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Figura 1. Respuesta de LH en becerras de 4, 7 y 11 meses de edad, a una
aplicacion intravenosa de Kiss-10 (5 pg/kg de peso vivo). Las muestras fueron
colectadas cada 15 minutos. Distintas literales indican diferencia entre medias (* °
P<0.0001).

Figura 2. Respuesta de FSH en becerras de 4,7 y 11 meses de edad a una
aplicacion intravenosa de Kiss-10 (5 pug/kg de peso vivo). Las muestras fueron
colectadas cada 15 min. No se detectaron diferencias entre medias (P>0.05).
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muestreo; la becerra Sin Respuesta, no respondio; la becerra Temprana respondio

en las dos siguientes a Kiss-10.

Figura 4. Concentracion de GH (media + ee) en suero de becerras de distinta
edad durante todo el tiempo de muestreo. Distintas literales indican diferencia
entre medias (3, ° P<0.0001).

Figura 5. Concentraciones de IGF-l en suero (media + ee) de becerras
preplberes de diferentes edades. Distintas literales (3, ®) indican diferencia entre
medias (P<0.05).
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de diferentes edades. Distintas literales (3, ) indican diferencia entre medias
(P<0.05).
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preplberes de diferentes edades. Distintas literales (?, °) indican diferencia entre
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Respuesta de LH, FSH y GH a una aplicacion de Kisspeptina en becerras
prepUberes de diferentes edades y su asociacion con las concentraciones
circulantes de leptina, IGF-l y estradiol

RESUMEN

El objetivo fue evaluar los efectos de edad de becerras prepuberes en la secrecion
de LH, FSH y GH en respuesta a una aplicacion de Kiss-10 y determinar su
asociacion con las concentraciones circulantes de IGF-I, leptina y estradiol (E2).
Becerras (n=21) de 4, 7 y 11 meses (m) de edad recibieron una inyeccion
intravenosa de Kiss-10 (5 pg/kg de peso). Se colecté sangre de la yugular cada 15
min (4 h pre y 4 h pos Kiss-10); se cuantificé la LH, FSH y GH séricas (RIA). En la
primera muestra posKiss-10, se midieron IGF-I (ELISA), leptina 'y E2 (RIA). Todas
las becerras respondieron a Kiss-10 incrementando la concentracion sérica de LH,
pero el valor maximo (VMAX) y duracion (DUR) de la respuesta fueron mayores
(P<0.01 6 P<0.05) en las becerras de 11 m (VMAX=11.62+1.3ng/ml;
DUR=132.86+20.05min) que en las de 4 m (VMAX=6.10+1.3ng/ml;
DUR=64.29+20.05min) y 7 m (VMAX=7.23+1.3 ng/ml; DUR=92.14+20.05min).
Para FSH, todas las becerras de 7 y 11 m respondieron a KISS-10, pero en las de
4 m solo hubo respuesta en 71.4% (5/7) (P<0.05). Los valores medios de FSH
fueron similares entre edades (P>0.05): VMAX=1.56+0.3ng/ml vy
DUR=118.7+24.7min. En GH una menor proporcion (P<0.09) de animales de 4 m
(71.4%; 5/7) y 7 m (85.7%; 6/7) respondi6 a Kiss-10 en comparacion con las de 11
m (100%; 7/7) y no hubo efecto de edad (P>0.05) para VMAX (34.0+7.1ng/ml) y
DUR (112.0+27min). No se encontrd asociacion (P>0.05) entre IGF-I, E2 y leptina
con FSH y GH, sin embargo las becerras de 11 m tuvieron las mayores
concentraciones de LH, IGF-1 y E2 junto con las menores concentraciones de
leptina (P<0.05). Se concluye que Kiss-10 evoca una respuesta de LH en becerras
prepuberes entre 4 a 11 m, sin embargo, la calidad de la respuesta no es similar
entre edades posiblemente asociado a sefiales como IGF-I, leptina 'y E2 que a su
vez varian con la edad. En contraste, la presentacion de respuestas de GH y FSH
a Kiss-10 parece depender de reguladores que se expresan conforme se aproxima
la pubertad y que una vez establecidos mantienen su influencia, permitiendo una
respuesta relativamente uniforme a Kiss-10.

Palabras clave:

Kisspeptina, vaquillas prepuberes, LH, FSH, GH.



Response of LH, FSH and GH to an application of Kisspeptin and its
association with circulating leptin, IGF-1 and estradiol in prepubertal heifers
of different ages

ABSTRACT

Our objectives were to evaluate effects of age on LH, FSH and GH response to a
single application of Kiss-10 in prepubertal heifers, as well as the association of
those effects with variations in serum IGF-I, leptin and estradiol (E2). Heifer calves
(n=21) that were 4, 7 and 11 months (m) old, received an intravenous injection of
Kiss-10 (5 pg/kg). LH, FSH and GH were quantified in blood serum taken every 15
min (4 h pre and 4 h postKiss-10). In the first postKiss-10 sample, IGF-I, leptin and
E2 were measured. All heifers responded to Kiss-10 with an increment in LH but
the response differed among groups since maximum value (VMAX) and duration
(DUR) were higher (P<0.01) in 11 m (VMAX=11.62+1.3ng/ml; DUR=132.86+20.05
min) than in 4 m (VMAX=7.23+1.3ng/ml; DUR=64.29+20.05 min) and 7 m-old
calves (VMAX=5.04+1.3ng/ml; DUR=92.14+20.05 min). For FSH, all animals of 7
and 11 m responded to Kiss-10 but only 71.4% of the 4 m-old responded (P<0.05).
In GH, a lower proportion (P<0.09) of 4 m (71.4%) and 7 m animals (85.7%)
responded to Kiss-10 than in 11 m heifers (100%). Variables describing FSH and
GH did not differ among groups (P>0.05). No significant association was
found(P>0.05) of IGF-I, E2 or leptin with FSH and GH; however the 11 m-old
heifers registered the highest LH, IGF-1 and E2 levels but the lowest leptin level
(P<0.05). Our conclusions are: Kiss-10 evokes LH increments in all 4-11 m heifers
but the response magnitude may depend on other agents that change with age;
some of those agents may be IGF-I, E2 and/or leptin. In contrast, magnitude of
response of FSH and GH to Kiss-10 appears to be modulated by one or more
biological agents that vary with age but once they are expressed, Kiss-10 elicits
FSH and GH increments whose magnitude is relatively uniform in prepuberal
heifers.

