (A) y
aproximacion (B).

Entre los machos, hay una variacion considerable en la frecuencia y duracion
de estas respuestas precopulatorias. No esta claro si desempefian un papel
funcional en estimular a la oveja o inducirla a postrarse para la copula. Las
ovejas realizan un movimiento caracteristico de la cola (abanico), que
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acompana a la receptividad total y que puede ayudar a dispersar las sefiales

olfativas relevantes (Bermant et al., 1969; Perkins y Roselli, 2007).

El comportamiento de la monta en los carneros es acompafado por una serie
de empujes pelvianos poco profundos. Los carneros generalmente se montan
varias veces antes de la penetracion vaginal y la eyaculacion, pero un carnero
experimentado puede eyacular en la primera monta. Los carneros son capaces
de eyacular en varias veces con una sola oveja, aunque los intervalos entre
sucesivas eyaculaciones se hacen progresivamente mas largos (Bermant et al.,
1969; Perkins y Roselli, 2007).

El comportamiento copulatorio se puede medir en una prueba de capacidad de
servicio, donde un carnero se coloca con 3 0 4 ovejas en celo, o en pruebas
individuales de un carnero con una oveja en estro. Las pruebas de
comportamiento copulatorio suelen ser limitadas en el tiempo y duran al menos
10 minutos, durante las cuales se pueden realizar varias mediciones. Estas
incluyen latencia de monta, frecuencia de monta, latencia de eyaculacion,
frecuencia de eyaculacion, asi como el intervalo post-eyaculatorio (Perkins y
Roselli, 2007).

Existe una variacion considerable dentro y entre razas de carneros en la
frecuencia y duracion de las respuestas precopulatorias, aunque no esta
totalmente claro que juegue un papel funcional en la induccion de las ovejas
para postrarse para la copula. Una oveja totalmente receptiva espera quieta
hasta el acercamiento inicial del carnero. Cuando el carnero esta atras, ella
generalmente gira su cabeza para un lado y pareciera que lo observa. El
meneo o agitacion de la cola también es una caracteristica que frecuentemente

acompana la aceptacion completa (Bermant et al., 1969).

Tipicamente, una oveja parcialmente receptiva se aleja de los acercamientos
de los carneros. Si el carnero intenta montar a la oveja, ella puede moverse
fuera de su alcance. También la oveja puede ponerse junto a las paredes del
corral de forma que el intento de monta sea dificil o imposible. En este caso un
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macho vigorosamente experimentado incrementara la intensidad de su pataleo
y olfateo y, ocasionalmente, triunfara poniendo la hembra en el centro del corral
(Bermant et al., 1969).

Los carneros inician rapidamente una serie de empujones poco profundos
durante la monta a la oveja. Este es el caso de la rata macho, del gato y quizas
de otras especies. Estos empujones poco profundos parecieran orientar el
pene con respecto a la abertura de la vulva. Un factor que pareciera intervenir
en el numero de empujones poco profundos previo a la penetracion, es el
tamafo relativo del carnero y la oveja, ya que los carneros pequefios tienen
dificultad para penetrar ovejas grandes. Por otra parte, un carnero

experimentado puede conseguir la penetracion durante su primer empujon

(Figura 13) (Bermant et al., 1969).

3

Figura 13. Comportamiento sexual consumatorio en los carneros, intento de
monta y monta completa.

En resumen, el comportamiento de la copula es el resultado de varias unidades
conductuales que abarcan la busqueda de la hembra, el cortejo y la
eyaculacién. Este comportamiento puede verse afectado por condiciones
ambientales, como la dominancia o la presencia de hembras en celo entre
otros, siendo necesario conocer estos factores por su aplicabilidad en la
reproduccion controlada de los ovinos, y de esa manera tener la opcién de
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disefiar técnicas de manejo que permitan utilizar al maximo las ventajas

reproductivas que puede ofrecer un semental (Pfaus, 1996).

No todos los carneros tienen un buen comportamiento sexual ni en la misma
intensidad. Factores como la edad y la raza, entre otros, tienen un rol
fundamental en la manifestacion de los elementos de interés sexual. Esta
variacion puede deberse entre otros factores a la seleccion artificial y los
métodos de crianza. La primera puede ejemplificarse, cuando bajo condiciones
intensivas, los reproductores tradicionalmente se escogen dando minima

importancia al comportamiento sexual (Orihuela et al., 2014).

1.5.2 Endocrinologia del comportamiento sexual

El sistema reproductivo presenta una compleja regulacion neuro-humoral que
involucra estructuras del sistema nervioso central (hipotalamo y pituitaria) y
estructuras periféricas (sistema autondmico simpatico y parasimpatico),

ademas de los 6rganos reproductivos (Andersen et al., 2011).

Aunque varios estudios han demostrado la rapida accion de las hormonas
esteroidales a nivel de la membrana y citoplasma, muchos de los efectos
biologicos de los esteroides son mediados a través de la activacion de sus
respectivos y rapidos receptores nucleares. Cuando se exponen al esteroide
sus receptores, se unen a un elemento de respuesta especifico, y regulan la
transcripcion de genes afectando a la fisiologia celular, y en dltima instancia,
puede afectar la respuesta de un organismo a su entorno y la expresion de un
comportamiento especifico en respuesta a un estimulo social definido (Charlier
et al., 2013).

El comportamiento sexual es dirigido por una interaccion sofisticada de
hormonas esteroidales que actdan en el cerebro (Andersen et al., 2011),
especialmente en el area predptica medial (APOM) del hipotalamo, donde se
expresan las enzimas que transforman a la testosterona en componentes, los
cuales aumentan (DHT) o diferencian (estrdgenos) sus acciones; estos

sistemas enzimaticos incluyen 5a-reductasa y aromatasa, respectivamente
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(Simerly et al.,, 1990; Andersen et al., 2011; Fusani et al., 2014; Orihuela,
2014). EI APOM no es la unica region del cerebro que media la expresion del
comportamiento sexual masculino; sin embargo, es un sitio integrador en este
proceso. Esto sugiere que la accion hormonal dentro de la APOM puede ser un
factor critico en la regulacion del comportamiento, con regiones especificas
mediando aspectos del comportamiento conducente al apareamiento (fase
apetitiva) y otros mediando la copulacibn misma (fase consumatoria)
(Dominguez, 2009). En el cerebro, la testosterona actia por dos vias
principales: (1) una via de andrégenos, en la cual la testosterona o su
metabolito activo reducido, la 5a-dihidrotestosterona, interactia con los
receptores de andrdgenos en las células diana (Cornil et al., 2012), y (2), una
via de estrogeno en el que la testosterona se convierte en E; por el citocromo
P450 aromatasa, y los estrégenos derivados del cerebro activan los receptores
de estrogeno (Roselli y Stormshak, 2009). Existe evidencia que el
comportamiento de cortejo requiere de la activacibn de ambas vias de
sefalizacion de esteroides (Attila et al., 2010; Fusani et al., 2014; Will et al.,
2014).

Una manera a través de la cual las concentraciones de estrogenos cerebrales
podrian ser moduladas rapidamente, implica cambios répidos en las
concentraciones periféricas de andrégenos, que estarian disponibles para la
aromatizacion local. Por lo tanto, las fluctuaciones a corto plazo (min-h) en la
secrecion de testosterona de los testiculos en respuesta a la liberacion pulséatil
de la LH de la pituitaria, pueden tedricamente dar lugar a cambios en la
concentracion local de estrogeno en la region del cerebro que expresa
aromatasa, lo que sugiere que el estr6geno actia a través de mecanismos no

genomicos (Cornil et al., 2012).

Por otra parte, también se cree que las hormonas gonadales facilitan el
comportamiento sexual a través de mecanismos gendmicos lentos, ante este
hecho, algunas pruebas indican que los estrégenos pueden modular el
comportamiento sexual muy rapidamente, (Balthazart et al., 2004; Cornil et al.,
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2012). Los efectos gendmicos de los estrogenos sobre el comportamiento a
menudo son mediados en Ultima instancia por los cambios en la produccion o
la accion de los neurotransmisores en circuitos especificos del cerebro,
resultantes de una modificacién de la transcripcion y traduccién de enzimas
qgue sintetizan o estabilizan los transmisores o sus receptores (Cornil et al.,
2012).

La testosterona también afecta fuertemente a los fenotipos celulares y modula
la expresidn de enzimas especificas como la aromatasa y el 6xido nitrico
sintetasa neuronal, y la de neuropéptidos como la somatostatina y la
neurotensina por nombrar unos pocos, en varias regiones del cerebro
(Balthazart y Ball, 1998). Asi mismo, varios estudios han reportado el papel de
neurotransmisores implicados en el comportamiento sexual de los machos,
incluyendo el GABA (Acido gamma-aminobutirico), acetilcolina, 6xido nitrico
(ON), la dopamina (DA), opioides y el glutamato (Dominguez y Hull, 2005;
Dominguez, 2009; Will et al., 2014).

La DA y los sistemas opioides en el cerebro regulan aspectos del
comportamiento sexual tanto apetitivo como el consumatorio (Pfaus, 1996; Will
et al., 2014). La DA influye en varias regiones cerebrales para facilitar el
comportamiento sexual, existiendo evidencias que indican que los tipos de
receptores, la especificidad, la especie y el area cerebral influyen en como

modula estos comportamientos en distintas especies (Will et al., 2014).

El glutamato es considerado el principal neurotransmisor excitador en el SNC
de los mamiferos y se distribuye de forma general en todo el cuerpo. El origen
de la liberacion de glutamato inducido por el comportamiento sexual en el
APOM auln no estéa claro. Sin embargo, fuentes de glutamato predptico incluyen
el septum lateral, cama del nucleo de la estria terminalis (BNST), amigdala
medial (MeA), MPOA, y los nuacleos paraventricular (NPV), supraquiasmatico
(NSC), ventromedial (NVM), arqueado (ARC), ventral premamilar,

supramamilar, y los nucleos paraventriculares del talamo. De estas areas, el
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MeA y BNST son de particular interés, ya que reciben sefales
quimiosensoriales relacionadas con el comportamiento sexual y contienen

receptores de hormonas esteroidales sexuales (Simerly et al., 1990).

En machos, se ha reportado que el glutamato participa en la expresion del CSA
y CSC actuando en las neuronas de GnRH (Iremonger et al., 2010). Este
incremento en la actividad neural facilita la ereccion y el comportamiento de la
copula (Melis et al., 2010). El glutamato modula la liberacién de la LH, como un
intermediario en el eje HHG y posteriormente, aumenta los niveles de LH y
testosterona (Will et al., 2014), sin embargo, la interaccibn hormona-glutamato
puede reflejar influencias bidireccionales en las cuales las hormonas regulan la
actividad del glutamato, y éste también regula la funcion endocrina para
estimular el comportamiento (Dominguez, 2009), actuando en las neuronas de
GnRH (Iremonger et al., 2010), donde inicia una cascada hormonal que
conduce a la produccion de hormonas gonadales en los testiculos. A su vez,
dichas hormonas facilitan el comportamiento sexual de los machos (Olney et
al., 1976; Will et al., 2014), que se expresa en la ereccion, vocalizaciones
ultrasonicas que se producen durante el apareamiento y el contacto social
entre las ratas (Fu y Brudzynski, 1994) y el comportamiento de la cépula
(Ebling et al., 1998; Melis et al., 2010; Dominguez et al., 2006; Li et al., 2013).
En ratas machos, se ha reportado que después de dos horas de ser tratados
subcutdneamente con glutamato, se incrementan los niveles basales de
testosterona séricos de aproximadamente 1 ng/ml a 4 ng/mlen 3 hy a 5 ng/ml
en 6 h (Olney et al., 1976).

Por otro lado, machos castrados sexualmente experimentados tratados con
grandes dosis de E; muestran un comportamiento copulatorio indistinguible de
los carneros tratados con testosterona. Sin embargo, aunque el E; puede
estimular la monta y la penetracion sexual, la eyaculacion es rara o inexistente
(Attila et al., 2010).
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Dado que las acciones estimuladoras de Ila testosterona sobre el
comportamiento sexual dependen en parte de su aromatizacién a estrégenos,
una deficiencia de los receptores de estrogenos podria explicar la reduccion del
deseo sexual. Otros estudios han explorado que posiblemente los cambios en
la cantidad de receptores a esteroides gonadales o el metabolismo de estas
hormonas en el tejido neural pueden estar involucrados en la disminucion del
comportamiento sexual de los machos. Asi, los niveles de decrecimiento de los
androgenos nucleares, de los receptores de estrégenos y la actividad de la
aromatasa, han sido encontrados en estructuras relevantes para el
comportamiento sexual, tales como el APOM y la amigdala de ratas macho
ancianos, mostrando las caracteristicas relativas a la edad con deficiencias en

la actividad copulatoria (Mas, 1995).

La participacion de los nucleos cerebrales en la modulacién y direccion del
comportamiento sexual del macho permanece poco clara, por lo que son
necesarios mas estudios que permitan coadyuvar en el entendimiento de estos

procesos (Orihuela, 2014).

1.5.3 Tratamientos estimulatorios del comportamiento sexual de los carneros

Dado que del comportamiento sexual depende el éxito reproductivo de las
especies (Andersen et al., 2011), sigue el interés por investigar los métodos
para incrementar la actividad sexual de los carneros con tratamientos
hormonales como la melatonina (Rosa et al., 2012; Casao et al., 2013; Abecia
et al., 2016), la eCG (Ungerfeld et al., 2014) y la testosterona (Tejada-Ugarte et
al.,, 2016; y con los tratamientos fotoperiodicos (Abecia et al., 2015); de la
misma manera, después del descubrimiento de los efectos excitatorios del
glutamato sobre el SNC fue probado su efecto en ratas macho (Olney et al.,
1976) y hamsters (Ebling et al., 1998), para que después de algunas décadas
reapareciera el interés por conocer la funcion de este neurotransmisor
excitatorio como molécula clave en la expresion del comportamiento sexual y
que ayuda en la regulacion del eje reproductivo (Dominguez et al., 2006;

Dominguez, 2009; Meza-Herrera, 2012; Will et al., 2014).
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Tratamiento con Implantes de melatonina y fotoperiodo. En los carneros,
tratamientos con melatonina estimulan la liberacién de LH y FSH y activan la
funcién testicular. En carneros y ovejas, influye en la liberacion de GnRH por
vias reguladoras dentro o cerca del hipotalamo mediobasal, reportandose que
los implantes con melatonina aceleran el crecimiento testicular y mejoran la
produccién espermatica, aunque un tratamiento de luz en los dias largos es
requerido antes de la insercién de un implante para incrementar el crecimiento
testicular, el comportamiento sexual, la produccién espermatica y la fertilidad
(Gerlach y Aurich, 2000).

Fitzgerald y Stellflug (1991) evaluaron el efecto de implantes de melatonina
colocados por 40 dias en carneros de la raza Booroola, sobre los cambios
estacionales en el comportamiento reproductivo, encontrando que la
produccion neta de corderos, de ovejas empadradas en primavera fue mayor
cuando los carneros se trataron con melatonina y/o fotoperiodo, es decir, los
implantes con melatonina tienen un impacto positivo sobre el desempefio
reproductivo de los carneros y sobre la eficiencia reproductiva. De manera
similar, carneros Rasa Aragonesa sexualmente activos inducidos por
tratamientos fotoperiodicos y melatonina durante la primavera, promovieron la
pubertad en las ovejas nacidas en otofio e incrementaron la fertilidad de éstas
(Abecia et al., 2016). Otro escenario que se puede presentar en los carneros de
la raza Dorset expuestos a fotoperiodos controlados de 8 h luz: 16 h obscuridad
durante la primavera es el incremento del comportamiento reproductivo a un
nivel que podria ocurrir naturalmente en otofio, independientemente del

incremento de los niveles de testosterona (El-Alamy et al., 2001).

Tratamiento con ovejas estrogenizadas. La exposicién de carneros a ovejas
en estro activa directamente la GnRH y el eje HHG, estimulando un incremento
inmediato en la secrecion de LH. La secrecidén de testosterona es estimulada
por el incremento en la secrecion de LH y de las concentraciones plasmaticas

de FSH, cortisol y prolactina, asociadas con el comportamiento sexual de
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monta y penetracion (Walkden-Brown et al., 1999; Rosa et al., 2000; Carrillo et
al., 2011).

La presencia constante de hembras estrogenizadas provoca grandes aumentos
de la secrecion de testosterona que acompafian a los cambios en la secrecion
de LH, ademas de cambios rapidos en el comportamiento de los machos, y
posiblemente en la produccion de sefiales quimicas como la secrecion de
feromonas que pueden mejorar la respuesta ovulatoria (Walkden-Brown et al.,
1993; De Santiago-Miramontes et al., 2011).