Key words:

Kisspeptin, prepubertal heifers, LH, FSH, GH.



INTRODUCCION GENERAL

El inicio precoz de la pubertad es de especial importancia en la hembra bovina, ya
gue cuando paren en su segundo afio de edad (esto es, que conciban entre los 13
y 14 meses de edad), producen mas crias en su vida que cuando paren después
del tercer afio (Wiltbank et al., 1969). Ademas, la probabilidad de que una vaquilla
guede gestante al inicio de su primer empadre, aumenta cuando ésta ha cursado
previamente por varios ciclos estrales (Byerly et al., 1987). Para ello, es necesario
que las vaquillas inicien la pubertad al menos de 2 a 3 meses antes de ingresar al
primer programa reproductivo. En el trépico de México, la mayoria de las vaquillas,
tienen su primer parto entre los 3.4 y 4 afios de edad, lo que ademas de reducir la
produccion total de crias por vaca, repercute en la productividad de la ganaderia
(Rios et al., 1996). Se ha documentado que el intervalo del nacimiento al inicio de
la pubertad dura entre 17 y 26.4 meses (Villa-Godoy y Arreguin, 1993) y es la
principal causa de la presentacion tardia del primer parto en vaquillas del tropico

humedo mexicano.

Evans et al. (1992) observaron que en becerras ocurre un incremento transitorio
en la actividad pulsatil de la hormona luteinizante (LH), entre los 3 y 4 meses de
edad. Sumado a lo anterior, Madgwick et al. (2005) redujeron en seis semanas la
edad al inicio de la pubertad (de 62.8 a 56.8 semanas), mediante la aplicacion de
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) cada 12 horas, de la semana 4 a
la 8 de edad, con lo cual se simul6 el incremento transitorio de LH en edades mas
tempranas (Evans et al., 1992). La frecuencia de secrecién de la LH y las
concentraciones de E2, aumentan en sangre conforme las vaquillas se aproximan
al inicio de la pubertad; los cambios son graduales y dependen del desarrollo del
sistema neurosecretor de GnRH y del proceso que lo regula, segun la aun
aceptada “teoria del gonadostato” propuesta en 1931 por Dohrn y Hohlweg
(Terasawa y Fernandez, 2001). Por lo tanto, es factible que al provocar
incrementos de la secrecion de LH en etapas tempranas de la vida de una
becerra, se adelante la pubertad. El aumento en la actividad del eje hipotalamo-
hipofisis-gonadas (HHG) caracteristico del inicio de la pubertad, muestra una
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amplia variabilidad en los bovinos con relacién a la edad y es influenciado por la
raza, peso, composicion corporal, asi como el nivel nutricional, los efectos
ambientales asociados con las estaciones del afio y el ambiente social (Calderén
et al, 1996; Ferrel, 1982; Hall et al., 1995; Meirelles et al., 1991; Velazquez et al.,
2000a y 2000b).

Se han desarrollado modelos tedricos para explicar la regulacién molecular del eje
HHG, basados en datos generados en primates (Roa et al., 2008), roedores (Mead
et al., 2007; Roa et al., 2008), ovinos (Arreguin-Arévalo et al., 2007; Whitlock et al.,
2008), cerdos (Lents et al., 2008) y en bovinos (Yoshioka et al., 2001), los cuales
sittan a la GnRH como el elemento mas importante desde el punto de vista
jerarquico. Algunos de los citados autores (Roa et al., 2008; Mead et al., 2007;
Arreguin-Arévalo et al., 2007; Whitlock et al., 2008 y Lents et al., 2008) coinciden
al considerar a la kisspeptina (Kiss) como la unidad molecular que actia de
manera integradora (activador-interruptor o “switch”) y sobre la cual actua un gran
namero de sustancias moduladoras. Los agentes moduladores estimulan o inhiben
el tono del citado eje y los autores mencionados, no tienen duda en sefialar a la
Kiss como el elemento que durante décadas se buscé como intermediario entre
las neuronas GnRHérgicas y los efectos positivos 0 negativos que los estrogenos
ejercen sobre la frecuencia de pulsos de la GnRH, y consecuentemente de las
gonadotropinas hipofisiarias.

La Kiss fue identificada en 1996 en lineas celulares de melanoma con baja
capacidad metastasica (Roa et al., 2008); es un péptido de 54 aminoacidos, que
actua a través del receptor GPR54, activando a una proteina G (Muir et al., 2001).
La Kiss es producida principalmente en el hipotalamo, pero también el gen que
gobierna su sintesis es expresado en placenta e intestino (Smith, 2008). Asi
mismo, su receptor es expresado en la placenta, pancreas, médula espinal y
diferentes areas del cerebro, incluidos hipotalamo, ganglio basal, amigdala,
sustancia negra e hipocampo.

Muir et al. (2001) mencionan que la Kiss, codifica una serie de péptidos
relacionados estructuralmente, que se derivan aparentemente de un proceso

proteolitico de un precursor comun de 145 aminoacidos, que contiene una



secuencia de 19 aminoé&cidos de sefial, dos posibles sitios de corte dibasico (entre
los amino&cidos 57 y 67) y un sitio putativo para la ruptura terminal y amidacion
(aminoacidos 12 al24). Kotani et al. (2001) sefialan que la familia de Kiss, incluye
también a fragmentos mas cortos de la region C-terminal, como Kiss-14, Kiss-13 y
Kiss-10, todas ellas, con una actividad biologica similar.

Los mecanismos potencialmente involucrados en la activacion de las neuronas
GnRHérgicas en el momento que inicia la pubertad son: aumento del tono de Kiss
en determinados nucleos del hipotalamo (Arcuato o ARC y anteroventro-
periventricular o AVPV), aumento de la expresion de GPR54, aumento de la
capacidad de respuesta a los efectos estimulantes de esta proteina, incremento de
la eficiencia de acoplamiento de GPR54 con sus sistemas de sefalizacion,
aumento del numero de proyecciones entre neuronas Kisspeptidérgicas y
GnRHeérgicas, al igual que un incremento de la frecuencia de pulsos de GnRH.