Administracién de gonadotropina coridnica equina (eCG). Las neuronas
GnRH en el hipotalamo sintetizan y secretan el decapéptido GnRH, que
desempefia un papel fundamental en la regulacion de la cascada de eventos
hormonales, desde la liberaciébn de gonadotropina pituitaria y la produccion de
estrogenos necesarios para la maduracion sexual normal y la funcién
reproductiva normal (Ng et al.,, 2009). A carneros de la raza Corriedale se les
administré una dosis simple y dos dosis de 1000 Ul eCG al dia -3 y a los dias -
7y - 3 (respectivamente), solo el tratamiento con las dos dosis de eCG antes
de unirlos con las hembras en anestro, incrementé su habilidad para inducir la
actividad ciclica en ovejas. Este incremento estuvo relacionado a la respuesta

de las concentraciones de testosterona de los carneros (Ungerfeld et al., 2014).

Tratamientos con testosterona exdgena. Desde un punto de vista
cuantitativo, el andrégeno mas importante es la testosterona, andrégeno crucial
para el desarrollo y mantenimiento de las caracteristicas sexuales de los
machos, para el desarrollo de la espermatogénesis, el mantenimiento de los
organos accesorios, el crecimiento de los musculos, y la retroaccion del
hipotalamo pituitaria (Andersen et al., 2011). Recientemente, se ha reportado
en carneros que la administracion de testosterona exodgena por Vvia
intramuscular incrementa el comportamiento sexual consumatorio (Tejada et
al., 2016).
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Opioides. Los péptidos opioides han sido implicados en el control de la
liberacibon de LH. En general, los agonistas opidceos disminuyen la
concentracion plasmatica de LH, mientras que los antagonistas la mejoran,
(Perkins y Fitzgerald, 1994). La Naloxona (un antagonista opioide) inyectada en
carneros sexualmente activos incrementa el namero de eyaculaciones en
comparacion con el periodo previo al tratamiento, sin embargo, en carneros
sexualmente inactivos no incrementa la actividad sexual aunque evoca
diferencias en los niveles de LH en machos sexualmente inactivos y
sexualmente activos, por lo que se considera que el efecto de los opioides
sobre el comportamiento sexual y la secrecién de LH depende del nivel de

actividad sexual de los carneros (Perkins y Fitzgerald, 1994).

1.5.4 Funcién neuroendocrina del glutamato en el comportamiento sexual

El glutamato pertenece a la familia de neurotransmisores conocida como
aminoacidos excitadores, siendo el principal neurotransmisor excitador del SNC
y ejerciendo esta funcién por medio de receptores especificos (Spitzer et al.,
2016), de los cuales se han reconocido dos importantes familias los que
median las respuestas sinapticas rapidas abriendo canales de iones, llamados
receptores glutamato ionotrépicos (iGlu), y los que causan efectos sinapticos
lentos asociados con canales bioquimicos, llamados receptores glutamato
metabotropicos (mGlu). La familia de receptores iGlu incluye al N-metil-D-
aspartato (NMDA), el DL-a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazole+acido
propiénico (AMPA) y el Kainato. Los receptores de la familia mGlu estan unidos
a proteinas G y comprenden tres grupos: Grupo | (mGlul y mGlu5), Grupo I
(mGlu2 y mGlu3) y Grupo lll (mGlu4, 6, 7 y 8) (Figura 14) (Watkins y Jane,
2006).
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Figura 14. Clasificacion de los receptores a Glutamato (adaptado de Watkins y
Jane, 2006).

El glutamato como sus receptores, estan localizados en una gran cantidad de
tejido neuroendocrino y en una gran variedad de nucleos hipotalamicos como
los nacleos paraventriculares (NPV), en el ndcleo ventromedial (NVM),
arqueado (ARC) y supra optico (NSO), en la eminencia media (EM) y en el tallo
Infundibular importantes en la funcién reproductiva (Estienne et al., 2000;
Mahesh y Brann, 2005; Durand et al., 2008). Ademas, este aminoacido no
esencial tiene una infinidad de funciones entre especies, tanto dentro como
fuera del SNC (Michaelis, 1998; Spitzer et al., 2016): La sefializacién del
glutamato estd comunmente asociada con la transmision sinaptica. La sinapsis,
definida por un sitio presindptico y un sitio postsinaptico separado por la
hendidura sinaptica, es el centro primario de informacion neuronal. En las
sinapsis glutamatérgicas, la maquinaria presinaptica (que incluye el complejo
SNARE) libera glutamato a través del calcio y la liberacién vesicular
dependiente de la actividad. La mayoria (90%) de la transmisién sinaptica
ocurre de esta manera y, por lo tanto, puede denominarse liberacion candnica
o normal del glutamato para distinguirla de otras formas de liberacion vesicular

gue también ocurren en la terminal presinaptica, como la transmision sinaptica
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espontanea y asincrénica, que puede ocurrir en la actividad del calcio y del
complejo SNARE de manera independiente (Spitzer et al., 2016).

El glutamato que se utiliza como neurotransmisor se almacena en vesiculas.
Estas lo atrapan con la participacion de moléculas que se localizan en la
membrana vesicular, y el proceso de liberacion ocurre cuando la vesicula se
fusiona con la membrana presindptica por medio de la interaccion con
proteinas presentes en la membrana de las vesiculas, en el citoplasma y en la
membrana presinaptica. Las proteinas tienen la capacidad de formar un
sistema de anclaje que se activa con la entrada de calcio a la terminal
presinaptica. Hasta ahora solo se ha identificado algunas proteinas que
participan en este proceso. En la membrana de las vesiculas se conocen entre
otras, la sinaptobrevina, la sinaptofisina y la sinaptotagmina. En el citoplasma
estd presente la a-SNAP, mientras que en la membrana presinaptica se
localizan la SNAP-25 (proteina asociada a la sinapsis) y la fisofilina (Michaelis,
1998).

En la figura 15 se muestra un esquema de la liberacién del glutamato vesicular,
de donde puede ser liberado en una actividad normal dependiente (A, B,
normal) o independiente (C, D, anormal) del complejo SNARE. Ambos tipos de
liberacion vesicular pueden ocurrir en las sinapsis en el SNC. Sin embargo,
también pueden observarse en ausencia de una densidad postsinaptica, por
ejemplo, antes de la formacion de sinapsis en desarrollo, cuando los axones
liberan neurotransmisores. Se cree que esta liberacion vesicular guia a la
dendrita postsinaptica para formar el contacto sinaptico final, un mecanismo
posiblemente copiado por las células precursoras de oligodendrocitos (OPC)
para formar la sinapsis axén-OPC. Aunque se describe aqui como es la
liberacién axonal, también se puede observar la liberacion vesicular del
glutamato en las células no neuronales, tales como los astrocitos, ademas, de
que existe la liberacion del glutamato no vesicular (E) de diversas fuentes, por
ejemplo de la microglia, astrocitos o células dafiadas, de la corriente sanguinea
o de la reintegracién de los transportadores de glutamato, por ejemplo, en
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células que sufren de escasez de energia en la isquemia. El modo de liberacién
del glutamato podria afectar diferencialmente la sefializacion corriente abajo en
la oligodendroglia ya que difieren la concentracion y la ubicacion del glutamato

en el momento de la activacion de su receptor (Spitzer et al., 2016).

Vesicular No vesicular
Normal Anormal
Vasos
W W il
'8P SNARE 8 SNARE Y 0 =)
° o0 ) ®
® . ) # ) ’R & 2
[ — ™ | — ¥ z
No sindptica Sinaptica No sinaptica Sindptica e

Temporal, delimitada Temporal, muy Espontanea, delimitada Espontanea, altamente Sin delimitar y extendida
y lenta delimitada y lenta y lenta delimitada y rdpida

Figura 15. Diferentes formas de liberacion del glutamato (adaptado de Spitzer
et al., 2016).

Una vez que la vesicula se fusiona a la membrana presinaptica, el
neurotransmisor se libera en el espacio sindptico e interactta con los
receptores, ubicados tanto en la membrana pre como postsinaptica, que

regulan esta operacion (Bergles et al., 1999).

En el SNC, el glutamato ejerce su funcién por medio de receptores especificos
frecuentemente localizados en las neuronas y células gliales y estan, asi,
idealmente situados para mover neurotransmisores hasta el sitio de liberacion y
de accion (Watkins y Jane, 2006). Los receptores ionotropicos son los que
estdn asociados con cuestiones reproductivas (Mahesh y Brann, 2005). El
glutamato regula la reproduccion mediante la liberacion de LH, mediada a
través de los efectos hipotalamicos de GnRH para controlar en la pituitaria la
secrecion de LH (Brann y Mahesh, 1997; Meza-Herrera et al., 2009). Este
efecto se puede dar mediante una regulacién directa de las células

neurosecretoras o indirecta, a través de la modulacién de neurotransmisores-
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neuropéptidos que contienen neuronas alrededor de las de GnRH (Iremonger
et al., 2010).

Los efectos del glutamato pueden estar mediados por los sistemas de accién
neuronal que son conocidos por regular la secrecion de GnRH vy
gonadotropinas o la secrecion de prolactinas (tales como DA, norepinefrina,
epinefrina, Neuropéptido Y (NPY) y acetilcolina) (Brann y Mahesh, 1992). De
hecho, la administracién de glutamato y sus agonistas promueven la liberacién
pulsati de LH en animales previamente expuestos a esteroides.
Contrariamente, los antagonistas de los receptores ionotropicos de glutamato
inhiben la liberacion de LH, e inhabilitan la secrecion de LH inducida por E, y la
oleada preovulatoria de LH (Meza-Herrera et al., 2009). Asi mismo, las
neuronas glutamatérgicas implicadas en el control de las neuronas GnRH
contienen Kkisspeptina, un péptido esencial en la regulacibn del eje
gonadotropico, aumentando la transmision glutamatérgica directamente a las
neuronas GnRH de una manera dependiente de E, (Meza-Herrera et al.,
2014a; Piet et al., 2015). En un principio fue dificil admitir el papel del glutamato
como neurotransmisor, dado que esta molécula se encuentra ampliamente
distribuida en las neuronas y en células gliales y se involucra en la actividad
considerada no-sinaptica, tal como su participacion en la funcién metabdlica de
las células. Por tal razon, es importante distinguir entre el acervo de glutamato
dedicado a la neurotransmision y aquel que forma parte de las rutas

metabdlicas comunes a todas las células (Bergles et al., 1999).

En cuestiones reproductivas, se ha reportado que la administracion exdégena
del glutamato incrementa rapidamente la liberacion de GnRH, LH y la secrecién
de prolactina in vivo e in vitro. Estudios con agonistas del glutamato han
demostrado que la activacion de los receptores a glutamato estan involucrados
en numerosos eventos endocrinos reproductivos, tales como la induccién a la
pubertad, la reproduccion estacional, la secrecion de LH inducida por
esteroides y la oleada preovulatoria de LH y la prolactina en las hembras
(Brann y Mahesh, 1992; Meza-Herrera, 2008; Meza-Herrera et al., 2009; Meza-
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Herrera, 2012). Previamente, en cabras, se ha demostrado como el glutamato
genera un efecto estimulatorio sobre el eje reproductivo, a través del
incremento de metabolitos sanguineos, involucrados en la activacion del
crecimiento folicular y la ovulacion (Lépez-Medrano et al., 2009; Torres-Moreno
et al., 2009; Meza-Herrera et al.,, 2011; Meza-Herrera et al., 2014a; Meza-
Herrera et al., 2014b). En efecto, la administracion de glutamato y sus
agonistas promueven la liberacion pulsatil de LH tanto en machos como en
hembras (Dominguez et al., 2006; Andersen et al., 2011; Meza-Herrera et al.,
2012).

La copulacion requiere de interacciones somatotropicas rapidas entre dos
individuos activos. El medio por el cual los efectos hormonales lentos se
traducen en comportamientos interactivos rapidos, incluyen la regulacién de
diversas enzimas y receptores de neurotransmisores que activan o inhiben
neuronas especificas que integran y ejecutan las conductas (Hull y Dominguez,
2009). Desde el afio de 1976 Olney et al., encontraron que inyecciones de
glutamato via subcutanea son efectivas en la estimulacion de la liberacion de
LH en ratas macho adulto, el glutamato, por su influencia en la secreciéon de
GnRH, inicia una cascada hormonal que conduce a la produccion de hormonas
gonadales en los testiculos facilitando el comportamiento sexual tanto apetitivo
como consumatorio de los machos (Dominguez, 2009; Andersen et al., 2011),
aumentando la respuesta eréctil y las vocalizaciones ultrasonicas (Dominguez
et al.,, 2006). Asi mismo, también se ha demostrado que el glutamato y sus
antagonistas estan implicados en la regulacion directa e indirecta de la
secrecion de GnRH promoviendo la liberacién pulsétil de LH y en la produccion
de testosterona (Dhandapani y Brann, 2000; Meza-Herrera et al., 2009; Will et
al., 2014).

La testosterona facilita el comportamiento sexual, en parte, por un incremento
de la tasa de liberacion de las neuronas productoras de glutamato que se
proyectan en el MPOA. Un modelo hipotético que integra estos hallazgos es la
presencia del estimulo excitatorio sexual o el acto de la copula por si mismo

47



gue activa las neuronas que contienen glutamato en el MeA/BNST
(Dominguez, 2009).

En la figura 16 se muestra la posible interaccion entre el glutamato, el ON, y la
DA en el APOM. (1) Las neuronas liberan glutamato, de esta manera estimulan
en el APOM receptores NMDA que operan en los canales de calcio. (2) El
incremento de calcio intracelular activa el calcio Cadmodulin (CaM), (3) el cual
a su vez activa la enzima ONS que conduce inmediatamente a la produccion
de ON. La unién de ONS a la cola del carboxilo terminal del receptor NMDA es
a través de una proteina de densidad postsingptica (PSD-95). Una vez
sintetizado el ON frecuentemente se dispersa de célula a célula, (4) donde
puede alterar la actividad en las neuronas presinapticas. (5) Ademas, en las
neuronas que producen DA, se ha demostrado que el ON puede inhibir los
transportadores de dopamina (DAT) e incrementar la liberacion del calcio
vesicular. Este produccion de ON en el APOM, después de la liberacién del
glutamato, puede aumentar los niveles extracelulares de la DA y prolongar la
presencia de la DA en la sinapsis (Dominguez y Hull, 2005).

. P Terminal Dopaminérgica
Terminal Glutamatergica

NMDA )
receptor

Receptor NMDA y células que contienen NOS

Figura 16. Modelo que muestra la posible interaccion entre el glutamato, el ON,
y la DA en el APOM (adaptado de Dominguez y Hull, 2005).
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Por otro lado, la testosterona facilita el comportamiento sexual por la
detonaciéon del glutamato contenido en las neuronas. Tal modelo tiene en
cuenta relevantes estimulos quimiosensoriales y mediadores neuroendocrinos
de la induccion activa del comportamiento de monta en MeA, BNST, y APOM
(Mahesh y Brann, 2005). Una forma importante en que la testosterona y sus
metabolitos mantienen la activacion del APOM para que se estimule el
comportamiento copulatorio, regulando la produccién de ON, que a su vez es
importante tanto para la liberacién de DA basal y la estimulada por la presencia
de la hembra. Un factor importante para la liberacién de la DA estimulada por la
presencia de la hembra es el glutamato del MeA, del BNST y de otras

estructuras (Dominguez y Hull, 2005).

Contrariamente, otros estudios también han demostrado que el glutamato
regula directamente la accién neuroendocrina (Mahesh y Brann, 2005). Un
efecto de tal interaccion es la influencia del glutamato sobre la aromatasa, la
enzima que convierte testosterona a estradiol. El incremento de los niveles de
glutamato influyen en el Ca?+ dependiente de la fosforilacién de la aromatasa;
esta fosforilacién rapidamente suprime la actividad enzimética (Balthazart et al.,
2006). Consecuentemente, los cambios en el nivel de glutamato durante la
monta pueden impactar la accion rapida hormonal en el APOM por la accion de
la aromatasa; esto influye en la expresion del comportamiento sexual en
minutos (Balthazart et al., 2006; Balthazart y Ball 2006; Dominguez, 2009).

Con respecto a lo anterior se ha expuesto que las hormonas median la
actividad del glutamato y que éste también media la funcion endocrina para
estimular el comportamiento y aspectos reproductivos (Dominguez, 2009). A
nivel gonadal, especificamente en los testiculos de ratas, los receptores
ionotropicos y metabotrépicos del glutamato tienen una afinidad especifica para
diferentes estructuras y se ha encontrado que la distribucion diferencial de
GluRs en las células Leydig productoras de testosterona y en el epitelio
germinal de los TS de los testiculos tiene un papel especifico en la regulaciéon
hormonal (Gill et al., 2000).
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2. FISIOLOGIA REPRODUCTIVA DE LAS OVEJAS

El ciclo estral estd asociado con una serie de eventos endocrinos
interrelacionados regulados por el hipotdlamo con la secreciéon de GnRH. La
regulacion de la secreciéon y biodisponibilidad de las hormonas gonadotroficas
depende de una interaccidbn compleja entre varios factores internos y externos
(Gundogan et al, 2003). Los factores externos incluyen las sefales
fotoperiodicas, las feromonas masculinas, la nutricion y el estrés que afectan la
funcién del eje hipotalamo-pituitario-ovarico. La regulacion puede lograrse
directamente, a través de los efectos sobre la secrecion de GnRH, o
indirectamente, alterando la respuesta hipofisaria a la GnRH o la sensibilidad
ovarica a las gonadotrofinas (Rosa y Bryant, 2003; Bartlewski et al., 2011).

En la época reproductiva, un aumento en la frecuencia de pulsos de GnRH/LH
provoca la ovulacion, lo cual se conoce como “pico” preovulatorio (Arrollo et al.,
2006). La descarga preovulatoria de GnRH, y posteriormente de LH y FSH,
alcanza un pico aproximadamente 14 h antes de la ovulacion. Esta oleada de
gonadotropina es propiciada y sostenida por una disminucion de la
progesterona (P4) y un aumento de la secrecién de E, (Bartlewski et al., 2011)
al final de la fase lutea, al iniciarse la lutedlisis por efecto de la accion de la

prostaglandina F2a (PGF2a) liberada por el endometrio uterino.

La secrecion ténica de LH durante el ciclo esta inversamente correlacionada
con la funcion ldteal, asi que la concentracién de LH declina gradualmente
desde el dia 1 hasta el dia 9 del ciclo estral y permanece baja; a partir del dia
12 se observa un aumento en la frecuencia de secrecion y la disminucion en la
amplitud de los pulsos. Las concentraciones de LH aumentan rapidamente al
dia 16 hasta alcanzar un pico de 100 a 200 ng/ml (de 50 a 100 veces los
niveles basales) y luego declina rapidamente perdurando la oleada
aproximadamente 12 h. El inicio de la oleada generalmente esta unido al inicio
del comportamiento estral y el intervalo entre el pico de LH y la ovulacion es

determinado. En las concentraciones de FSH se observan ligeras fluctuaciones
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de aumentos y descensos en intervalos de aproximadamente 3 a 6 dias, y un
dia antes de la oleada preovulatoria de LH, la FSH declina hasta los niveles
basales para luego aumentar, coincidiendo asi su pico con el pico de LH. De
igual manera, las concentraciones de FSH disminuyen a la par que las
concentraciones de LH y descienden nuevamente hasta los niveles basales en
un tiempo de 8 a 12 h después del pico preovulatorio. La FSH volver4 a
incrementarse para tener un segundo pico, aunque ya no llegara a niveles tan
altos como el pico anterior. Las concentraciones de P, van aumentando
gradualmente hasta que al dia 8 llegan a una concentracion maxima entre 1.5 a
3 mg/ml y permanecen constantes hasta el dia 14, después los siguientes dos
dias decrece rapidamente hasta niveles indetectables. El E; se mantiene en
concentraciones basales y aumenta inmediatamente después de que inicia la
caida de las concentraciones de P, (al dia 14), aumentando de 5 a 10 veces
mas en los siguientes 3 dias, dandose el pico de E; en el inicio de la oleada

preovulatoria de LH (Goodman y Inskeep, 2006).

La secrecion de LH durante la fase lutea del ciclo estral ovino, refleja
principalmente la etapa de desarrollo y la actividad secretora del CL, y s6lo un
aumento en la amplitud del pulso LH puede estar vinculado a la fase de
crecimiento de los foliculos que aparecen tempranamente en el ciclo. Los
incrementos en las concentraciones medias y basales de FSH se unen
estrechamente con los dias de emergencia de las oleadas foliculares a lo largo
del ciclo estral de la oveja, y la frecuencia del pulso de FSH aumenta durante la
fase de crecimiento del foliculo a mitad del ciclo, pero disminuye al inicio del
aumento de la secrecion de P, latea (Figura 17). Las fluctuaciones regulares en
las concentraciones séricas diarias de FSH, con una periodicidad de
aproximadamente 4-6 dias, ocurren durante todo el ciclo ovulatorio (Ginther et
al., 1995) y anestro estacional en ovejas (Bartlewski et al., 1999), y también

pueden detectarse en ovejas ovariectomizadas (Duggavathi ef al., 2005).
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Figura 17. Endocrinologia del ciclo estral de la oveja (adaptado de Goodman y
Inskeep, 2006).

La principal caracteristica del patron de secrecién de FSH durante el periodo
preovulatorio es la aparicion de dos oleadas consecutivas. La primera es
coincidente con la oleada preovulatoria de LH, y la segunda ocurre entre 20 y
36 h después. La segunda descarga de FSH es de menor amplitud pero de
mayor duracion (20-24 h), en comparacion con la oleada preovulatoria (11-12
h). La oleada preovulatoria de FSH es precedida por niveles relativamente
bajos de FSH, mientras que las concentraciones séricas de LH, E; e inhibina

estdn aumentando. Esto sugiere que el aumento preovulatorio de FSH surge
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de la accion de GnRH, que anula los efectos inhibitorios sobre la liberacién
FSH durante ese tiempo. La segunda oleada de FSH se produce después de la
ovulacion, que efectivamente termina la secrecion de inhibidores foliculares de
FSH (Bartlewski et al., 2011).

En la figura 18 se muestran las oleadas foliculares, la fase lutea, en la cual
existen foliculos en desarrollo que sufren atresia. Los foliculos en desarrollo
durante esta etapa secretan E,; sin embargo, la P, inhibe la secrecién pulsatil
de LH a nivel central y esto impide la maduracion folicular y la ovulacién.
Durante la fase folicular, cuando la concentracion de P, disminuye, el E;
secretado por los foliculos en desarrollo estimula la secrecion pulséatil de LH y
se ejerce un sistema de retroalimentacion positivo, favoreciendo la maduracion
folicular y la ovulacion. Por lo general, se observan dos o tres oleadas

foliculares durante el ciclo estral de la oveja (Arrollo et al., 2006).

Fase lutea Fase folicular
B - Ovulacion
H”H{a 2 Atresia
(o 2. O O o
U’,f \\_\\ 3 o'—"’,— \\\\ Q_ --/_.
,” \-.'\ = \,_\I'\ C. i — P
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0 Primera oleada de lerceraoleadade 17

desarrollo folicular desarrollo folicular

Dias del ciclo estral

Figura 18. Oleadas foliculares en el ciclo estral de la oveja (tomado de Arrollo
et al., 2006).

La P, parece ser una sefal endocrina clave que interviene en el control de los
aumentos periodicos de las concentraciones séricas de FSH y el nimero de

oleadas foliculares en ovejas ciclicas (Bartlewski et al., 2011).

Dos mecanismos pueden ser responsables de la regulacion del nimero y la
periodicidad de los picos de FSH por P, en todo el ciclo estral de la oveja. En

primer lugar, los gonadotropos hipofisarios son estimulados por la GnRH para
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sintetizar y liberar LH y FSH de la glandula pituitaria anterior, y con la
pulsatilidad de GnRH que permanece baja, la secrecién de FSH es favorecida
sobre la LH. Por lo tanto, bajo la influencia de la P4 Itteal, la sensibilidad de los
gonadotropos productores de FSH a la GnRH puede aumentar, resultando en
una mayor secrecion de FSH de la glandula pituitaria. En segundo lugar, las
concentraciones circulantes de P, pueden determinar la tasa de eliminacion de
la FSH circulante (Bartlewski et al., 2011).

2.2 Estacionalidad Reproductiva en la Oveja

El ciclo reproductivo anual de la oveja se clasifica en una etapa de actividad
reproductiva y una de ausencia de reproduccion (anestro). En la mayoria de las
razas ovinas, la época reproductiva se inicia a finales del verano y se
caracteriza por ciclos estrales sucesivos de 17 dias. La época de anestro inicia
a finales del invierno y se caracteriza por la ausencia de ciclos ovaricos
regulares y ovulacion (Rosa y Bryant, 2003; Arroyo et al., 2006). Sin embargo,
dentro de cada especie, existen diferencias muy importantes entre razas en
relacion a la duracion y las fechas de inicio y fin de las actividades ovulatoria y
estral. Las ovejas de la raza lle de France, sin experiencia sexual con machos
enteros, manifiestan periodos prolongados de anovulaciébn y anestro,
alternando con periodos de ciclos ovulatorios y estrales (Figura 19)
(Chemineau et al., 2003).
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Figura 19. Variaciones estacionales de la ocurrencia de ovulaciones y de
comportamiento estral en ovejas lle de France (Chemineau et al., 2003).
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Las ovejas se valen del fotoperiodo (horas luz) para sincronizar el momento del
afio en que iniciaran su estacion productiva (Porras et al., 2003; Arroyo, 2011).
Las razas originarias de zonas localizadas por encima de 35° latitud norte o sur
presentan un anestro largo y profundo y una época corta de apareamiento; por
el contrario razas provenientes de latitudes menores a 35° norte o sur son de

anestro corto y actividad sexual larga (Porras et al., 2003).

La informacion fotoperiodica que reciben las ovejas se transmite al sistema
neuroendocrino reproductivo, a través de una via neuro-hormonal que
comienza con las sefiales luminosas recibidas por la retina y transmitidas al
nacleo supraquiasméatico (NSC), y de ahi, por medio de un circuito multi-
sinaptico que incluye neuronas en el ndcleo paraventricular, la médula espinal
intermedia y el ganglio cervical superior, terminan en la inervacion de la
glandula pineal. La melatonina es normalmente sintetizada y secretada por la
glandula pineal de manera diurna, con un aumento dramatico que ocurre
durante la noche y que vuelve a niveles casi indetectables por la mafana
(Weems et al., 2015). La sefal de la melatonina, en combinacién con la historia
fotoperiodica, proporciona informacion exacta e inequivoca sobre la estacion
(Gerlach y Aurich, 2000) (Figura 20).

La menor duracién en la secrecidbn de melatonina durante los dias largos
permite la sintesis de DA e induce el anestro estacional. Durante los dias
cortos, la mayor duraciéon en la sintesis y secreciéon de melatonina inhibe la
produccion de DA, con el subsecuente restablecimiento de la actividad estral y

la ovulacién (Malpaux et al., 1997) (Figura 20).

Durante el periodo de transicion de la ciclicidad a la estacion de anestro en
ovejas, el ritmo enddgeno de la liberacion de FSH decae para mantener un
orden de emergencia de las oleadas foliculares (foliculos en crecimiento de 3 a
= 5 mm). En comparacion con las ovejas que se encuentran en la mitad de la
estacion reproductiva, las que se encuentran al final, tienen una significativa

reduccion de la secrecion de E, por los foliculos ovaricos y por bajas
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concentraciones de P, sérica. El decrecimiento de las concentraciones de P,
puede ser el reflejo de la baja tasa ovulatoria y del poco volumen del tejido
luteal, pero las concentraciones muy bajas de E, no son consecuencia de la
ausencia de foliculos antrales grandes. Todas las alteraciones anteriores en el
patron del ciclo normal de la funcién ovarica es debida probablemente a la
reducida respuesta ovarica del estimulo gonadotrépico y/o al inicio de las
sefales fotoperiodicas que suprimen la liberacion de LH (Bartlewski et al.,
1999).

Por otro lado, el anestro estacional en la oveja, se caracteriza por la ausencia
de ciclos estrales regulares, de conducta de estro y de ovulacién; en esta etapa
fisiologica, el estradiol, cuya concentracion es basal, ejerce un efecto de
retroalimentacion negativa a nivel hipotalamico, actuando especificamente en
el nucleo dopaminérgico Al5, donde induce la sintesis y secrecién de DA, la
cual actia en las neuronas productoras de GnRH e inhibe la frecuencia de
sintesis y liberacion de esta hormona. El evento fisiolégico anterior ocurre a
pesar de que en el nicleo A15 no se identificaron receptores para estradiol; por
lo tanto, el mecanismo de accién del E; en este proceso no es claro (Arroyo et
al., 2011).

Los tratamientos fotoperiodicos mas melatonina causan un incremento en la
proporcién de ovejas que mantienen la ciclicidad durante la temporada tipica de
anestro, probablemente debido a que la pulsatilidad de LH es mantenida al
nivel que es suficiente para ovulaciones sucesivas, estas ovejas expresan
mejor del comportamiento estral debido a la secreciéon de E; mas alta y mas

sostenida después de la actividad de LH (Abecia et al., 2015).
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Figura 20. Estacionalidad reproductiva en reproductores de dias largos y de

dias cortos (adaptado de Senger, 2003).

2.3 Efecto macho

El efecto macho constituye un estimulo social que actda para iniciar la actividad

reproductiva tanto en ovejas como en cabras (Alvarez y Zarco, 2001), siendo,

la regulacién de la actividad ovéarica en hembras provocada por la proximidad

de los machos, el fendmeno mas evidente y mas conocido de todos los efectos

reproductivos causados por las

interacciones sociales.

Debido a sus

considerables beneficios econémicos, el efecto macho, sigue siendo el método

reproductivo regulado socialmente, mas investigado en la reproduccion de los

ovinos. La presencia continua de un carnero con las ovejas puede tener

importantes efectos sobre los eventos reproductivos en todos los estados de la

vida reproductiva, adelanta la pubertad, induce la ovulacién durante el anestro
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estacional, o el anestro lactacional y modifica el tiempo de la oleada de LH
durante la estacion reproductiva (Rosa y Bryant, 2003; Fabre-Nys et al., 2015).

El efecto macho es particularmente Gtil en algunas razas de cabras y ovejas
procedentes de latitudes templadas o subtropicales que muestran una
estacionalidad reproductiva (Ramirez et al., 2017). Durante el periodo de
anestro (durante los dias largos) las ovejas no experimentan ovulacion ni ciclos
ovaricos (Gelez y Fabre-Nys, 2004), sin embargo, la introduccién de un carnero
sexualmente activo en un grupo de ovejas con anestro estacional activa la
secrecion de LH (respuesta a corto plazo), seguida por la ovulaciéon (respuesta
a largo plazo). En estas hembras, se observa un pulso de LH en cuestion de
minutos, mientras que la secrecion de FSH o prolactina no experimenta
cambios tan rapidos. Si el contacto con los machos se mantiene, las ovejas
experimentan una oleada preovulatoria de LH, que tiene lugar alrededor de las
36 h (entre 6 y 52 h) (Chanvallon et al., 2010). Simultdneamente, se produce un
aumento en la concentracion de FSH. La ovulacion se observa alrededor de 48
h después de la introduccion del macho y se califica como "silencioso" (Martin
et al., 1986) porque no esta asociado con el comportamiento estral (Gelez y
Fabre-Nys, 2004).

De las ovulaciones inducidas por los carneros puede resultar la formacion de
un CL (ciclo normal), o uno que regresa de forma prematura alrededor de 6-7
dias (ciclo corto). Las ovejas en este Ultimo grupo a menudo re-ovulan
espontaneamente, pero sin el acompafamiento de celo, por lo tanto, tienen una
segunda ovulacion "silenciosa" (Chemineau et al., 2006). EI comportamiento
sexual aparece con las ovulaciones posteriores y tiene lugar en forma de dos
picos de actividad en el hato 18 y 25 dias después de la introduccién del
macho, al tiempo de que se presenta una tercera ovulacion (Gelez y Fabre-
Nys, 2004). Por ultimo, un porcentaje de ovejas que ovulan en respuesta al
efecto del carnero no vuelven a ovular y simplemente retornan al anestro. Asi,
hay una variedad de posibles respuestas al efecto del carnero que contribuyen
a la naturaleza altamente inconstante del efecto macho (Chanvallon et al.,
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2010). Sin embargo, este fendmeno es una herramienta para identificar esta
respuesta reproductiva al “efecto macho” (Abecia et al., 2015; Fabre-Nys et al.,
2015).

A pesar de algunas contradicciones y de muchas preguntas sin respuesta
encontradas en la literatura, ha quedado claro que los estimulos involucrados
en el efecto carnero provienen principalmente de feromonas producidas
espontaneamente por los mismos (Gelez y Febre-Nys, 2006), en asociacion
con sefiales conductuales generadas principalmente durante el cortejo, donde
la oveja utiliza los sentidos del olfato, la vista, el oido y el tacto para percibir
estos estimulos (Hawken y Martin, 2012). En algunos casos, diferentes sefiales
sensoriales pueden actuar solas con resultados positivos, sin embargo, en
muchos casos, el efecto maximo sélo se puede lograr cuando actian de

manera sinérgica (Rosa y Bryant, 2003).