En ratas, los incrementos en la concentracidbn sérica de estrogenos, son
obligatorios para el aumento preovulatorio de LH (retroalimentacién positiva), un
fendbmeno que implica la activacion de neuronas Kisspeptidérgicas en el nicleo
AVPV; mientras que las neuronas Kiss en el ndcleo ARC regulan la
retroalimentacion negativa de E2 (Smith et al., 2006). Ademas de la interaccion
entre agentes sefalizadores de origen ovarico y del sistema nervioso central,
algunos tejidos no gonadales ni nerviosos contribuyen con sustancias
sefializadoras de la madurez somética. Por ejemplo, la Leptina alcanza maximas
concentraciones séricas algunas semanas antes o el dia de la primera ovulacion,
dependiendo de la raza de las becerras (Garcia et al., 2003). De la misma manera,
existe una relacion entre la hormona del crecimiento 6 GH (Simpson et al., 1991),
el factor del crecimiento parecido a la insulina tipo 1 6 IGF-1 (Jones et al., 1991) y
el inicio de la pubertad en hembras bovinas.

Lo anterior parece indicar que el patron secretor de gonadotropinas caracteristico
del inicio de la pubertad se puede establecer con GnRH exdgena, si ésta se aplica
con la frecuencia adecuada, aun en etapas muy tempranas del crecimiento con
relacion al momento en que se alcanza la madurez del sistema nervioso central y

de los tejidos corporales.



Por lo anterior, se puede pensar que los efectos inhibitorios durante la etapa
prepuberal, reducen la liberacion de Kiss y consecuentemente de la GnRH, ya que
ésta ultima al ser aplicada en forma exdgena, desencadena la liberacién de LH y
la presentacion de la pubertad en becerras; una accion similar a ésta fue
observada con Kiss exdgena en roedores y primates (Roa y Tena-Sampere,
2007). Navarro et al. (2005 a) encontraron que la administracion de Kiss aumenta
la concentracion de LH en ratas; en otros estudios se encontraron similares
resultados, en ratonas (Han et al., 2005), primates (Shahab et al., 2005), cerdas
(Lents et al., 2008) y ovejas (Smith, 2008).

Ahora bien, en becerras de 7 meses de edad, se sabe que una aplicacion
intravenosa de Kiss-10, en dosis de 5ug/kg de peso corporal, evoca un pulso de
LH y de GH (Kadokawa et al., 2008); en cambio, en becerras de 5 a 6 meses de
edad, la administracion de Kiss-10 indujo la liberacién de un pulso de LH y de
FSH, mas no de GH (Ezzat et al., 2009). Por lo tanto, se desconoce si la Kiss-10
puede o no estimular la liberacion de LH en becerras prepuberes mayores de 7 6
menores de 5 meses de edad; ademas, se ignora si la liberacién de la hormona
foliculo estimulante (FSH) y la GH pueden o no ser alteradas por Kiss exdégena en
diferentes edades de becerras prepuberes.

El tema central del trabajo que aqui se presenta, se refiere a la respuesta de la
Kiss-10 aplicada una sola vez, sobre el aumento en las concentraciones séricas

de LH, FSH y GH en becerras prepuberes de distintas edades.



REVISION DE LITERATURA

Introduccion de la Revision de Literatura:

En este capitulo se analizan los conocimientos actuales de los mecanismos
neuroendocrinos que estan involucrados en la pubertad. Se hace énfasis en el
papel que desempefia la Kiss en la activacion de los ejes gonadotrépico y
somatotropico, cuyas acciones estan intimamente vinculadas con el inicio de la
pubertad. Asi mismo, se discuten los efectos de los factores de origen gonadal o
somatico que regulan la actividad de las neuronas productoras de Kiss, tales como
los esteroides ovaricos, el IGF-I y la leptina. A lo largo de la revision, se
examinaran prioritariamente los datos generados en rumiantes; no obstante, en
algunos casos se utilizaran datos provenientes de otras especies, con el fin de
aclarar conceptos.

El inicio de la pubertad en las hembras bovinas se caracteriza por la maduracion
del eje reproductivo (hipotalamo-hipdfisis-ovario), que ocurre de manera gradual y
se asocia con cambios en la composicién corporal, modificaciones endocrinas
tanto en el mismo eje reproductivo (Day y Anderson, 1998), como en el eje
somatotropico (Velazquez et al., 2008). Algunos de los factores que influyen en el
inicio de la pubertad de las vaquillas son: el entorno en el que se encuentra el
animal, el estado nutricional y la época del afio (Schillo et al., 1992). Otros
aspectos relacionados con la edad en que se inicia la pubertad, son las variables
de desempefio productivo, tales como el peso corporal y las reservas del tejido
adiposo, variables que ademas de ser afectadas por el ambiente, son
influenciadas por la genética de los animales (Patterson et al., 1992). A fin de
entender estos cambios asociados con el crecimiento del animal y su relaciéon con
la maduracion del eje reproductivo, hemos interpretado la revision efectuada a
finales de los afios noventa por Day y Anderson (1998), quienes usaron como
base informacion proveniente de becerras de razas cdarnicas. Dichos autores
propusieron que el control endocrino de la pubertad se divide en tres periodos
(Figura 1), cuyos nombres fueron modificados ligeramente por nosotros, por

considerar la nomenclatura original menos adecuada (dentro del paréntesis se



inserta la clasificacion original sugerida por Day y Anderson); dichas etapas son:
infantil (prepuberal), prepuberal (peripuberal) y puberal (puberal).