Para incrementar la efectividad del efecto macho se han utilizado tratamientos
en los carneros, como la simulacion de los dias cortos, mediante tratamientos
fotoperiodicos con 8 h luz y 16 h obscuridad. Este tratamiento tiene como
ventaja que estimula de manera natural la secrecion de testosterona,
induciendo, como consecuencia, un intenso comportamiento sexual, necesario
para obtener una buena repuesta ovulatoria en hembras anéstricas (Delgadillo
et al., 2001), pero requiere de técnicas adecuadas e instalaciones laboriosas y
de alto costo, ademas de que la falta de electricidad en los corrales dificulta su
implementacion (Luna-Orozco et al, 2012). Otra estrategia es la de utilizar
tratamientos hormonales como estrégenos, testosterona y eCG, por ser un
método sencillo, efectivo y de facil aplicaciéon, y que requiere de una minima
cantidad de trabajo, pudiéndose implementar tanto en animales bajo sistemas
de produccion intensiva como en extensiva (De Santiago-Miramontes et al.,
2011; Luna-Orozco et al., 2012; Tejada et al., 2016). Sin embargo, su uso esta
prohibido en algunos paises, por lo que se siguen investigando métodos

alternativos que puedan complementar el efecto macho.

59



En la figura 21 se representa el ciclo reproductivo anual de las ovejas y un

resumen de los métodos actuales para el control de la reproduccién, en la parte

de arriba se representa el porcentaje de ovejas ciclando a través del afio. La

primera fila de la tabla corresponde a la fertilidad de las hembras, bajo

condiciones naturales (letras azules), con el uso de métodos ecoldgicos (letras

en color verde), o con el uso de tratamientos hormonales (letras en color rojo).

Las celdas que coinciden con el tiempo del afio cuando los tratamientos no son

requeridos o no son eficientes.
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Figura 19. Ciclo reproductivo anual de las ovejas y un resumen de los métodos
actuales para el control de la reproduccion (adaptado de Dardente et al., 2016).
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Artide history: The aim of this study was to determine if exogenous administration of glutamate and ( or ) testosterone to
Received %0 May 2017 male rams during the season of reproductive amest is able to re-activate male sexual behavior and, later
:“""’a"’m':;“" form on, to promoe through the male effect, both sexual and reproductive competence of anovulatory

nullip arous ewes. Therefore, an experiment was performed under long-day photoperiods (spring; photo-
reproductive arrest, 26°N). Dorper rams were randomly divided into four homogensous experimental
groups (n = 5 males each) regarding live weight (LW), body condition score (BCS ), scrotal circumference
Fr— (SC) and oder intensity (O1). Then, groups were treated with: i) GG (7 mg kg™' LW of glutamate, every
Detper savs 4d x 30d, im.), 1) GGT (7 mg kg™ LW of glutamate every 4d x 30d im 4 25 mg of testosterone pro-
Ghtamate plonate, every 3d » 154, im.), ili) GT (25 mg of testosterone propionate every 3d x 154, im, and iv) GC
Testosterone (1 mL of saline, every 4d x 30d, im.) Thereafter, Dorper rams, (n — 4 per group) were selected and
Male effect exposed to Dorper anovulatory-nulliparous ewes divided in four groups (n — 14 ewes each ) and all the
Anovulatory-null iparous ewes appetitive (ASB) and consummatory (CSB) sexual behaviors and indicators of sexual rest (ISR) were
Reproductive outcomes registered during the first 48 h of this male-to-females contact. Thereafter, males continued the male-to-
female contact for another 8 d, in order to quantify the ewe’s sexual and reproduct ive response through
the male effect. During the sexual behavior tests, the GGT rams showed the highest ASB 4 CSB fre-
quencies (P < 0.05) followed by the GG-rams with the lowest frequencies showed by the GC and GT
groups. While the highest ISR behaviors were shown by the GG and GGT groups (P < 0.05) followed by
the GC and GT-rams no differences occurred regarding LW, BCS, and SC along the experimental breeding,
with the largest (P < 005) Olshown by the GGCT-rams and the lowest value observed in the control rams
Regarding the reproductive response of the nulliparous-anovulatory ewes exposed to treated rams, the
gutamate 4 testosterone treated males induced not only an increased (P < 0.05) ovulatory activity and
faster (P < QO5) estrus response but an augmented (P < 0.05) pregnancy rate of the previously
anovulatory ewes. To conclude, whereas the GG and GGT treatments generated encouraging sexual and
reproductive outcomes, our results are also thought-provoking from a comparative sexual behavior
perspective while may embrace potential applications to other animal industries.
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1. Introduction

Sheep from temperate latitudes, either males or females, are

considered strongly seasonal breeders [1]. To anticipate environ-

"+ (orrespanding authar. mental changes and to program biological functions and behaviors
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key environmental coe modulating reproductive funcion is
photoperiod, which is the most reliable environmental signal that
seasomal breeders use to align their physiology to a changing
environment |34 ] Also, in temperate sheep males, photoperiod is
the main emvironmental factor responsible to genemte full activity
or quiescence of repmoductive function; photopenodic-dependent
variations in sexual adivity are acoompanied by changes which
clearly promote detectable changes in sexual behawvior | 5], testic-
ular size |6] and hormone secretion |2,7]. The effect on hormone
secretion ooours mainly by alterng secretion of GnRH which inturn
promote the release of the pituitary homones FSH and LH, and
later on, the secretion of testosterone by the testis |8 ] Seasonal
changes in testicular size and fundtion are regulated through the
actions of IH and FEH; [H stimulates the testicular Leydig cells to
produce testosterone |8 | an essential hormone for the deveopment
and maintenance of seoual behavior and libido [2.9].

Besides that, the amino acid glutamate, the main exdtatory
neumiransmitter in the central nervous system [10], has been also
considered a key modulating molecule in reproduction, since its
actions are related not only to the onset but maintenance of
repmoductive activity [11] as well as to the expression of seoual
behavior [12,13]. Despite important achievements have been
accomplished in different animal spedes regarding the effect of
exogenous glutamate upon metabolic and reprodudive function
| #4], there is a lack of information regarding the probable role of
glutamate and its possible synergistic role with testosterone in
triggenng the sexual behavior in male sheep. We hypothesized that
inframuscular treatment with glutamate and/or testostemne are
effective to induce sexual behavior in adult rams during the natural
seasonof reproductive arrestat 267 M, (Le increased photoperiods).
We also aimed to determine whether the introducton of such
previously treated males is enough to promote both sexunal and
reproductive competence of anovulatory-nulliparous ewes through
the male effect, evaluating different response variables from
breeding until embryonic implantation.

2. Material and methods

All the methods and management of the experimental units
used inthis study were in strict accordance with accepted guide-
lines for ethical use, care and welfare of animals in research at in-
ternational |15] and national [16] lewels, with institutional
authorization reference number UAAAN-LIL15-510-2.

21. Experimental area, environmental condifions and animals

The study was conducted during spring under natural light
conditions of ineased photoperiods in an intensive sheep pro-
ducionunitin a semi-desert area of Morthern Mexico, at 26 M and
103 W, an altitude of 1120 m, and annual average tempemture
from22% to 24=C. Dorperrams [n = 20, 2-3 yr-old; 81 £ 032 kg live
weight (LW) and 3.7 + 0,05 units of body condition score (BCS]] as
well as anovulatory nullipamus Dorper ewes(n = 56, 7—8 mo old;
42 + 236 kg IW; 304 £ 022 units BGS) were used to perform the
study. During the experimental period, which lasted from March to
June, rams were fed alfalfa hay, corn silage and corn grain while all
ewes were fed with food residues from a Holstein dairy cow unit.
Their ration was mainly compased of alfalfa hay, corn silage and
corn grain. Both rams and ewes were fed twice daily (1200 and
1800 h) and had ad [ibifum access to dean water, mineral salts and
shades. Prior to the onset of the experiment, all ewes and rams
were kept isolated from sight and smell of the opposite sex for at
least a peniod of 45 days.

22 Roms, management and mecimen 5

Before the onset of treatments, rams were individually identi-
fied and the LW, BCS, 5C and Ol were registered at two-week in-
tervals during the experimental period. The BCS was measured by
dorsal palpation, ranging from the scale of 1 (very thin to 5 very fat)
|17 ]. While measurement of the 5C considered the measure of
widest partof the testes using a flexible tape |18 ], the odor intensity
(01} was recorded by smelling abowve the base of the head in the
front ofthe ram at a distance of 8—10 om, as desoribed by Walken-
Brown et al [19], assigning a score of O (equal to that of a female
odor) to 3 (strong, powerful smell as lanolin). Thereafter, in March,
mms were separated into four groups (n = 5each ] homogeneous in
terms of W, BCS, SC and O (BL3 £ 03 kg, 38 + 005 units,
3508 + 023 an, LG5 + 002 units, respectively |, and groups were
mndomly assigned to the following four treatments with an
eperimental perod of 30 days (Fig. 1)

i} Glutamate group (GG, intramuscular injection of 7 mg kg™’
W of L-glutamate (pH Eur EMPROVE® ecp; Memk
GHAMOE-art-101791, diluted in distilled water}; solution
wias prepared as previously described by Meza-Herrera et al.
|14] and applied every 4d = 30d,

il Testosterone group (GT intmmusoular injection of 25 mg of
testosterone propionate { Testosterone 50, Lab Brovel Mexico
Gity) every 3d during the last 154 of the experimental penod
of 30d,

iii} Glutamate + testosterone group (GGT, intramusoalar injec-
tion of 7 mg kg W of Lgh@mate every
4d = 30d ) + intramusoular injection of 25 mg of testostero ne
propionate {Testosterone 50, Lab Brovel Mexico Oty |, every
3d during the last 15d of the experimental period of 30d,

iv] Control group (GC, intramuscular injection of 1 mL of phys-
iological saline every 4d = 30d).

23 Sexupal behavior of rams: rextment design and evaliated
response variables

Treatment design consisted of a 2 =« 2 fadtorial arrangement of
treatments with two levels of glutamate (with and without}, and
two levels of testosterone (with and without). Response variables
considered indicators of Appetitive Sexual Behavior (ASB]: Fleh-
men, ano-genital sniffing, appmaches, pawing, volization, penis
mirusion, Consummatory Sexual Behavior (5B} Mount attempt
and mount conduded, and Indicators of Sexwal Rest (I15R):
Eolation-standing, isolaton-lying down, attempt to scape, ag-
gressions and external distractions.

On d0 of the experimental breeding, four rams from each
miperimental group were randomly selected and immediately
introduced to pens with anovulatory-nullipamous ewes |ie. 4
males: 14 females | in order to evaluate the male effect. Then, me-
cords of the male sexual behavior were oollected during two
consecutive hours (0B00—1000 h) during the first two days of the
perimental breeding. The records for the ASB, CSB and 15R fre-
quencies were previously described (Table 1), Therefore, the effect
to treat the males with ghitamate, testosterone and the interaction
with res pect to the control group, uponthe sexual behavior of rams
mposed anovulatory nulliparous Domper ewes, was evaluated

24, Maonagement of the nuliparous ewes exposed to trecied moms:
m sexrch of the male effect

Prior the experimental breeding to quantify the possible stim-
ulus of the “male effect” throughout those males previously treated
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the end of treatmenix. Anovulatory-nul ipanous Daorper (n = 55) ewes und erwent two ubttaound sans (- 14 and -7 days ) to aonfirm anovu Laban, in ander to prevent short estrs
cydex, atoal of &0 mg of progesterone wz 5 mg d~' applied an days — & —4 and — 2 In arder o evaluae the male effect (ME, day ), and ono= finished the trestmen s of rams, the
anovulaiory-nulipaous ewes werne randomiy allo @isd to one of the four malegroups (n = 14 each) and treted rams (n = 4} fromeach experimental group were rand amly selecisd
and immed izely imroduoed to pens where anovulatory-mull iparous Do rper ewes were placad [Muls-anovulatory scemanio (MAS] 4 mals: 14 females); remords of the male seaoual
behavior werne mileciesd during two conssoutive hours thru two days (ie 2 h = 48 h)LIn add ifon, from the first day upon exposure o males, the femal &'s estnes activity (EA) was
dedermined during ten consecutive d avs. Then, theewe"s ovulatory responss was determined on day 10 throughout 2 real time transrectal ubrasonographic scanming | US=I0) whils
anather ultrasonographic saning was performed an day 6 to diagnose pregnanoy USG)

Table 1
Main hehawio s related to the appetitive s=oal behador (ASH). consummatory s=aal behavior (C5H) and indicators of s=xnal rest (15R) of rame.
Behawior De=scription
Appetitive Sexual Behavior (ASH)
Flehmen Elevating the head and upper lip fesdback in respomse to taste and odor of urine ewe or aminent odor
Ano-genital Eniff in the genital region of ewe
smiffing
Approaches Rubh, lidks andjor superficall y nibbhling the flank of the =we with intensity and passion
Pawing The ram stand behind the swe at 2 small angle to her and kicks her flank with one of the forelegs
Vocalizations Emission of swishes regularly during the approaches or kickling in ewe

Exirumion penis Pamtial extrusion penis
Consum matory Sewoual Behavior (C5B)

Attempt mounting Behind the ewe makes movements with the int=nt o copulate, remain both front legsin the air but not plaed way afely on the ewe

Mounting Intrusi on of the penis inio vag ina of ewe with one or maone thrusts and thereby can oo ejaonlation charaderzed by the elevation of the ram’s head
hackward.

Imufi cators for Sexual Resting. Aggresdons & Escapes (SHI)

Standing tsolation Prostraie standing somewherne in the pen separate of the ewe, and appearing indifferent io the presence of these
Izalation lying Male lies regardless if it away from ewes ar there it is beside him

down
Time lying down  The time that remains lying. if e down twice or maore this it sum o get the oGl
External Male remains among the ewes, but there are noises or movemants outside the pen that cause your attention
distraction
Attempt esape Loaks for an opportunity to exit from sheep pen, gives walls around near the walls of restless way and when it have opportunity g=t out, jump the
fence
Aggresgions Hit to the ewes who approach him or finds in its way

Note: Categories and components of ram sexual behavior of rames have been previously desoribed and detadled [20-25].
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with glutamate and/or testosterone, the nulliparous ewes under-
went two ultrasound scans 7 days apart to evaluate the ovarian
status and to confirm anovulatdon by using an Aloka S50-500with a
7.5-MHz tmnsducer (Aloka; Corometrics Medical Systems, Inc.,
Wallingford, CT | 26—2E |. Thereafter, and in order to prevent short
cydes, a total of 60 mg of progesterone (Progesterone 50 mg, Lab
Brovel, Mexico City) was applied via intravulvar distributed in 3
doses: 20 mg d~" each on days 6, 4 and 2 before contact with the
treated rams | 29.30]

Therefore, a total of 56 nulliparous-anestrous Dorper ewes, with
homogeneous LW and BC were randomly allocated to four experi-
mental groups (n = 14 each] and were placed in pens 100 m apart
from each other. Each group of ewes was exposed to four rams
randomly selected from the previously treated males with gluta-
mate GG, testosterone (GT), glutamate + testosterone (GGT) and
saline-control (GC)

25 Sesual and reproducive performance of ewes: evaluated
response varighles

The estrus mduchon was determined by direct observation of
groups, twice daily from 0200 to 0900 and 1800— 1900 h during ten
conseutive days after mm introduction. The identification number
of every ewe that remained guiet and allowed herself to be
mounted by the male was recorded (consummatory secual
behavior], all the obsernations were made by the same trained
technician | 31). The estrus onserinterval refers to the period of time
between the initial male-female contactuntil the first copulation or
mount allowed. Thereafter, the ovulatory aoovity was guantified
registering the number of ewes with the presence of at least one
corpus luteum in either ovary and was determined on day 10 after
ram intmoduction throughout a real tme transrectal ultrasono-
graphic scanning {Aloka 550-500; Corometrics Medical Systems,
Inc., Wallingford, CT) using the 7.5 MHz ransducer [32]. While the
tomnl number of corpus eum per experimental group of ewes was
registered, ovulation rate was ob@ined by dividing the number of
corpus luteum in either ovary with respect to those ewes ovulating
per experimental group. Besides, on days 36 and 46, another ul-
trasonographic scans were performed to detect the presence of
embryos in the uterine cavity in order to confirm if fertilization and

PrEgnIncy ooourred

26 Swonsocol analyses

The msponse vanables W, BCS, 5C and O during the experi-
mental period were analyzed by a split-plot ANOVA for repeated
measunes amoss ime The models induded treatment in the main
plot, which was tested using animal within treatment as the error
term. Time and the time = treatment interacion were induded in
the subplot and were tested by using the residual mean square.
Regarding the male sexual behavior, data were analyzed throughan
AMOVA for a2 completely random design having a 2 =« 2 factorial
arrangement of treatments (ie. glitamate, testosterone and their
interaction); previously data of sexual behavior were log trans-
formed since they did not present a normal distribution. In the case
of a significant treatment effect, mean separations were achieved
using the PONFF opton of the GLM procedure. Count variable dis-
tribution regarding the anestrus ewe's reproductive oULCOMESs ONOE
exposed to the male effedt (Le estrus induction, estrus onset in-
ternal, ovulation rate and pregnancy} between main effects, were
compared using the CATMOD procedure of SA5 in order to deter-
mine the possible effect of the treated males upon the reproductive
response of the previously anovulatory Dorper ewes. Since a
glutamate = testosterone interaction was ohserved, both regarding
the sexual test and the repmductive outcomes of the nulliparous

ewes, single main effects for both reatment levels are presented.
Results are presented as non-transformed means + sem., and a
difference of P = 0.05 was considered as significant. All the analyses
were computed using the procedures of SAS (version 9.2; SAS Inst
Inc. Cary, NC USAL

1 Results

Fig. 2 shows the variables LW (8083 + 0.11 kg], B(S (362 £ 005
units}, and 5C (3532 + 0.14 on}; no differences among treatments
oocurred neither regarding time nor for the interacion treatment x
time. In contrast, O differed among treatments (P < 0L01); the GGT
gmoup genemted the highest value (L5 + 010, P = 001} on d15
ompared to the GG, GT and GC groups (0.7 £ 0,03, 0.4 + 006 and
01 + 007, respectively . However, on d30, no differences were
observed among the GGT, GT and GG groups {15 + 010, 09 + Q06
and 0.8 + 0,03, respectively ), yet, the lowest value was detected in
the GC group (06 + 007, P = 0U05).

Tahle 2 shows the values for the response variables according
treatments upon the sexual behavior of the rams ecposed to the
anovulatory-nulliparous Dorper EWES. Since a
glutamate = testosterone interacion was observed (P < 0L05),
simple main effects valoes for ASE and C5B (percentages] and their
omponents [ frequencies), as well as the total ASB + C5B, are me-
ported. When males were exposed to the anovulatory-nulliparous
fermales, the highest (P < 0L05) ASE percentages favored to the
GGTand GG groups, followed by the GC and the GT groups. Besides,
while no differences among treatments were observed for the
response variables flehmen pawing and vocalizations, the highest
(P 0,05 ) percentages for anogenital sniffing favored to the GG and
GGT-rams, while the highest value for appmaches and penis
extrusion oocurred in the GGT-group. Although the GGT, GG and GC
had the largest C5B percentage vales, no differences ooourred
among treatments regarding the attempt mountng and mounts
frequendes. Interestingly, when coonsidering the total sexual
behavior (ASBE + C5H), the observed mesults during the first 48 h of
the male-to-fermnale contact, favored (P < 0.05) to the GGT and GG
treatments, followed by the GC and the lowest values for the GT
gmup. In addition, the largest percentages for the sexual resting
indicators were observed in the GG, GGT and GC groups, with the
GT group depicting the lowest SRI values; the same trend was true
when adding all the variables for the SRl behavior. While the GT
mams displayed the lowest 1SR frequency, they also had the
bottommaost frequendes regarding both ASH and CSE.

At the beginning of ecperimental breeding, one ewe of the GC-
gmoup had health problems and was ecluded from analyses (ie.
GC; n = 13]. Sexual and reproductive responses of ewes exposed to
the male effect are shown in Table 3. The largest estrus induction
percentages (P < 0.05) were shown by the GGT, GG, and GC groups
regarding to the GT group. In addition, the shortest estrus onset
interval (P < 0,05} was shown by the GGT and GG groups, followed
by the GT treatment with no difference regarding the GGgmoup;
the largest estrus onset interval was depicted by the GC group.
Besides, the largest owvulatory adtivity was observed in the GG
(100x) and the GGT (92%) gmoups, observing the lowest values by
the GC and GT groups (83% and 71% respedively) The cbserved
total corpus luteum number per groupoocurred in the GGT and GG
gmups, followed by the GC and GT groups (20, 18, 13 and 12 corpus
teum, respectively). Monetheless, no differences ooourred with
respect to ovulation @te among experimental groups. Yet, the
largest (P < 0.05) pregnancy rate was shown by the GG and GGT
gmups, followed by the GC and GT groups, with comesponding
percentage pregnancy values of 100,92, 76 and 71, espectvely. The
umulative percentage of ewes showing estrus behavior once
miposed to the males from the four ecperimental groups is shown
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in Fig. 3. Atreatment effect was detected within the first 36 h after
male introduction, favoring to the GG and GGT groups (P < 005).

4. Discussion

Our working hypot hesis stated that intramuscularadministration
of glutamate and/or testosterone would simulate the sexual
behavior ( ASB & 5B ) of adult rams during the natural male sexual
resting =eason; owr results support this hypothesis. Indeed,

Table 2

significant differences weme obserwed megarding to both the appeti-
tive and consummatory sedal behaviors favoring to the GGT and GG
gmups when considering that such males were exposed to the
nulliparous-anovul atory ewes. Appetitive seoal behavior imvohees a
series of actions directed tovward a femalewaiting for copulation (eg.,
courtship ), while consummatory sexual behavior consists of a direct
seual contadt to the female, conduding with mating or copulation
|25]. Both the appetitive and consummatory sexual behaviors, to a
large degree, imvolve mainly the front of the POM for ASB ecpression

Simple main effect least-squame means (+5 EM) for s=xal behavior [Appetitive (ASH) Consummatory ((SB) and Rest (IER)] of young Dorper Rams (n = 16) treated with
glutamais (GG), besinsterons {GT), ghtamate 4 teshosterons {GCT) and saline (GC) and expased to adult Dorper anovulstary swes(n = 55 at 26° north bititude”

Ram (n}) oG ar GET (¥

3] 53] 4 ()
Appetitive (%) 68+ 12ah 27+ 14c 109 + 29 46 + 2%hc
Fl=hmen (n) QY4 25y 684 dda 129 4 30 115 & 56a
Anogenital sniffing (n) 1325 v 304 505+ 287h 1ED + 195 ab 40+ 212
Approaches(n) 16 + 4%hc 28+ 2lc GAL3 o 2502 29+ 1630
Pawing (n) 73y 312 034 0% 453 4 27 5a 33 419
Vaocalization (n) 184 1la 08+ 08 3y 42803 245 1362
Penis sxtrusion (n} 18y 08ah (L8 + (L8h T3y 4dilla 23 514 ab
Consum matory (%) 924 7 08 4 (LGh 924 463 57T +23a
Attempt mounting (n) L8y 15 05y 0% 43y 145 Iy iig
Mounting (n) 53y 49 03+ 03 18422 28423
Total ASBECSE (n) 1785 ¢ 26,40 [F e e [T T 2833 3 759y 12003 3 SAGhe
ISR (%) 16 +71a 04 + 0 Q63 2% 40 + 04 ab
Standing kaolation (n) 30+ 09 03+ 0% 184 10ah 18 + 048 ab
Lying isalation (n) 1+ (Ldb 0 Lic 13y (G2 1311
Timme Lying (min.) 784 440 LI 167 + 63 ab Ao 20
Att=mpt escips (n)
Aggressions (n) 10+ 1da 034 0% Gy 4% Ol
External distractions (n) 15+ 0% 04 Lk 0+ Wik 0% + 0L5h
15K Total (n) 155 +92a 05 + (L3h M3 +30a 55 + 05 ab

“Behavioral sexual test was conducted the first 2 h of male-to-females mntact, with several anovulatory ewes during 2 @mnssotve days and under natura phoioperiod

canditons.
aBe=yaes with different literal in the same row differ (p < 005)L
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Tahle 3

Simple main effect keast-square mears (+5EM) for sexua and reproductive per-
farmanae of nulliparowus ewes Dorper exposed © rams adults previously treaed
with ghitamate (GG) teshosterone {GT), ghimate 4 teshosterone (GET) and waline
salution (G0 at 26 north ltitude.

Pwes(n) [F H GT GET [H

L4 114y 14 (13}
Estrus onset interval (h) 386 + 26 433765 36328 5824 TF
Exirus induction () 100" e 100* 100"
Cvulabary adhivity (5£) plili g e gliigl 2
Totl @mrpus luteumn (n) 18 128 i 138
{wulation rate(n) 13 013" 12:01" 185z @18 1220201
Pregrancy (T 100" i azt il

ahe = Values with different hiteral in the same row differ (P 0005 )

as well as the back of the nudeus for the C5B ecpression [33,34).
Interestingly, those bmin structures located in the medial preoptic
area and the median eminence contain most neuronal cell bodies
and terminals of GnRH neurons, respectively |3 . Results suggest the
potential imohement of glutamate administraton upon GnRkH
neurons as well as on other neuronal and glial cells that regulate
neuronal excitability, causing the adivaton of me@abotropic gluta-
mate eceptors (mGuks] and the release of LH [35], and ulimately
testosterone, affecting positively the male sexual behavior [13).
Certainly, glutamate actions in the MPOA positvely affect both ASB
and C5B [12], increasing not only the emectile mresponse but also
enhandng ultmsonic vocalizations |36 ).

Glutamate and its agonists have been imvolved in the direct and
indirect regulation of GnRH secretion, promoting pulsatile release of
LH and, consequently, testosterone production in males [13,37 38
Besides, subcutaneous injections of glutamate stimulated LH release
and, consequently, testosterone output in adult male rats. Testos-
terone levels in these males wemre elevated after treatment with
glutamate, presumably after the release of LH | 14,39 In additon, it
has been found that changes in glutamate level during copulation
can impact a faster hormone action in the MPOA by an ammatase-
dependent effect influencng a faster mesponse (ie. minutes) in the
expression of sewal behavior [1233] Moreover, it is likdy that
glutamate, by the influence of kis speptin, dopamine, catecholamines
and the release of nitric cxide, regulates the androgen produdion

B

b

Cummulative of ewes in estrus {Hi

T T T T T T T T —
I 45 B0 T2 B4 B 108 120 12 4 252

o 12 M
Hours after introduction treated ot testing rams

— g O GET- - o6

Fig. 3. Cummulaive peremage of behawior across the experimentl period from
anowibory-nullipaous Dorper ewes (n = 55; 14 or 13 per treament) sposed to
Darper rams (n = 16, 4 per treament | treated with ghramate (GG), estosterone (GT)
ghimmate + teosterane (GCT) and saline solution (GC) during the tradonal male
reproductive resting season and the female anestrous season (Spring) under natural
photoperiod at 26 north Lttude.

a3 b= vahes with different teral in the same row differ (P < LOS)L

through interactions with GnRH cells in the MPOA, which, in tum,
affect the LH release in the anterior pituitary [1113].

On the other hand, the GGT-treatment caused an increased
sezgual behavior, suggesting a possible  synergistic
glutamate + testosterone interaction potentatng the expression of
seual behavior. Certainly, glutamate activates brain areas related
to secual behavior such as the medial amygdala { MEA) and the bed
nudeus of stia terminal (BMST) where there are also testosterone
mceptors. Such scenario suggests that actvation of testosterone
receptors may help to sensitize androgen stimulation improving
the e pression of sexual behavior | 1240]. Indeed, testostermne may
possibly facilitate sexual behavior, at least in part, because of an
inreased activation of glutamate releasing neurons, due to an up-
regulation of those ghitamate receptors located in the MPOA,
increasing the interaction of endocrine signals that facilitate sexual
behavior expression [ 12,35].

Mevertheless, another possible synergistic effect of the GGT-
treatment probably oocurred after aromatization of testosterone
to estradiol, since the linkage of estradiol to its ERx receptors
subsequently activates the enzyme F13 kinase, promoting the
release of glutamate. Additionally, the GGT-treatment may had
possibly helped to reduce the sensitivity to the adtion of the
negative feedback of testosterone upon LH, influencing the activity
of glutamate, or thmugh an up-regulation in the testoular endo-
ine function to stimulate sexual behavior [12].

Regarding the results ohserved in the GT-gmup, the applied dose
of testos terone (25 mg) may not have been enough to trigger a better
seual behavior. On this respect, previous results of our group have
demonstrated that sexmally inactive male goats receiving 50 mg of
testosterone during 3 weeks showed an increased sexual adhivity
|41]. In addition, in male goats, it has been confirmed the effective-
ness of intramusoular testosterone in the inrease seoual behavior
during the non-breeding season |42]. Hence, a different-driven
spede response between mms and bucks cannot be discarded.
Moreover, administration of exmgenous testosterone in castrated
animals restored the secual behavior in rams | 24,43 These results
suggest that, in castrated animals and during the season of sexual
arred, testosterone may stimulate specific brain structures imvolved
in the male sexual desire, increasing the libido. However, the rams
used in our study may have faced a non-pmofound reprodudive
seasonality, so the testosterone treatment did not increase the
eepression of sexual behavior; these findings are in line with the
arguments previously reported [24 ). Therefore, 2 possible explana-
tion for the response of the GC-—rams that sowed greater ASB and C5B
performance megarding the GT-mms i= that in the GCorams, the
seual amrest was not guite significant, exerting certain secual be-
havior=s which were enough to pmowke a sexual response oncoe
meposed to the anovulatory ewes. In addition, previous research
ovaluating the temporal expression of meprodudive acivity has
dassified to the Domper breed as a genotype with a reduced repro-
ductive seasonality |44). Besides, the seasonal vanation in repro-
ductive behavior observed in sheep production, tends to decrease in
a linear way once associated with the degree of domestcation and
intensive repoducion |45 46].

With respect to the ewe's reproductive outcomes, a fact that
confirms the ahove statements are the enlarged reproductive out-
comes shown by the nulliparous ewes exposed to male effect. The
obtained reproductive outcomes shown by the most ewes of this
study, was probably because the rams fromall experimental groups
eeerted an adeguate sexual stimuli from a behavioral view point,
triggering both endoorine and sexual responses in the previously
anovulatory-nulliparous Dormper ewes. Certainly, the presence aof
mms increase the tonic [H secretion of the anestrous ewes pro-
mating both estrous response and ovulation within hours or few
days after male exposure |47 ] In our study, the groups of ewes
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exposed to the GG and GGT rams achieved a higher ovulatory ac-
tivity (100%) with respect to both the control and the testosterone
gmoups (<7715%), denoting a positive effect of the male effect
exerted by the GG and GGT groups.

This high reproductive response observed in these females,
could be due to three factars: First, the ewes used in this research
were in a shallow anestrus, showing low sensitivity to the inhibi-
tory effects exerted by estradiol during the anestrus season [47]. In
the Dorper breed, it has been ohserved a quite short anestrous
period, from one to three months, a scenario that suggests the
presence of a non-profound shallow anestrous | 44,48 |. The last has
been associated with a high [H pulse frequency, denoting a poor
response to the negative feedback of estradiol, genemting in turn, a
positive response of these ewes to the male simulus | 4749). Sec-
ond, Dorper rams have been defined as non-very seasonal from a
reproductive point of view, therefore, the sexpal behavior exerted
by these rams should has been enough to induce sexual and
reproductive activity of ewes. Third, considering that the ewes used
in this study were bred under an intensive producion system, a
good nutritional level is another key factor that could favorahly
influence the functionality of the hypothalamic-pituitary-gonadal
axis where some brain areas have nutridonal sensors to link and
align nutritional status and reprodudive function [50] Certainly,
well-nourished females are mome secually responsive to males than
underfed ewes |51]. Moreover, cydic ewes with low food intake and
poor body condition can increase the hy pothalamus sensitivity to
the negative feedback of estradiol |52].

On the other hand, ewes exposed to the GG and GGT males
showed a shorter onset of estrus with respect to those ewes
expased tothe GT and GC males, a scenario that could be eplained
becanse of a more intense sexual behavior, (ie. increased libido),
generating an enlarged stimulaton in the exposed females,
reducing the onset of estrus regarding to the GG and GGT males.
Indeed, previous reports state that the response of ewes to the male
effect is influenced by the intensity of secual behavior emitted by
the rams [53,54). Our results emphasize the importance of the
manifestation of an intense sexual activity of males which is a
critical point to achieve a rapid and effective sexual stimulation in
the anovulatory females |55].

Moreover, the GGT-mams had the highest odor intensity
regarding the other groups, a cudal issue in that the ewe's
percepton of the mm effect is mainly eeerted throug hout olfactory
cues |56). Previous studies have highlighted that the smell of a
seually active male simulates the GnREH neurons in anovulatory
ewes, indudng arapid increase in the secretion of LH and, in turn,
the ovulatory response both in sheep and goats [57.58). From these
studies, is dear that, from the several sensory simuli emitted by
rams in order to provoke a neurc-endoine response in the
anovulatory ewes, the olfactory stimulation undoubtedly plays a
central role.