El periodo infantil tiene una duracion variable, dependiendo de la genética del
animal y de su alimentacion; durante el transcurso de este periodo, se encuentran
los niveles circulantes mas bajos de E2 del intervalo que inicia en el nacimiento y
finaliza con la pubertad. Sin embargo durante la infancia, el hipotalamo se
encuentra en la etapa mas sensible a los efectos de retroalimentacion negativa
ejercidos por E2 y una consecuencia de ello es que los pulsos de GhRH y LH son
de baja frecuencia (1.2 a 1.7/24h; Gasser et al., 2006a) y elevada amplitud
(5.5ng/ml; Melvin et al., 1999); asi mismo el diametro méximo del foliculo
dominante no sobrepasa 11.5 mm (Gasser et al.,, 2006b). Segun los ultimos
autores, las concentraciones promedio de E2 circulante en esta etapa son de 1.6
pg/ml. El periodo prepuberal comprende el intervalo en el que se produce el
incremento de la secrecion de LH, como resultado de un aumento en la liberacion
de la GnRH, y abarca un lapso de aproximadamente 50 dias antes de la pubertad
(Day et al., 1987). Ha sido establecido en las novillas, que el aumento en la
secrecion de de GnRH, es el resultado de una disminucion de la sensibilidad
hipotalamica a la retroalimentacion negativa ejercida por el E2, lo que resulta en el
aumento de la secreciéon de LH (Kinder et al., 1995 y Foster et al., 2006); lo que, a
Su vez, ocasiona un mayor crecimiento de los foliculos ovéaricos dominantes
(Bergfeld et al., 1994) y como consecuencia, un aumento de las concentraciones
de E2 sistémico. El aumento en E2 induce un incremento de LH que antecede a la
primera ovulacién. Durante la etapa prepuberal, la frecuencia de pulsos de LH es
de 3.5 a 6/24h (Gasser et al., 2006a) y su amplitud es de 4.6 ng/ml, valor
significativamente inferior al de la etapa infantil. Asi mismo, el diametro folicular
maximo en este periodo es de 10.5 a 12.8 mm (Gasser et al., 2006b); los mismos
investigadores sefialan una concentracion periférica media de E2 de 2.6 pg/ml,
valor que excede al observado en la fase infantil. Ahora bien, en becerras Hereford
gue se encuentran en el periodo puberal, aumenta inicialmente la frecuencia de
pulsos de 0.28/h (semana 20 prepuber) a 0.5/h (semana 4 prepuber) (Evans et al.,
1994), pero posteriormente y siendo ya inminente la primera ovulacion, la actividad



pulsatil se detiene para dar cabida a la primera oleada preovulatoria de LH (Evans
et al., 1994; Melvin et al., 1999). El diametro maximo de los foliculos ovulatorios no
es significativamente mayor que el registrado en la etapa prepuberal (Gasser et
al., 2006b) ya que se han documentado valores entre 12.5 y 13.5 mm (Gasser et
al., 2006b). La modificacion en la capacidad del hipotdlamo para superar la
inhibicion por el E2 debe ocurrir para permitir la secuencia de acontecimientos
descrita, que resulta en la primera oleada de la LH (Day y Anderson, 1998). Con
relacion a la FSH, hay informes contradictorios, ya que Nakada et al. (2000)
reportan que en becerras Holstein, tanto la concentracion media como el nUmero
de pulsos, se mantienen constantes durante los primeros 30 dias de edad y los 20
dias que preceden a la pubertad; por el contrario, en becerras de genotipos
carnicos, Melvin et al., (1999) declaran un aumento en los valores medios y en el
ndmero de pulsos durante las oleadas de desarrollo folicular, conforme se

aproxima la pubertad.
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Figura 1. Modelo de cambios fisioldgicos responsables del inicio de la pubertad en

las becerras. El signo en las flechas indica si la retroalimentacion del E2 es
negativa (-) o positiva (+) sobre la secrecion de LH; la amplitud de las flechas
indica el grado relativo de retroalimentacion. La secrecion de la GnRH es mas
sensible a la retroalimentacion negativa de E2 durante el periodo infantil que en el
prepuberal. Cuando comienza la disminucién de la retroalimentacion negativa de
E2, aumenta la secrecion de GnRH y de LH (Esquema tomado de Day y
Anderson, 1998)

Desde una perspectiva neurobiolégica, el inicio de la pubertad se deriva de la
activacion concertada entre moduladores de la red neuronal y las células gliales,
lo que regula la secrecibn de GnRH (Roa et al.,, 2008). Ambos tipos de
sefalizadores afectan a la red neuronal de GnRH (Ojeda et al., 2008). La
estimulacion maxima de la GnRH conduce al aumento de la secrecion de

gonadotropinas hipofisiarias (Parent et al., 2003; Ojeda et al., 2010).



En los capitulos siguientes, se discuten en detalle los fenbmenos neuroendocrinos
que determinan el inicio de la pubertad, con especial énfasis en las sefales

provenientes de los tejidos gonadales y somaticos que la desencadenan.

Regulacion central del proceso de pubertad

Como se menciond en la introduccion de esta seccion, en los mamiferos las
variaciones en el patron de liberacion de las gonadotropinas hipofisiarias son
controladas por los cambios en la liberacién pulsatil de GnRH. El aumento de la
secrecion de GnRH en la pubertad, se debe a cambios de accion de los
neurotransmisores producidos por diversos grupos neuronales y de varios agentes
sefalizadores sintetizados en las células gliales que actian sobre la red de
neuronas productoras de GnRH. En una revision sobre el tema, Terasawa y
Fernandez  (2001) proporcionan evidencias con relacion a varios
neurotransmisores que modulan, negativa o positivamente, la actividad del eje
HHG durante el periodo prepuberal. Dichos autores proponen gque una accion
adecuada de ambos grupos de efectores son los que determinan un ambiente
neuroendocrino que dirige hacia el inicio de la pubertad. Entre los agentes
excitatorios (Ojeda y Terasawa, 2002; Ojeda y Skinner, 2005), se encuentran
sefalizadores transinapticos como el Glutamato (Glut), la Noradrenalina (NE), la
Neurocinina B (NKB) y la Kiss (DeRoux et al., 2003; Seminara et al.,
2003). También hay evidencias en apoyo de que la secrecion de GnRH no puede
ser considerada como un evento impulsado Unicamente por las sefales
transinapticas, sino que también es influenciada positivamente por algunas
sustancias liberadas por células gliales, tales como el IGF-I, factor de crecimiento
de fibroblastos (FGF), factor de crecimiento transformante ay B (TGF ay B), y la
prostaglandina E2 (PGE2) descritos por Ojeda et al. (2003). En el grupo de
agentes sefalizadores inhibitorios destacan el acido gama-amino butirico (GABA),
los péptidos opioides 0 EOP (Terasawa y Fernandez, 2001; Terasawa, 1999) y el
péptido relacionado con los RFAmida (RFRP), citado por Ebling y Luckman
(2008).



La intervencion de multiples efectores de la actividad GnRHérgica fue reconocida
paulatinamente. Al final de los afios 90 y principios del presente siglo, se reconocié
al Glut como uno de los agentes transinapticos con accién positiva
mas poderosa, ya que provoca el inicio de la pubertad al aumentar el tono
glutamatérgico (Ojeda y Terasawa, 2002). Donoso et al. (1990) y Claypool et al.
(2000) establecieron que la activacion de las neuronas glutaminergicas incrementa
la secrecion de GnRH y acelera la maduraciéon sexual en ratas y monos (Plant et
al., 1989; Urbanski y Ojeda, 1990). El Glut actua tanto de forma directa (Ottem et
al., 2002; Gore, 2001) como a través de un subconjunto de reguladores
neuronales (Eyigor y Jennes, 2000) para estimular la secrecion de GnRH.