Thiz is the first report that unwveils an interesting and promising
role of glutamate + testosterone as a modulating molecules
involved in the induction of male sexual behavior considering to
the ram as animal model. While the GG and GGT treatments
generated encouraging sexual behaviors in males and increased
reproductive outcomes in those females exposed to such GG and
GGT males, our results am also thought-provoking from a
comparative sexual behavior perspective in that may embrace po-
tential important translational applications.

5. Conclusions
The administration of intramusoular glutamate or

glutamate + testosterone to Dorper rams fadng inoreased photo-
periods during the natural season of male reproductive arrest,

enhanced both the appetitive and consummatory sexual behavior
of males. In turn, these treated mms elidted not only a faster estrus
esponse of previously anovulatory ewes but also inoeased
owulation total number corpus luteum ovulation rate and preg-
nancy rate once these ewes were scposed to these active-treated
males.
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1. Imtroduction

In small muminants, mainly under temperate and subtropical condifions. a seasonal pattern of
reproductive function has been reported, being more accentuated as genotypes originate from northern
latitudes (Goodman et al.. 2010). Such reproductive behavior, generates a defined pattern of ovarian
activity with most ovulatory cveles occurning in the autumn and winter (breeding season) and a resting
reproductive period during spring and summer (anestrous season) (Goodman et al., 2010; Fabre-Nys
et al . 2014). One of the main strategies to counter this paucity in the reproductive activity (Menassol
et al.. 2012; Abecia ef al., 2015) 1s the mfroduction of a sexually active males to the female’s herd

(Hawken and Martin 2012; Fabre-Nys et al.. 20135).

However, the endocrine response of anestrs ewes to the exposure to males depends on the
mtensity and quality of the ram stimulus upon the anestrous females (Veliz et al., 2006; Ungerfeld et
al, 2014). According to Perkins and Fitzgerald (1994), a large percentage of anestrous ewes exposed
to rams with high libido do ovulated (95%) regarding rams with low libido (78%). Recently, Tejada et
al.. (2017) reported that Dorper rams treated with exogenous testosterone increased both the appetitive
and consummatory sexual behaviors when exposed to anovulatory ewes during the anestrous season.
Interestingly, thev also reported increases in estrus activity, up to 83%, as well as an angmented
ovulation percentage, up to 80%. once the anestrus ewes were exposed to these rams which were

previonsly exposed to the “female effect”™

In males. glutamate, the main neurotransmitter in the central nervous system, participates in
the expression of sexual behavior because of its action upon GnEH neurons (Iremonger et al., 2010;
Meza-Herrera, 2012). This inferesting excitatory amino acid, increases the neural activity that
facilitates penis erection and mating behavior (Melis et al, 2004) not only in male rats (Olney et al |
1976: Dominguez et al., 2006; Li et al., 2013) but i hamsters (Ebling et al.. 1998). In addition. in

mice, after two hours of being treated subcutaneously with glutamate, the baseline semuim testosterone
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levels increased from about 1 ng/'ml fo 4 ng/ml in 3 h and to 5 ng/ml in 6 h (Olney et al . 1976).
Building in these previous findings. we tested the hvpothesis that frequent treatments with glutamate
and/or testosterone in young Dorper rams would increase their sexual behavior, and if these treated
rams would be able, in murn to induce a reactivation of the ovarian function thm the “male effect™ in

mulliparous-anestrous Dorper ewes during the anestrous season.

2. Materials and methods

21, General

All the methods and management of the experimental units nsed in this study were in strict
accordance with accepted guidelines for ethical use, care and welfare of amimals in research at
international (FASS, 2010) and national (NAM, 2002) levels, with institutional approval reference

mumber UAAAN-UL/14-510-400-2.

2.2, Location, environmental conditions animals and management

The research was conducted from April to June, in northern Mexico (Coahuila; 25° 64" LN and
103 26'L0O, 1,120 m. altitude) under natural light conditions. During the period of the study. the mean
annual rainfall and mean annual temperature were 258 mm and 24°C, respectively, with maxinmm
and minimum temperatures of 41 °C and -1 °C (summer and winfer, respectively). Dorper rams and
ewes were raised and maintained in a special production unit linked to a Holstein Dairy Cow intensive
production system. The animals were fed twice a day (1200 & 1800); the diet was based on 60%
sorghum silage and 40% concentrate (14% CP), and a mixture of macro-minerals. The amimals had ad
[ibifum access the food, clean water, mineral salts and shades. The health status of all the experimental
units was supervised by an expenienced veterinarian during the whole experimental period. Besides,

efforts were made to minimize any possible discomfort in the experimental units.
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2.3.  Rams

Pubertal rams (n=20; 11 mo. old) were homogeneously distributed in terms of live weight
(LW), body condition score (BCS) and scrotal circumference (SC); LW=5520.9 kg. BCS=3.2=0.10
units, SC=30=0.38 cm; respectively, in four groups (n =5 each). On March 26, each group received
one of the following i.v. treatments: 1). GG: 7 mg kg'! LW of Glutamate (every 3d x 28d). 2). GT; 1
ml of saline every 3 days for 15 days and then 25 mg of testosterone propionate every third day for 15
days. 3). GGT: 7 mg kg LW of Glutamate (every 3d x 28d) + 25 mg testosterone propionate (every

3d x 15d) and 4). GC: 1 ml of physiological saline solution (every 3d x 28d).
24. Ewes

Nulliparous Dorper ewes (n=129; 7-8 mo.) underwent two transrectal ultrasounds to evaluate
the status of the ovary (Tejada et al.. 2017); ultrasound was performed on days 14 and 7 prior to mating.
While 100 ewe (77.5%) of the original population were confirmed in in anovulatory status, 29 ewes
(22.5%) were found to have luteal bodies, so they were considered cyclical an eliminated from the
study. Once the anovulation status was confirmed. a total of 82 ewes were randomly selected and were
completely isolated from the rams contact. These ewes were injected with 60 mg of progesterone im.
(20 mg on days 6. 4 and 2 before to be exposed to the treated males) in order to avoid the short cycles

and that the first ovulation was accompanied by estrus (Chemineau et al., 2006).

2.5.  Insearch of the male effect

The ewes were divided into four homogeneous groups in terms of weight and body condition
(42.2+2 3 kg and 3=0.09 units; respectively) 24 h before putting them in contact with the rams and
were placed in separate pens (4 x 3 m) at a distance of more than 100 m. On day 0 after the treatment
period of the rams (April 26), in each group of ewes were introduced 4 rams belonging to the same

treatment which were rotated two by two every 24 h x 20d.
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2.6.  Sexual behavior of rams: evaluated response variables

Upon contact of males to females. the first two hours (0800 to 1000) and during first two days
of contact, ram sexual behavior tests were performed (Carlussio et al., 2013, Guillen-Mufioz et al.,
2016). In these tests, both the appetitive sexual behavior (ASB; anogenital sniffing. approximation.
kicking, vocalization and flehmen), the consummatory sexual behavior (CSB: attempted mounts and
complete mounts) as well as the indicators of sexual rest (ISR aggressions, distractions, attempt of

escape and 1solation of foot). were registered.

2.7.  Sexual and reproductive performance of ewes: evaluated response variables

The sexual activity of the females was monitored from day 0 to day 20, and the following
response variables were determined: Interval of estrus imitiation, through direct observation of the
groups twice a day (0800 and 1800 h). considering the time elapsed since the contact ram-ewe until
the first mating occurred. Estrus response, the number of ewes showing standing estrus was recorded,
considering the ewe’s identification number that remained still and allowed to be mounted by the ram
(Perkins and Roselli, 2007). Owulation response, was determined at 6, 13 and 23 days after the
mtroduction of the rams, considering the number of ewes with the presence of CL in any ovary
determuined throughout transrectal real-time ultrasonographic scanning (HS-2000, Honda Electronics
Co., Ltd., 7.5 MHz; Vinoles et al. 2004). Owvulatory rate, the total number corpora lutea observed
throughout transrectal ultrasonographic scanning and divided by the total number of ewes which
ovulated. Pregnancy rate, determined by counting the number of embryos observed in the uterine
cavity throughout transrectal ultrasonography at day 54 after the introduction of the rams. Figure 1

shows a schematic representation of the experimental protocol.

“INSERT FIGURE 1 HERE"
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2.8. Statistical analyses

The sexual behavior of the rams, the number of ewes showing estrus, ovulation response,
ovulatory rate and pregnancy rate were compared using the Chi-square test (Xi*). The interval of
estrous initiation was compared using a variance analysis (ANOVA) to evaluate the effects of the
treatments. When the ANOVA revealed significant differences between groups of ewes, a multiple
comparison analysis was performed using a Student-t-test. Statistically significant differences were
established at a value of P<0.05. Data were analyzed using the statistical package SAS (SAS Inst.
Inc., Cary. NC).

3. Results

3.1.  Sexual behavior of rams

Table 1 summarizes the sexual behavior of rams during the 2d x 2 h exposure to nulliparous-
anovulatory Dorper ewes. The highest frequencies in ASB were shown by GGT (38%) followed by
GG (25%). GC (21%) and GT (16%); significant differences (p < 0.05) were observed among groups.
On the other hand. the GT-males had the CSB highest performance (34%: p < 0.05) regarding the GC
(26%), GGT (21%) and GG (19%) groups, vet. with no differences observed among the last three
experimental groups (p > 0.05). When adding the ASB plus CSB frequencies, differences (p < 0.05)
among the experimental groups were observed: GGT (35%). GG (24%). GC (22%) and GT (19%). In
relation to the ISR, the highest values were shown by the GT (54%; p < 0.05) compared to the GG
(23%), GC (12%) and GGT (11%) groups. without observing differences between these last three

groups (p = 0.03).
“INSERT TABLE 1 HERE"
3.2.  Sexual and reproductive response of ewes.

Two sheep of the GGT group were excluded from the experiment since they had health

complications. The sexual and reproductive response of ewes exposed to the treated rams appear in

79



189

190

191

192

193

194

195

196

197

198

199

200

201

202

203

204

205

206

207

208

209

210

211

212

Figure 2 and Table 2. No differences (p > 0.05) among treatments were observed regarding estrus
response, ovulation response, and ovulation rate (general averages: 16=0.4, 19.5+0.25 and 1.25=0.04;
respectively) during the entire experimental period (d0 to d20). However, the interval to estrus onset
did not differ (p > 0.05) among treatments during the first 10 days of exposure to males (general
average 47.8+3 h). Yet, this trend changed during the following 10 days (d11 to d20; p < 0.05),
observing the largest interval to estrus onset in those ewes exposed to GC and GG rams (385=7 and
370=12 h; respectively). The shortest estrus onset was observed in those ewes exposed to the GT and
GGT rams (352=6. 359=8; respectively). with no differences among GG. GT and GGT (p > 0.05). The
largest pregnancy rate was observed in the GGT group, followed by the GT, GC and GG groups (17%,.

16%. 16% and 15%; respectively), with no statistical differences (p > 0.05).

“INSERT FIGURE 2 AND TABLE 1 HERE"™

The cumulative percentage of sheep that presented estrus during the sampling period (every 12
hours during the 20 days) is presented in Figure 3. The expression of the estrus response in the ewes
of the GGT group was constantly higher than the groups GG, GT and GC, however, only significant

differences were found between the GGT and the GC group (p < 0.05).

“INSERT FIGURE 3 HERE"

4. Discussion

Based on our working hypothesis. the central inquiries we sought to answer in this study were:
1). Do the intravenous administration of glutamate. testosterone or both will induce both appetitive
and consummatory sexual behaviors of young Dorper rams dunng the natural sexual resting season?,
2). Does glutamate and testosterone would act in a synergic fashion to enhance such sexual behaviors?
3). These treated young rams would be able to induce, throughout the “male effect”. the reactivation
of ovarian function of anestrus-acyclic Dorper ewes?. In regard to the first question, our results

demonstrate that frequent treatments with glutamate plus testosterone in young Dorper rams increased
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both the appetitive and consummatory sexual frequencies. Since such increased sexual behavior was
notably observed in the GGT group, this upshot denotes a possible synergistic action of glutamate +
testosterone. providing elements to answer the second query. With respect to the third inquire, the
treated males were able to induce reactivation of ovarian function throughout the stimulus of the “male
effect”. Therefore, these treated GGT-rams can be an attractive altemative to reduce the estrus paucity

in anovulatory ewes through the male effect.

In the present study, the sexual behavior of the GGT rams was not only 17% superior to the
control group but also 13% greater when adding the CSB & CSC sexual frequency behaviors regarding
the control group. Simultaneously. Dorper ewes exposed to these GGT-rams had respective increases
of 13% and 5% in estrus and ovulatory responses with respect to those ewes exposed to the control-
rams. These encouraging sexual responses of those females exposed to GGT-rams can be attributed to
the enhanced sexual behavior performed by these rams. In fact, previous studies state that the number
of females responding to the male effect is strongly influenced by the intensity of sexual behavior and
the quality of the stimulatory signals provided by males such as pheromones. in addition to a
combination of visual and tactile signals (Perkins and Fitzgerald, 1994; Pellicer-Rubio et al., 2013;
Martinez-Alfaro et al., 2014; Orihuela, 2014). Interestingly. more than 50% of ewes exposed to GGT
rams exhibited standing estrus during the first 96 h compared to GG, GT and GC (Fig. 3). This could
be due to the socio-sexual interaction between rams and ewes, a scenario that may had diminish the
negative feedback of steroids responsible for the state of anestrus, promoting in furn. a positive
stimulus upon the GnRH secretion and reactivating the reproductive cycle in a sooner fashion (Fabre-
Nys et al.. 2015). Therefore, the observed results backing to the GGT group. suggest a synergistic
action of glutamate plus testosterone. and not necessarily to the individual action of either glutamate

or testosterone alone.

Hence. the obtained results in the present work provides evidence that glutamate potentiates its

effect upon sexual behavior in the treated males when exogenous testosterone is added. The above can
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be explained by the existence of the hormone-glutamate interaction that may reflect bidirectional
influences in that some hormones regulate glutamate activity and glutamate also regulates endocrine
function by stimulating sexual behavior (Estienne, 2000 Domunguez. 2009). Certainly. since
glutamate receptors are located in a myriad of hypothalamic nuclei (Durand et al., 2008; Meza-Herrera
et al., 2014) this excitatory amino acid may had acted upon the GnRH neurons (Iremonger et al . 2010)
which are responsible to initiate the hormonal cascade that leads to the hormone synthesis by the testes

(Hull and Dominguez. 2006: Will et al.. 2014).

Besides, the admunistration of glutamate may had acted also in an indirect fashion, by
promoting the activation of the androgen receptors. and in furn. stimulate copulatory behaviors (Will
etal.. 2014). In rodents. glutamate has shown to elicit sexual behaviors such as erection and ultrasonic
vocalizations that occur during mating and facilitates socio-sexual contact (Brudzynski and Pniak,
2002; Fu and Brudzynski. 1994). In addition. glutamate has been involved in the expression of’
copulation behaviors (Ebling et al.. 1998; Melis et al.. 2004; Dominguez et al.. 2006: Li et al.. 2013).
Furthermore, in many species, the activation of male copulatory behaviors seem to depend on the
central aromatization of testosterone. Certainly, it has previously shown that the aromatase activity is
present in some brain areas that control the male sexual behavior while the enzymatic activity along

the steroidogenic pathway seems to be regulated by testosterone (Balthazart and Foidart, 1993).

According to other studies, glutamate indirectly influences the expression of sexual behavior,
specifically at brain level in the medial preoptic area, by modulating the male's sexual behavior through
its effect upon dopamine action; indeed, testosterone is required to maintain basal dopamine levels in
order to increase copulatory ability (Dominguez and Hull. 2005; Mahesh and Brann, 2005; Will et al.,
2014). On the other hand. rams treated only with testosterone had 42% more indicators of sexual rest.
A possible response to such endocrine scenario is that when applying exogenous testosterone, the
negative feedback system diminished the production of this hormone and. as a result. a reduction in
the libido expression was motivated. decreasing its ability to express sexual behavior (Henley et al..

82



263

264

265

266

267

268

269

270

271

272

273

274

275

276

277

278

279

280

281

282

283

284

285

286

287

2010; Bustos et al., 2012). Finally, although the ewes were treated with 20 mg i m. of progesterone to
eliminate the presence of short cycles once exposed to males, silent ovulations were not completely
abolished, suggesting that with the aim of observe an evident standing estrus, a greater level of
progesterone should be applied to block the synthesis of prostaglandins, thus affecting luteolysis

(Chemineau et al.. 2006).

Our study, seems to be the first report that demonstrate that sexual behavior of young Dorper
rams can be improved throughout 1. v. administration of glutamate + testosterone (GGT), since we are
not aware of any previous study scrutinizing such possibility. Subsequently. such GGT treated males
were able to promote encouraging reproductive outcomes from those previously anestrus-acyclic
Dorper ewes throughout the male effect. Therefore, our study unveils a possible synergistic stimulus
provided by the admimistration of glutamate + testosterone upon both the sexual behavior and
performance of the anestrous ewes once exposed to these treated rams. Such socio-sexual response can
be an important reproductive alternative to induce reactivation of the ovarian response of acyclic ewes
not only under out-of-season scenarios but also in a shorter period of time. Whereas the GGT treatment
generated encouraging sexual and reproductive outcomes. our main outcomes are also thought-
provoking from a comparative sexual behavior perspective while may embrace potential translational
applications.

Contributors
CAMH, GCL & FGVD conceived and designed the experiments. GCL. OAG & RRM performed the
experiments, CAMH. FGVD, JVRB & OAG contributed reagents, material and analysis tools, CAMH,
GCL & FGVD analyzed data and wrote the paper. All authors have participated in the critical revision
of the manuscript and approved of the final version.

Acknowledgments

The authors are thankful to the National Council of Science and Technology (CONACYT-

Mexico) for the scholarship granted to the first author to obtain her Doctoral degree. Appreciation is

83



288

289

290

291

292

293

294

295

296

297

298

299

300

301

302

303

304

305

306

307

308

309

310

311

312

also expressed to the Universidad de Cordoba, Spain which also supported to the first author in order
to get the double doctoral degree (UCO Spain & UAAAN Mexico). We also acknowledge the technical
assistance and support from the students enrolled in the Agriculture and Livestock Graduate Program,

UAAAN-UL, Torreon Coahuila, Mexico, in the development of this study.

References

Abecia J A, Chemineau P., Flores J A, Keller M., Duarte G, Forcada F., Delgadillo J A 2015.
Continuous exposure to sexually active rams extends estrus activity in the ewes in spring.
Theriogenology. 84, 1549-1555.

Balthazart J.. Foidart A. 1993 Brain aromatase and the control of male sexual behavior. J. Steroid
Biochem. Mol. Biol. 44, 521-540.

Bedos, M., Velazquez. H., Fitz-Rodriguez, G.. Flores, J A, Hemnandez. H., Duarte, G.., Vielma, J.,
Fermnandez. 1.G.. Retana-Marquez. M.S.. Musioz-Gutiérrez. M., Keller, M., Delgadillo. JA.
2012. Sexually active bucks are able to stimulate three successive groups of females per day with
a 4-hour period of contact. Physiol. Behav. 106, 259-263

Brudzynski SM.. Pniak A. 2002. Social contacts and production of 50-kHz short ultrasonic calls in
adult rats. J. Comp. Psychol. 116, 73-82.

Bustos O.E., Torres-Diaz, L. 2012. Reproduccion estacional en el macho. J. Morphol. Intern. 30, 1266-
1279.

Carlussio A., Contnn A, Amendola S.., De Angelis E.. De Amucis 1. Mazzatenta A. 2013. Male
isolation: A behavioral representation of the pheromonal “female effect” in donkey (Equus
asinus). Physiol. Behav. 118, 1-7.

Chemineau P_. Pellicer-Rubio M.T., Lassoued N., Khaldi G.. Monniaux D. 2006. Male-induced short
oestrus and ovarian cycles in sheep and goats: a working hypothesis. Reprod. Nutr. Dev. 46,

417-4290.

84



313

314

315

316

317

318

319

320

321

322

323

324

325

326

327

328

329

330

331

332

333

334

335

336

Dominguez Th. 2009. A role for preoptic glutamate in the regulation of male reproductive behavior.
Neurosci. Update 1, 11-19.

Domunguez TM., Hull EM. 2005. Dopamine. the medial preoptic area. and male sexual behavior.
Physiol. Behav. 86, 356-368.

Dominguez JM.. Gil M., Hull, EM. 2006. Preoptic glutamate facilifates male sexual behavior. I
Neurosci. 26, 1699-1703.

Durand D, Pampillo M., Camuso C., Lasaga M. 2008. Fole of metabotropic glutamate receptors in the
control of neurcendocrine function. Neuropharmacol. 535, 377-583.

Ebling FJ. Owen JA . Ben W.T., Cronin A'S. 1998 Seasonal neurcendocrine rhythms in the male
siberian hamster persist affer monosodium glutamate-induced lesions of the arcuate nucleus m
the neonatal period. J. Neuroendocrinol. 10, 701-712.

Estienne M T, Bronghton D 5. Barh CE_ 2000. Serum concentrations of lnteinizing hormone, growth
hormone, testosterone, estradiol, and lepfin in boars treated with n-methyl-D,L-aspartatel. 1.
Amim. Sci. 78, 365-370.

FASS, 2010. Guide for the care and use of agricultural animals in agricultural research and teaching.
3rd edition, Federation Animal Science Society, Savoy, IL, USA.

Fabre-Nys C.. Chanvallon A.. Dupont J.. Lardic L., Lomet D, Martinet 5., Scaramuzzi F_J. 2016. The
“Fam Fffect™ A “non-classical” mechanism for inducing LH surges in sheep. PlosOne. 11, 1-
22

Fabre-Nys C., Kendrick KM, Scarammzzi E.J. 2015, The “ram effect”: new msights into neural
modulation of the gonadotropic awis by male odors and socio-sexual interactions. Front.
Newrosci. 9, 1-16.

Fu X W., Brudzvnsks S M. 1924 High-frequency ulirasonic vocalization induced by mfracerebral

glutamate in rats. Pharmacol. Biochem Behav. 49 835-841.

85



337

338

339

341

342

343

345

347

349

350

351

352

353

354

355

356

357

358

359

360

Guillén-Muiioz J M., Meza-Herrera C_A.. Santos-Jimenez Z.. Rivas-Muiioz R.. Luna-Orozco JR..
Mellado M., Véliz-Deras F.G. 2016. Exposure of sexually inactive males to estrogenized females
increased the investigative and consummatory sexual behavior. Anim. Reprod. Sci. 173, 97-103.

Goodman RL. Jansen HT. Billings HJ. Coolen LM., Lehman M.N. 2010. Neural systems
mediating seasonal breeding in the ewe. J. Neuroendocrinol. 22, 674-681.

Hawken PAR. Martin GB. 2012. Socio-sexual stimuli and gonadotropin-releasing
hormone/luteinizing hormone secretion in sheep and goats. Dom. Anim Endocrinol 43, 85-94.

Henley CL.. Nunez A A, Clemens L.G. 2010. Exogenous androgen during development alters adult
partner preference and mating behavior in gonadally intact male rats. Horm. Behav. 57, 488-495.

Hull EM., Dominguez J M. 2006. Getting his act together: Roles of glutamate, mitric oxide, and
dopamine in the medial preoptic area. Brain Res. 1126, 66-75.

Iremonger K.J., Constaintin S., Liu X, Herbison A E. 2010. Glutamate regulation of GnRH neuron
excitability. Brain Res. 1364, 35-43.

Li X, Higley A.. Song R, Xi ZX. 2013. Effects of metabotropic glutamate receptor ligands on male
sexual behavior in rats. Neuropharmacol. 66. 373-381.

Mahesh V B.. Brann D.W. 2005. Regulatory role of excitatory amino acids in reproduction. Endocrine.
28, 271-280.

Martinez-Alfaro J.C., Hernandez H._. Flores J A | Duarte G., Fitz-Rodriguez G.. Femandez 1.G.. Bedos
M.. Chemineau P_. Keller M. Delgadillo J A.. Vielma. J. 2014. Importance of intense male sexual
behavior for inducing the preovulatory LH surge and ovulation in seasonally anovulatory female
goats. Therniogenology. 82, 1028-1035.

Melis MR, Succu S., Mascia M.S._, Cortis L., Argiolas A. 2004. Extracellular excitatory amino acids
increase in the paraventricular nucleus of male rats during sexual activity: main role of N-methyl-
D-aspartic acid receptors in erectile function. European J. Neurosci. 19, 2569-2575.

86



361

362

363

364

365

366

367

368

369

370

371

372

373

374

375

376

377

378

379

380

381

382

383

384

385

Menassol J.B., Collet A.. Chesneau D., Malpaux B., Scaramuzzi RJ. 2012. The interaction between
photoperiod and nutrition and its effects on seasonal rhythms of reproduction in the ewe. Biol.
Reprod. 86, 1-12.

Meza-Herrera C_A. 2012. Puberty, kisspeptin and glutamate: A ceaseless golden braid. In: Advances
in Medicine and Biology. Ed: Berhardt L V. Nova Science Publishers Inc. Hauppauge, NY.
USA.. Vol. 52, Chapter 3. 97-124.

Meza-Herrera C.A., Calderon-Leyva G., Soto-Sanchez M.J., Serradilla JM.. Garcia-Martinez A,
Mellado M., Veliz-Deras F.G. 2014. Glutamate supply positively affects cholesterol
concentrations without increases in total protein and urea around the onset of puberty in goats.
Anim Reprod. Sci. 147, 106-111.

NAM 2002. Guide for the care and use of laboratory animals. Co-produced by the National Academy
of Medicine-Mexico and the Association for assessment and accreditation of laboratory animal
care international. 1st. Edition. Harlan Mexico. DF. Mexico.

Olney JW_, Cicero T.J., Meyer E., De Gubareff T. 1976. Acute glutamate-induced elevations in serum
testosterone and luteinizing hormone. Brain Res. 112, 420424,

Orihuela T .A. 2014. The sexual behavior of ram: A review. Rev. Mex. Cien. Pec. 5. 49-89.

Pellicer-Rubio M.T.. Touzeé J.L.. Baril G., Malpaux B. 2013. The luteal outcome of anoestrus ewes
induced to ovulate by the male effect is not related to the population of ovarian antral follicles
before male exposure. Anim Reprod. Sci. 137, 23-30.

Perkins A . Fitzgelald J A  1994. The behavioral component of the ram effect: the influence of ram
sexual behavior on the induction of estus in anovulatory ewes. J. Anim Sci. 72, 51-55.

Perkins A, Roselli CHE. 2007. The ram as a model for behavioral neuroendocrinology. Horm.
Behav. 52, 70-77.

Tejada U L., Meza-Herrera C. A, Rivas-Muiioz R, Rodriguez-Martinez R, Camillo E., Mellado M.,

Véliz-Deras F.G. 2017. Appetitive and consummatory sexual behaviors of rams treated with

87



386

387

389

390

391

392

393

394

395

396

397

398

399

401

402

407

exogenous testosterone and exposed to anestrus Dorper ewes: efficacy of the male effect. Arch.
Sex. Behav. 46, 835-842.

Ungerfeld R, Clemente N.. Bonjoura L. Onhuela A 2014 Equine chorionic gonadotrophin
admunistration to rams improves their effectiveness to stimulate anoestrous ewes (the “ram
effect”). Amm Reprod. Sci. 149, 194-198.

Véliz F.G.. Poindron P.. Malpaux B.. Delgadillo J.A. 2006. Maintaining contact with bucks does not
induce refractoriness to the male effect in seasonally anestrous female goats. Anim Reprod. Sci.
92, 300-309.

Vitioles C.. Meikle A . Forsberg M. 2004. Accuracy of evaluation of ovanan structures by transrectal
ultrasonography in ewes. Anim Reprod. Sci. 80, 69-79.

Will RG., Hull EM., Dominguez J'M. 2014. Influences of dopamine and glutamate in the medial

preoptic area on male sexual behavior. Pharmacol. Biochem Behav. 121, 115-123.

88



410
411
412

413
414
415
416
417
418
419
420
421
422
423
424
425
426
427
428
429
430
431

432

Table 1. Frequencies for appetitive and consummatory sexual behaviors and indicators of sexual rest
(ASB. CSB and ISR: respectively) in Dorper rams treated with glutamate (GG), testosterone (GT),
glutamate + testosterone (GGT) and saline (GC) and subsequently exposed to anovulatory nulliparous
Dorper ewes groups (2 days x 2 h) to test the sexual behavior under the natural anestrus season (April-
May, 25° North)

GG GT GGT = SEM
Rams (n)

4 4 4 4
ASB (n) 1230° 7824 1866 1024¢ 232
CSB (n) 13° 197 122° 151%® 19
ASB & CSB (n) 1343° 0704 1088* 1175¢ 219
ISR (n) 220 522 11° 12° 10

*5.¢ Values with different superscript within response variable and among treatments, differ (P < 0.05).
SEM: Most conservative standard error of the mean is presented.

Note: Frequencies for ASB, CSB, ASB + CSB and ISR, are the summation of behavioral events per male
within treatment; to test differences among ftreatments, frequencies were compared according to the
procedure proposed by Bedos et al., 2012.
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433  Table 2. Sexual and reproductive outcomes of anovulatory nulliparous Dorper ewes once being
434  exposed to the stimulus of rams previously treated with glutamate (GG), testosterone (GT). glutamate
435  +testosterone (GGT) and saline (GC) under the natural anestrus season (April-May, 25° North)

GG GT GGT GC
Ewes (n) 20 20 19 21
Estrus response (n)
Day0to 10 7120 6/20° 10/19* 6/21*
Day 1110 20 12/20¢ 12/20* 11/192 11/21*
Day 0 to 20 15/20* 16/20* 17192 16/217
Repeated estrus 4/15* 2/16° 1r 1/16°
Ovulation response (n)
Day0to 10 18/20° 18207 17/19° 18212
Day 1110 20 1220¢ 13720 12/19* 1121*
Day 0to 27 19/20° 20/20° 1919 20/212
Silent ovulations
Day0to 10 11207 12720¢ 79 1221*
Day 11 to 20 0/20* 120 019 0217
Interval to estrus onset (h)
Day0to 10 53=17* 50=24* 48=11° 40=7°
Day 11 to 20 370=12%® 352=6° 350+8° 385+7*
Ovulation rate
Day 0 to 10 14=021° 14=016* 12£0.15* 1.1=0.13?
Day 1110 20 12=0.13* 12=0.11% 1.3=0.17® 1.2=0.11°

Pregnacy rate (n)

Day 54 15/20° 16/20* 17/19 16/21*

436 ™% Values with different superscript within response variable and among treatments, differ (P < 0.05).
437

438

439
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Figure 1. Experimental design of Dorper rams treated with glutamate (GG), testosterone (GT),
glutamate + testosterone (GGT) and saline solution (GC) and later exposed to anovulatory nulliparous
Dorper ewes groups. US-A= Ultrasound for detected anovulation at day 14 and 7 before contact with
rams; P4= Application of 60 mg of progesterone divided into 3 doses of 20 mg each and supplied 6, 4

and 2 days before contact with the treated rams; SBT 40:20Q=Tests of sexual behavior with exposure
of 4 rams with the same treatment to 20 anovulatory nulliparous sheep, 2 rams the first 2 hours of
contact with the ewes and the first 2 hours of the following day. Estrus response= Monitoring of
estrous activity for 20 days every 12 h, US-AO= Ultrasound to detect ovulatory activity on days 6, 13
and 23 after the introduction of rams to ewes, US-PR= Ultrasound to determine implantation rate on
days 54 after introduction of rams.
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468  Figure 2. Percentage of ewes exhibiting estrus behavior when exposed during an experimental breeding (20
462  days) to Dorper rams treated with glutamate (GG), testosterone (GT), glutamate + testosterone (GGT) and
470  saline (GC) under the natural anestrus season (April-May, 25° north).
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Figure 3. Cumulative percentage of ewes that exhibited estrus behavior when exposed during an experimental
breeding (20 days) to Dorper rams treated with glutamate (GG), testosterone (GT), glutamate + testosterone

(GGT) and saline solution (GC) under the natural anestrus season (April-May, 25° north).