La neurotransmision glutamatérgica es un proceso complejo controlado por un
gran numero de genes necesarios para la sintesis, transporte, y liberacion del
mismo aminod&cido, asi como para la expresion de los receptores que modulan las
acciones de Glut. Durante la pubertad ocurren una serie de cambios en la
expresion del receptor de Glut y de proteinas vesiculares transportadoras (PVT)
del mismo neurotransmisor en determinados subconjuntos celulares del
hipotadlamo (Brann et al., 1993; Ojeda et al., 2010). Se han generado evidencias
indicadoras de que més que los cambios en la sintesis de Glut, las variaciones en
la sintesis de los citados receptores y de PVT (tales como Caveolina, Clatrina,
Dinamina) son los mecanismos implicados en el inicio de la pubertad, al menos
en ratas (Ojeda et al., 2010). Sin embargo existen muchas incognitas en cuanto a
los sistemas que controlan estos genes y por lo mismo, no seran discutidos en
este capitulo.

Otro grupo de neuronas, el de las GABAérgicas, proporciona una importante
influencia inhibitoria en el control de la secrecion de GnRH durante el desarrollo
prepuberal (Mitsushima et al., 1994; Parhar et al., 2004). Aunque esta influencia
inhibitoria de GABA se ha demostrado de manera inequivoca en primates (Kimura,
1997; Keen et al., 1999), en roedores su papel inhibitorio es menos claro, debido a
gque se ha informado en ratonas ciclicas tanto efectos inhibidores como
estimulantes (Ojeda y Terasawa, 2002); no obstante algunos autores proponen
gue un desbalance entre el tono glutamatérgico y GABAérgico, puede resultar en
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aproximadamente un 20% de las neuronas de GnRH reaccionando a GABA de
manera positiva (Moenter y DeFazio, 2005). EI GABA regula la secrecién de
GnRH mediante la unién a receptores localizados tanto en las neuronas de GnRH
(DeFazio et al., 2002; Han et al., 2004), como en grupos neuronales que sintetizan
neuropéptidos y neurotransmisores diversos (Ojeda y Terasawa, 2002). Como es
el caso de Glut, la accion de GABA requiere de la participacion de diferentes
genes implicados en la sintesis, el metabolismo, el transporte y liberacion del
GABA; no obstante, de manera similar al Glut, también se ha propuesto que no es
un aumento en la expresion del gen regulador de la sintesis de GABA lo que
participa en el inicio de la pubertad, sino cambios en la expresion de los genes
asociados con un aumento en las neuronas PVT y los receptores del GABA
(Ojeda et al., 2010).

Otras neuronas que ejercen un efecto transinaptico inhibitorio de la red neuronal
de GnRH, es el sistema opiatérgico. Una reduccion en la influencia de los péptidos
opidides endogenos (EOP) sobre la red neuronal de GnRH en el momento de la
pubertad, puede no ser tan critica como la pérdida de control inhibitorio de
GABA. Sin embargo, los EOP pueden aportar equilibrio homeostatico, en
contraposicion de los efectos causados por la cascada de eventos que conducen a
la estimulacién en la produccion de GnRH al inicio de la pubertad (Ojeda et al.,
2006). En roedores, la liberacion de los EOP (Blank, Panerai y Friesen, 1979)
disminuye en el momento de la pubertad (Wilkinson y Bhanot, 1982); no obstante
los EOP no parecen impedir el inicio de la pubertad (Ojeda y Urbansky, 1994), a
pesar de haber sido considerados como uno de los grupos de agentes inhibidores
mas importantes de los pulsos de GnRH y LH en humanos y primates no humanos
adultos (Terasawa y Fernandez, 2001).

En aves, se ha documentado de manera convincente, la existencia de la hormona
inhibidora de gonadotropinas (GnlH; Ebling y Luckman, 2008), cuya funcidn
inhibitoria del eje HHG es considerada tan importante como la accién estimulatoria
de Kiss; sin embargo la GnHI no ha sido identificada en mamiferos. Sin embargo,
en éstos, se ha reportado la existencia del péptido relacionado con la familia
RFRP (Ebling y Luckman, 2008), que ha sido propuesto como un homoélogo de la
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GnlIH. Otros autores denominan al RFRP como Neuropéptido FF o NPFF
(Findeisen et al., 2011). No obstante, no hay evidencias convincentes de sus
efectos inhibitorios en mamiferos prepuberes (Ebling, 2005), y su misma identidad
es discutida, ya que Ebling y Luckman (2008) consideran al RFRP diferente desde
el punto de vista génico al NPFF.

Las células gliales y algunas neuronas de GnRH presentan relacién funcional
(Silverman et al., 1994). Esta relacién depende de los factores de crecimiento que
actian a través de receptores serina-treonina quinasa, como el TGFf1, y factores
de crecimiento que sefializan a través de receptores con actividad de tirosina
quinasa, como el IGF-I1, el Factor de Crecimiento Basico Fibroblastico (FbGF) y los
factores del crecimiento epidérmico (EGF) de la familia del TGFa, vy
neurorregulinas (NRGs).

La regulacién central del eje HHG depende, como se discutié en los parrafos
anteriores, de mdultiples sefiales de origen neuronal y de células gliales cuya
integracion determina el inicio de la pubertad; sin embargo, para su
funcionamiento, requiere también de una pléyade de sefiales provenientes de los
tejidos periféricos. Los principales agentes moduladores de las funciones centrales
desencadenantes de la pubertad, provienen de los ovarios: E2 y P4. Sin embargo
existen otros sefalizadores cuyo origen radica en tejidos no gonadales y que han
sido considerados como indicadores de madurez somaética; entre ellos destacan el
IGF-1 y la leptina. En las secciones siguientes, se discute el papel que los agentes
de origen gonadal o soméatico desempefian en el inicio de la pubertad en las

hembras.

Agentes sefializadores de origen ovarico

Estradiol

Ramirez y McCann (1963) identificaron que el inicio de la pubertad esta
condicionado a la disminucion de la retroalimentacion negativa del E2, lo cual
desencadena los cambios ya sefialados en la liberacion de GnRH, LH y FSH, asi
como en el desarrollo folicular, la maduracion del foliculo dominante, con el

correspondiente aumento en la funcién esteroidogénica y finalmente la ovulacion.
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Sin embargo, los mecanismos exactos que intervienen en la red neuronal que
conducen a la disminucion de la retroalimentacion negativa del E2 en el
hipotalamo, y la desinhibiciébn consecuente de las neuronas de GnRH para iniciar
la pubertad, son conocidos de manera fragmentada.

Los receptores de E2 mas conocidos son los llamados ER, de los cuales existe
abundante informacion con respecto a sus isoformas ERa y el ERB (Chu et al.,
2009), llamados también receptores clasicos (Prossnitz et al., 2008). Estos fueron
identificados en 1973, sobre la base de la actividad de union especifica, en el
Gtero y vagina de la rata (Jensen y DeSombre, 1973). Sin embargo existen otros
receptores menos conocidos (receptores no clasicos), como el receptor de
membrana asociado a proteina G (GPR30), el receptor putativo de estrogenos
asociado a membrana plasméatica (ER-X) y el receptor sensible al compuesto
difenilacrilamida STX (STX-R; Terasawa y Kenealy, 2012). Los tres citados
receptores fueron descubiertos a finales de los afios 90 (Prossnitz et al., 2008).
Varios grupos de investigadores (Abraham et al., 2003; Temple et al., 2004; Chu et
al., 2009; Cheong et al., 2012; Sun et al., 2010), documentaron que en los
mamiferos las neuronas de GnRH no cuentan con ERa y ERB. No obstante, en
estudios mas recientes efectuados en primates y ratones (Terasawa y Kenealy,
2012), se detect6 que en las neuronas de GnRH ocurre un efecto directo de rapida
accion excitatoria del E2 el cual ocurre a nivel de sinapsis, a través de sus
receptores no clasicos GPR30 (Thomas e

t al., 2010) y STX-R (Qiu et al., 2003). Lo anterior significa que el receptor GPR30
es activado por E2 sintetizado, a través de un proceso de aromatizacién, en
neuronas del hipotdlamo y que es liberado a nivel sinaptico. En esta via de
transmision, la neurona postsinaptica es la de GnRH. Por su parte los receptores
STX-R también han sido identificados en neuronas de GnRH de primates no
humanos (Terasawa y Kenealy, 2012) y se asume que son activados por E2
proveniente de las gonadas. Unicamente en primates parece existir este sistema,
en el gue al menos dos tipos de receptores estan implicados en la mediacién de la
accion rapida del E2 en las neuronas de GnRH (Terasawa y Kenealy, 2012).
Mientras que en roedores, Uunicamente el receptor GPR30 parece ser suficiente
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para mediar las acciones rapidas del E2 (Terasawa y Kenealy, 2012). De hecho,
aun es controversial su clasificacion, ya que algunos autores consideran al GPR30
como un miembro del grupo de receptores ER (Ford et al., 2011), y lo vinculan con
el crecimiento longitudinal de los huesos, considerandolo un receptor funcional de
estrogenos, cuya deficiencia mantiene el crecimiento longitudinal acelerado por un
mayor tiempo en ratones. Otros investigadores vinculan al GPR30 con una serie
de funciones en las que puede 0 no interactuar con los efectos clasicos del E2, ya
gue se ha observado que aun en células que no expresan ER, se mantiene la
accion de E2 mediante la activacion de los receptores GPR30 (Prossnitz y
Maggiolini, 2009). Cada vez se acumula mas informacion acerca de los receptores
gue determinan las acciones rapidas del E2; sin embargo hasta el momento no se
ha encontrado una funcion de dichos receptores en el fendmeno la pubertad. No
obstante, es factible que células sin expresion de los ER, pudieran ser responsivas
al E2 mediante algunos de los receptores de accion rapida antes citados.

En resumen, con respecto al inicio de la pubertad, la mayor parte de la informacion
indica que los efectos clasicos de retroalimentacion positiva y negativa de E2 de
origen ovérico, son mediados por los ERa, mientras que los ER intervienen
solamente en la retroalimentacién positiva de E2 (Antal et al., 2008). No obstante,
en la mayoria de hembras mamiferas estudiadas no se ha detectado la expresion
de ERa en las neuronas de GnRH. Por el contrario, se han registrado ERa en
neuronas que se encuentran en el area AVPV; éstas consisten en una diversidad
de linajes neuronales que responden positiva 0 negativamente a E2 y que
sintetizan alguno de los siguientes sefalizadores: Glut (Eyigor et al., 2004), GABA
(Flugge et al., 1986), NE (Lee et al., 2000), Kiss (Simerly y Swanson, 1987),
Dinorfina (Gottsch et al., 2009) y NKB (Goubillon et al., 2000). Los citados agentes
actuan directamente, a través de receptores especificos en las neuronas de GnRH
(Gu y Simerly, 1997; Simerly, 1998). EI AVPV, por lo tanto, desempefia un papel
fundamental en la integracion y la transmision de sefales hacia las neuronas
GnRHeérgicas; el AVPV también recibe sefales provenientes de neuronas de los
nacleos preodptico medial, ARC y posterior de la amigdala. Dichas neuronas
expresan receptores de E2 (Simerly, 1998), por tanto el E2 puede actuar
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directamente en las neuronas del area AVPV e indirectamente a través de sefiales
transinapticas provenientes de otras neuronas. Ahora bien, existe un consenso
entre varios autores en el sentido de que entre los sefializadores mencionados, los
principales traductores de las acciones de E2 en el eje hipotalamo-adenohipofisis
son GABA (Ottem et al., 2004; DeCavel y Van den Pol, 1990), Glut (Roberts et al.,
2006; Christian y Moenter, 2010) y Kiss (Shahab et al., 2005; Irwig et al., 2005).
Se ha registrado en ratas que al momento de la oleada preovulatoria de LH, las
vesiculas transportadoras de Glut aumentan en el nicleo AVPV, mientras que las
vesiculas que contienen GABA disminuyen (Ottem et al., 2004). Una vez liberados
estos neurotransmisores, llegan a las neuronas de GnRH, donde activan a sus
receptores especificos (Ottem et al., 2002). En cuanto a los receptores de Glut,
Brann et al. (2008) identificaron dos tipos: el denominado acido propionico-
ionotropico a-amino-3 hidro-5metil-disoxazol (AMPA) y el N-metil-D-Aspartato
(NMDA).