*=Statistical differences among GGT vs GC (P<0.05); **=statistical differences among GGT vs GC (P<0.07).
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ABSTRACT

The aim of this study was to determine if exogenous administration of glutamate to young Dorper rams is able to enhance semen
quality under long-day photoperiods in northern Mexico (25° north). Dorper rams (p=10) with homogeneous live weight (LW
56=0.9 kg), body condition score (BCS; 3.2=0.1 units) and scrotal circumference (SC; 31.9=0.38 cm) were randomly divided
into two experimental groups and treated with: i) GLUT (o=5; 7 mg kg-' LW of glutamate, every 3d ~ 28d, im ) and 1) CONT
(@=5; 1 mL of saline, every 3d ~ 28d, im ). At the end of the experimental period (d28), semen was collected throughout the
use of an artificial vagina; different quality and quantity parameters were evaluated. The ANOVA reveled treatment differences
(P<0.05) regarding sperm concentration with the largest value observed in the GLUT-rams (4,260=05.9 « 10° cells) regarding to
the CONT-rams (2,828+2002 ~ 10° cells). Yet, when considering the rest of the response variables which included ejaculation
latency (47 = 15.8 sec), seminal volume (1.1 = 0.15 ml), total number of ejaculated sperms (4024.5 = 696.5 ~ 10° cells), mass
motility (2.1 = 0.3 units) and the percentage of sperms alive (57.5 = 9.4 %), no staustical differences (P0.05) were observed
between treatments. Results of this smdy unveils to glutamate as an interesting molecule positively affectung the spermatogenesis
process by increasing the sperm conceatration of young Dorper rams during photo-inhibitory reproductive schemes. Results

also denote interesting outcomes not only to other animal industries but may also embrace translational applicanons.
Keywords: Ram_ Dorper, reproductive amrest, glutamate, seminal quality

reproductive activity. not only in females but also in males
(D’Alessandro and Martemucci, 2003; Gonzalez-Bulnes
et al., 2011; Escarefio et al, 2013). Certainly, in rams
from some breeds and(or) developed in certain areas, not
only the libido but also the reproductive activity across
the year 1s modified. being the photoperiod one of the
main environmental cues affecting testicular function
reproductive behavior and seminal quality (Roselli ef al,
2004; Gonzalez-Bulnes ef al., 2011: Bravo ef al,, 2014).
To generate such seasonal reproduction pattemn, small
ruminants are able to perceive the day length through

retinal photic receptors which translate this photic mnput
to an endocnne output in the pineal gland throughout
the synthesis and secretion of melatonin In tum, the
specific endocrine pattemn of melatonin release is a signal
perceived at hypothalamic level. activating or deactivating
the GnRH pulse generator (Meza-Herrera et al., 2011a;
Meza-Herrera and Tena-Sempere, 2012; Schlatta and
Ehmcke, 2014).

Certainly, once day length increases, a phase of
reproductive arrest is observed: the hypothalamic centers
become exquusitely sensitive to the negative retroaction
from the gonadal steroids, promoting the long day
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pattem release of melatonin which inhibits the secretion
of the hypothalamic GnRH, compromising, in tumn, the
hypophyseal release of gonadotropins (Polat ef al, 2011;
Meza-Herrera and Tena-Sempere, 2012). Upon reduction
of gonadal testosterone secretion. the male reproductive
function is suppressed, generating a decrease in testicular
volume, spermatogenesis output and libido (Bustos and
Tormres-Diaz, 2012). Because of that, long-day photoperiods
duning spring and summer are related to a reduction in
both quality and quantity of semen production (Gastel ef
al, 1995; Tbrahim_ 1997; Andersen ef al, 2011).

On the other hand, the excitatory amino acid glutamate,
1s considered the main neurotransmitter in the central
nervous system (Brann and Mahesh, 1997; Meza-Herrera,
2008). Glutamate mfiuences GnRH secretion because
of the action of glutamatergic neurons which tngger a
hormonal cascade affecting the hypothalamic-pitwitary-
gonadal axis (Meza-Herrera, 2012). Such neuroendocrine
scenario has been linked to an enhancement in reproductive
efficiency in females (Meza-Hemrera et al, 2014ab)
as well as m the sexual behavior of males (Andersen
et al, 2011), promoting an endocrine milieu prone to
an amphfied sexual behavior at courtship (Walkden-
Brown ef al, 1999). Interestingly, the expression not
only of ionotropic and metabotropic glutamate receptors
(Takarda et al, 2004) but also the presence of multiple
glutamate transporters (Lee ef al, 2011) at testicular level,
suggest that glutamate homeostasis must be cntical in
the mammalian testis. Nonetheless, the possible action
of glutamate supplementation upon the seminal quality
and quantity in male sheep under sexual photo-inhibitory
schemes 1s still elusive; this study was designed to respond
such research question.

MATERIALS AND METHODS

All the methods and management of the expenmental
units used m this study were in stnct accordance with
accepted gwidelines for ethical use, care and welfare of
animals in research at international (FASS, 2010) and
national (NAM, 2002) levels, with mstitutional approval
reference number UAAAN-UL: 1330-8241-2903.

Experimental area and environmental conditions
The study was conducted dunng spring under natural light
conditions of increased photopeniods in an intensive sheep
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production unit in a semi-desert area of Northem Mexico,
at 25° 64’ N and 103° 26" W, an altitude of 1,120 m, and
annual average temperature from 22° to 24°C.

Management and experimental treatments

Dorper rams (n=10, 11 mo.) were fed alfalfa hay, com
silage and com grain twice daily (12:00 and 18:00h). Once
rams were individually identified and prior to the onset of
treatments, LW, BCS and SC were registered; while the
BCS was measured by dorsal palpation (Russel, 1984)
ranging from the scale of 1 (very thin) to 5 (very faf), the
SC considered the measure of widest part of the testes
using a flexible tape (Braun ef al,,1980). In March, rams,
which were homogeneous in terms of live weight (LW
56=0.9 kg), body condition score (BCS; 3.2=0.1 umits),
and scrotal circumference (SC; 31.9+£038 cm). were
randomly assigned to one of two expenimental treatments:
1). Glutamate group (GLUT; intramuscular injection of
Tmg kg? LW of L-glutamate (pH Eur EMPROVE® exp;
MERCK-C HNO,-art-101791, diluted in distilled water);
the solution was prepared as previously descnibed by
Meza-Herrera et al. (2011) and applied every 3d x 30d,
and 11). Control group (CONT, inframuscular ijection of
1 mL of physiological saline every 3 d x 30 d). During the
experimental period, which lasted from March to Apnl
rams had ad libitum access to clean water, shades and
mineral salts.

Response variable: measurements of semen quality

On day 28 of the experimental period. semen was collected

with the use of an estrus female treated with 2 mg estradiol

cipionate (Laboratorios NORVET, Mexico) in order to be
mounted by rams. Yet, to proceed with the collection of
semen, a standard sheep artificial vagina was used at a 42°

C temperature. Previously, the artificial vagina was pre-

heated from 30 to 41°C. Once collected, the tubes with

the recuperated fresh semen were immediately submerged

m a plastic contamer with water heated at 38°C and

transported to the lab for its postenior analyses dunng the

following 10 minutes. The measurements of semen quality
considered:

1. Latency to ejaculation (seconds), considered the
peniod of time from the moment at which the ram was
exposed to an estrus ewe up to the moment in which
the ram ejaculated inside the artificial vagina.
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1. Ejaculated volume (ml), was quantified directly in the
gradated collection conic tube with 0.1 ml optically
visible intervals.

m. Sperm concentration was determined through
photometric analysis (Spermacue®, 12300/0500
Minitub, Landshut, Germany; Olivera-Muzante ef al.,
2011) using non-diluted semen and expressed as 10°
cells per ml.

iv. Total number of ejaculated sperms (units) was
calculated considering the sperm concenfration per
ml and multiplied by the total ejaculated volume, and
expressed as 105 cells.

v. Mass motility (%), was assessed with the use of
an arbitrary 1 to 5 scale; 1=25% to 5=100% motile
sperms) as suggested by Mahsud ef al. (2013). Sperm
motility was determined with the use of a pre-heated
platform (37°C) using a phase contrast microscopy,
X400.

Vi hvespexms(‘/.) sperm viability was assessed byusing
the eosine-nigrosine staining technique as described
by Kafi et al. (2004). At least 200 spermatozoa were
recorded per slide by light microscopy (1000X),
and the percentage of dead (colored pink) and live
(unstained) cells were quantified. All the evaluations
were made by the same skilled operator.

Statistical analyses

Data were normalized by square root transformation, and
the least squares means were analyzed by the General
Linear Model (GLM) ANOVA procedure of SAS (SAS
Institute Inc, Cary, NC, USA, V9.1). The statistical model
to analyze the response vanables include the effect of
treatment; the results are presented as non-transformed
means = SEM and were considered statistically signmificant
at P=0.05.

RESULTS AND DISCUSSION

Our working hypothesis stated that the im administration
of glutamate would promote a positive effect upon semen
qlnlnyandqmnntyofymngoxpa'nmmteddtmng
the natural sexual resting season; our results partially
support such hypothesis. Analysis of vanance reveled that
treatments were not a significant source of vanation for
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most response vanables. Nonetheless, the greatest number
of sperms per ml (sperm concentration), favored to the
GLUT group regarding the CONT group (P=0.05; 4,260 +
96.5 x 105 cells vs. 2,828 = 5972 x 105 cells).

Certainly, although most vanables were not affected
because of glutamate administration, the number of
ejaculated sperms per ml favored to the GLUT treated
rams, obtaining a 66.4% sperm concentration increase in
those young Dorper rams treated with glutamate. To the
best of our knowledge, this is the first report that document
such findings. A possible explanation of such performance
is the previously documented results regarding the
positive action of glutamate upon not only the GnRH
neurons (Meza-Herrera, 2012), being GnRH the common
triggening hormone activating the hypothalamic-pituitary-
gonadal function (Andersen ef al_, 2011) but also because
of the presence of both ionotropic and metabotropic
glutamate receptors and glutamate transporters in the
testicular tissue (Takarda ef al, 1994; Lee ef al, 2011).
Here, the interesting situation is that such testicular output
triggered by glutamate supplementation, was promoted
under long-day photoperiods which inhibit reproductive
function at this latitude (25° north).

On this respect, Olney ef al. (1976) stated that subcutaneous
admimistration of glutamate in mice incremented both
frequency and amplitude of GnRH acting in a positive
fashion not only on the hypophyseal release of LH and
FSH but also regarding the release of gonadal testosterone
(Polat ef al.,, 2011). Besides, in the testicular Sertoli cells,
both FSH and testosterone are responsible for mitiate
the spermatogenesis process and testosterone completes
the sperm development umtil it is released to the rete
testis (Bustos and Torres-Dias, 2012; Dong ef al., 2016).
Therefore, merging such neuroendocrine and cellular
events, our results suggest that in the establishment of both
previous scenarios, glutamate treatment may had triggered
an increased spermatogenesis oufput, augmenting the
observed sperm concentration in the glutamate-treated
rams. Besides, it has been demonstrated the presence of
glutamate in the seminal plasma while the seminal amino
acid content could serve as oxidizable substrate in the
sperm metabolism (Pruneda et al., 2007).

Table 1 shows the results for the classical semen quality
parameters. General averages for semunal volume (1.1 =
0.15 ml), mass motility (2.1 = 0.3 units) and the percentage
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Table 1: Least square means = standard emor for different parameters for sexmal behavior and semen quality in young Dorper rams
(2=10) supplemented with Glutamate (GLUT) or Control (CONT) under natural photopeniodic conditions during the natural sexual

resting season (March to Apnl) in northern Mexico (25 “North)

GLUT CONT
- (8=5) (@=5)
Latency to ejaculation (5) 20=87 65=23*

Volume ejaculated (ml) 11=01* 1.1=02+
Sperm concentration per ml, (<10 cells) 4260= 065" 2,828 = 597.2°
Total number of spermatoza ejaculated (~10° cells) 4397 = 500.9* 3,652=8930°

Mass motility, (1-5 units) 21=03* 21=03*

Live sperms, (%) 62=7.00 53=109%

4* Values m the same line with different superscript, differ (P<0.05).

of sperms alive (57.5+ 9.4 %), without observing statistical
differences (P-0.05) between treatments. Regarding
the total number of sperms per ejaculation, despite the
GLUT treated group got the largest value (4397+£95.9 vs
3652+609.2), such differences did not reach significance
(P=0.05). Yet. it is worth to mention that such lack of
significance was probably due to the huge vanability of the
standard error of the CONT group that, compared to the
GLUT group, was greater than 620%. Certainly, while the
observed reproductive response was quite homogeneous
mn the GLUT-treated rams. an extremely large vanation
for such response variable occurred in the CONT-group. A
similar figure can be mentioned with respect to the latency
to ejaculation that although no statistical differences
observing (P-0.05) between treatments (general averages
47 £ 158 s), a 264% increase in the standard error was
observed in the CONT-rams regarding those treated with
glutamate. Therefore, in some non-defined way, glutamate
admimistration served to reduce the large vanation in the
sexual and reproductive responses observed in the CON-
rams.

At this point, two ideas must be highlighted. The first is that
regarding to the length of the experimental penod which
only considered 28 days. Although we got promusing
results when considenng the positive effect of glutamate
admimistration upon sperm concentration, as previously
stated, the other response vanables were not affected
because of the glutamate inclusion. On this respect,
future studies should consider to increase the length of
the expenimental period (1.e. 40-60 days), especially when
considening the duration of the epithehal semimiferous
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cycle, from the first Al-spermatogonial mitosis up to the
release of the spermatozoon to the rete testis (Cardoso
and Queiroz, 1988). A second interesting point is that the
Dorper rams most of the time display a quite short penod
of seasonal reproductive amrest (Malejane et al., 2014).
Both mentioned situations may had impede to observe
statistical differences for the other response vanables
defining semen quality. Indeed. we would expect to observe
a more defined effect of glutamate admimistration in some
response vanables, (1.e. sperm motility), since glutamate
has shown to positively affect ATP production which plays
a relevant role in the sperm metabolism as energy source
to promote sperm motility (Susetyanni, 2015).

Different research groups have demonstrated a crucial
role of glutamate upon sexual behavior. In adult male rats,
increases in cellular glutamate have been related to an
enlarged number of ejaculations, a reduced reaction time
to ejaculation as well as a diminished peniod of time to
accomplish the next ejaculation (latency to ejaculation)
(Dominguez et al., 2006). Moreover, it has been stated
that both the frequency of ejaculations and the libido are
positively correlated with sperm concentration (Mahsud
et al, 2013). Such findings can be considered in line with
the positive effect of glutamate administration upon sperm
concentration observed in this study.

Results of this study unveils to glutamate as an
mteresting molecule which potentially affected the
spermatogenesis process, observing in tumn an increased
sperm concentration of those young Dorper rams treated
with glutamate even under photo-inhibitory reproductive
schemes. Although further studies should be designed to
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evaluate any possible effect of glutamate supplementation
upon sperm morphology, results obtained in this study are
pronusing while also denote imteresting outcomes not only
to other animal industries but may also embrace interesting
translational applications.
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Conclusiones especificas

1 y 2. La administraciéon de glutamato o glutamato mas testosterona en
carneros adultos de la raza Dorper durante el reposo sexual reproductivo,
incrementod la intensidad de olor como uno de los indicadores de actividad
reproductiva. De la misma manera dichos tratamientos en machos jovenes
como en adultos incrementan la frecuencia del comportamiento sexual apetitivo

y consumatorio de manera significativa durante fotoperiodos crecientes.

A través del efecto macho, carneros jovenes y adultos de la raza Dorper
previamente tratados con glutamato y glutamato mas testosterona, son
capaces de promover la manifestacion de estro mas rapida y una mayor
activacion ovérica, reflejada en la tasa ovulatoria y de prefiez, en las ovejas
nuliparas anovulatorias. Esta respuesta socio-sexual puede ser una importante
alternativa reproductiva a la induccién de la respuesta ovarica de las ovejas
aciclicas no sélo en los escenarios de fuera de temporada, sino también en un

periodo de tiempo mas corto.

3. Tratamientos con glutamato en carneros jovenes de la raza Dorper bajo
fotoperiodos inhibitorios de los esquemas reproductivos afectan potencialmente
el proceso de la espermatogénesis, los resultados se reflejan en que estos
carneros mostraron una mayor concentracién espermatica que los carneros del
grupo testigo. Sin embargo, otros estudios deben ser disefiados para evaluar
cualquier posible efecto de la suplementacion con glutamato sobre la

morfologia espermética.
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Conclusiones generales

De los tratamientos (glutamato y/o testosterona) evaluados en machos ovinos
Dorper jovenes y adultos durante fotoperiodos crecientes, la administracion con
glutamato y glutamato + testosterona incrementan los indicadores de la
actividad reproductiva y de comportamiento sexual, y estos machos tienen la
capacidad para incrementar la respuesta sexual de las ovejas nuliparas

anovulatorias a través del efecto macho.

Nuestro estudio, parece ser el primer informe que demuestra que el
comportamiento sexual de los carneros jévenes de la raza Dorper se puede
mejorar a través de la administracion de glutamato mas testosterona, ya que
ningun estudio previo ha investigado tal posibilidad. Por lo tanto, esta
investigaciéon revela un posible estimulo sinérgico proporcionado por la
administracion de glutamato mas testosterona tanto en el comportamiento
sexual de los carneros jovenes y adultos de la raza Dorper y la actividad
ovarica de las ovejas nuliparas anovulatorias, una vez expuestas a estos
carneros previamente tratados. En el mismo sentido, los resultados de esta
investigacion revelan al glutamato como una molécula que potencialmente

afecta de manera positiva el proceso de la espermatogénesis.

Los tratamientos de glutamato y glutamato mas testosterona generaron
resultados sexuales y reproductivos alentadores, que pueden abarcar
aplicaciones potenciales transmisibles a otras especies y a otros sistemas de

produccion pecuaria.
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