Los receptores para Glut reciben su nombre, por ser altamente selectivos con
relacion al secretagogo que los activa, es decir AMPA y NMDA, siendo el primero
considerado mas importante debido a que la mayoria de las neuronas de GnRH lo
expresan, mientras que solo el 20% de ellas expresan NMDA (Spergel et al.,
1999).

Con relacién a los receptores de GABA en las neuronas de GnRH, se han
encontrado dos isoformas: GABA, y GABAg. Se sabe con certeza que los
receptores GABAa son activados sindpticamente, mientras que no existen
evidencias contundentes con respecto al mecanismo de activacion de los
receptores GABAg (Christian y Moenter, 2010); consecuentemente los efectos de
E2 en las neuronas de GnRH son atribuibles a la activacion del receptor GABAA.
GABA es comunmente citado como el principal neurotransmisor inhibitorio del
sistema nervioso central (Decavel y Van den Pol,1990; Liu y Reppert, 2000); sin
embargo sus acciones en la red de neuronas de GnRH también pueden ser
estimulatorias en hembras prepuberes, aunque este ultimo efecto es controversial

(Christian y Moenter, 2010), ya que sus acciones excitatorias en las neuronas
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GnRHérgicas solo se presentan en condiciones muy especificas (Roa y Tena-
Sempere, 2010).

Aparentemente, y en ausencia de informacién critica para entender plenamente
las acciones de Glut y GABA, ambos neurotransmisores desempefian un papel
critico en el inicio de la pubertad, mediando los efectos de retroalimentacion
postiva y negativa del E2 (Christian y Moenter, 2010), proporcionando un elemento
clave en el momento del cambio de sensibilidad del hipotalamo a los efectos de
retroalimentacion negativa a positiva del E2, particularmente en la emision de la

oleada preovulatoria de GnRH y LH en las hembras que inician la pubertad.

Progesterona (P4)

La P4 es reconocida universalmente como uno de los principales inhibidores de la
red neuronal de GnRH (Goodman, 1996), particularmente en modelos de hembras
ciclicas. El concepto actual es que la accién de P4 se ejerce indirectamente en las
neuronas de GnRH (Popa et al., 2008) y se asume que la accion directa de la P4
en las neuronas de GnRH es poco probable, ya que en la literatura no se ha
podido observar la expresion de receptores para P4 en dichas neuronas (Fox et
al., 1990; Leranth et al., 1992; Skinner et al., 2001).

Richter et al. (2005) documentaron la existencia de dos receptores de P4 (PRa y
PRp) en el cerebro. Mas tarde Sleiter et al. (2009) reportaron la presencia de PRa
y PR en el hipotdlamo medio basal de cuyos, otros investigadores (Dempsey et
al., 1936; Blaustein y Feder, 1980), los decribieron especificamente en el nacleo
ARC de ratas; mientras que en otros estudios se demostrd la expresion de los
citados receptores en el POA del nucleo ARC de ovejas (Mani y Oyola, 2012;
Dufourny et al., 2005 a, b).

En el nicleo ARC existe una serie de grupos neuronales que responden a P4y
que sintetizan alguno de los siguientes sefalizadores: dopamina, Neuropéptido Y
(Dufourny et al.,, 2005a), B-endorfina y dinorfina B (Dufourny et al., 2005b vy
Lehman et al.,, 2010). Los citados agentes actlan directamente a través de
receptores especificos en las neuronas de GnRH (Roa y Herbison, 2012;
Wakabayashi et al., 2012). Por tanto, las evidencias discutidas anteriormente,
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indican que las acciones de retroalimentacion negativa de la P4 de origen ovarico
no se ejercen directamente en las neuronas de GnRH; por el contrario, son
mediadas por la activacion de los receptores PRa y PRp localizados en neuronas
del POA, las que a su vez llevan a cabo una accion inhibitoria al promover la
liberacion de varios neurotransmisores (dopamina, Neuropéptido Y, B-Endorfina y
Dinorfina B), que efectian la inhibicion en la liberacion de GnRH al actuar
directamente en las neuronas que la sintetizan (Skinner et al., 1998). En la
literatura cientifica reciente, existen evidencias solidas sobre otra via de accion
indirecta que tanto E2 (retroalimentacion positiva o negativa; Lehman et al., 2010;
Navarro y Tena-Sempere, 2012) como P4 (retroalimentacion negativa Unicamente;
Dufurny et al., 2005 a, b; Lehman et al., 2010) efecttan para inhibir o estimular la
liberacion de GnRH; dichas acciones, como se discutira ampliamente en el inciso

correspondiente, son ejercidas a través de neuronas que producen Kiss.

Agentes sefializadores de origen somatico

Factor de crecimiento parecido a la insulina —I

Los factores de crecimiento similares a la insulina (IGF) constituyen un sistema
complejo de hormonas peptidicas del tipo 1y 2 (IGF-I e IGF-II, respectivamente),
receptores de superficie (receptor de insulina o IR, asi como los receptores IGF-RI
e IGF-RIl) y 6 tipos de proteinas de unién de los IGF (IGF-BP del 1 al 6), las
cuales se encuentran circulando en la sangre y en algunos tejidos (Pavelic et al.,
2007). A pesar de que las IGF-BP han sido sefaladas como elementos
importantes en las acciones de los IGF en varios niveles, debido a que se
encuentran fuera del alcance del presente trabajo, solo se discutira su intervencion
cuando sea indispensable para entender los efectos de los IGF. Ambos IGF son
moléculas altamente homologas, formadas por una sola cadena polipeptidica (70 y
67 residuos de aminoacidos respectivamente para el IGF-l y el IGF-1l). Cada IGF
proviene de una distinta prepro-hormona, la prepro-IGF-I1 (130 aminoéacidos) y la

prepro-IGF-11 (180 aminoéacidos).
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El IGF-I es considerado como una hormona tréfica que se encuentra circulando en
la sangre en relativamente elevadas concentraciones; la mayor parte del IGF-I
circulante proviene del higado, no obstante la mayoria de los tejidos son capaces
de sintetizar el IGF-1 y son sensibles a él; particularmente durante las etapas
posnatales de crecimiento (Pavelic et al., 2007). La regulacion de la sintesis del
IGF-1 hepético depende principalmente de la accién de la GH y la insulina (Butler y
Le Roith, 2001; Le Roith et al., 2001a; Le Roith et al., 2001b). No obstante, existen
multiples factores asociados con la nutricion y las distintas etapas de desarrollo del
individuo, que modifican la sintesis de dicha hormona, tanto en higado como en
otros tejidos (Spicer y Echternkamp 1995; Watson et al.,, 1999; Daftary y Gore,
2005). En contraste, la sintesis del IGF-Il es en gran medida independiente de la
GH (Spicer et al., 2004) y su expresion es mucho mayor durante la etapa fetal en
comparaciéon con la vida posnatal (Constancia et al., 2002). Desde el punto de
vista funcional, el IGF-II es considerado como un factor regulador de la mitosis en
un gran namero de tejidos (Spicer et al., 2007); por el contrario, el IGF-I es
considerado como uno de los elementos de mayor importancia en el crecimiento
somatico, la tasa de crecimiento y del tamafio corporal maduro (Roberts et al.,
1990). Adicionalmente, varios investigadores han generado evidencias en el
sentido de que el IGF-I, ya sea en la fraccion sintetizada en tejidos especificos o la
gue se encuentra circulando en la sangre, desempefia un importante papel en el
proceso del crecimiento corporal de los mamiferos (Pagan et al., 2003) y
aparentemente en el inicio de la pubertad (Velazquez et al., 2008).
Consecuentemente, en lo que resta del presente inciso y de la tesis en general, se
discutird exclusivamente el papel del IGF-I asociado con los fendmenos del
crecimiento y la pubertad.

Los efectos biologicos de los IGF en las células blanco, son mediados por los
receptores de superficie antes citados, sin embargo mientras el IGF-I se une con
alta afinidad al IGF-RI y con un menor grado de afinidad al IR, el IGF-1l se une con
alta afinidad al IGF-RI y con baja afinidad al IGF-RII, pero posee practicamente
una nula afinidad al IR; por tanto, la mayor parte de las acciones de ambos IGF se
ejercen a través del IGF-RI (Pavelic et al., 2007).
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En una revision reciente (Velasquez et al., 2008), los autores abordaron el tema en
debate de la relativa importancia de los efectos endocrinos y los para-autocrinos
del IGF-I en la reproduccion. De acuerdo a las evidencias que dichos
investigadores discuten, parece quedar claro que en los roedores es mas
importante el papel local del IGF-1, a nivel de 6rganos reproductivos, mientras que
en rumiantes es la accién endocrina del IGF-I la que determina en mayor grado los
efectos positivos de dicha hormona en la reproduccion.

Con relacién a la pubertad, se ha generado informacion que apoya el concepto de
gue los cambios hormonales determinantes del inicio de la pubertad en rumiantes,
discutidos en secciones previas, no ocurren sino hasta que la hembra posee un
tamafo corporal adecuado o un estado metabdlico que le permita reproducirse
exitosamente (Rawlings et al., 2003; Abeygunawardena y Dematawewa, 2004).

La concentracion sanguinea del IGF-1 es regulada por multiples factores,
destacando algunos de origen genético como la raza (Roberts, et al., 1990; Jones
et al., 1991), el sexo del individuo (Lund-Larsen et al., 1975; Luna et al., 1983) y la
condicion de haber nacido como cria Unica, como producto de un parto gemelar o
de nacencia mdltiple (Holland et al., 1988.); asi como un conjunto de factores
ambientales, tales como la dieta (Breier, et al., 1986; Breier et al., 1988), la edad al
destete (Breier et al., 1988), la tasa de crecimiento (Mandel, et al. 1995), la
condicion o composicién corporal (Ledn et al., 2004) y la época del afio en que
nace el animal y cursa por los periodos criticos del crecimiento (Schillo et al.,
1992).

En el hipotalamo de roedores, de humanos (Carro y Torres-Aleman, 2006) y de
bovinos se expresa el receptor IGF-IR (Li et al., 2007). Se ha identificado la
presencia y expresion de dichos receptores en la adenohipofisis, el plexo coroideo,
el bulbo olfatorio, el nucleo supraquiasmatico, la eminencia media y nudcleo
paraventricular (Lesniak et al., 1988; Bondy et al., 1992; DeKeyser et al., 1994;
Navarro y Tena-Sempere, 2012). En dichos nucleos el IGF-IR se localiza en
neuronas que sintetizan GABA (Sanchez-Alvarez et al., 2011) y Glut (Zheng y
Quirion, 2009). Después de una extensa busqueda en la literatura cientifica, no
hay informacion disponible sobre la identificacion de receptores para IGF-I en las
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neuronas Kiss-1 y KNDy (Kisspeptina/Neurocinina B/dinorfina). Por otro lado, se
ha probado de manera satisfactoria la existencia de mecanismos que permiten la
translocacion del IGF-1 de la corriente sanguinea al ambiente intercelular que
rodea a las neuronas y células gliales de roedores (Rotwein 1988; Ojeda et al.,
2010). Este conjunto de evidencias, le dan credibilidad al concepto de un papel
fisiologico del IGF-I sanguineo en la regulacion del eje HHG.

Los niveles de IGF-l en sangre, son determinados por mudltiples factores, por
ejemplo: se ha informado que la concentracion sérica de IGF-I esta estrechamente
asociada de manera positiva con el peso corporal (Jones et al., 1991; Yelich et al.,
1996; Luna-Pinto y Cronje, 2000; Garcia et al., 2002); es decir, de acuerdo con
estos investigadores, a mayor tasa de crecimiento y peso, mayor sera la
concentracion sérica del IGF-I. En contraste, Garcia et al. (2003) encontraron que
los niveles de IGF-I en vaquillas de carne, disminuyeron durante las 10 semanas
que precedieron al inicio de la pubertad. Las discrepancias sefialadas podrian
deberse a diferencias en el estado metabolico del animal al momento de la toma
de muestras, al intervalo y duracion del tiempo de muestreo con respecto al inicio
de la pubertad, a la raza de los animales bajo estudio, o por diversos aspectos
asociados con la alimentacion. Se ha determinado que en becerras de razas
carnicas, los niveles sanguineos de IGF-I son muy variables entre animales,
dependiendo de la interaccién entre la edad en que se toman las muestras y la
raza, ya que los animales de razas precoces para iniciar la pubertad (Angus,
Charolais), presentan los valores séricos maximos de IGF-I, aproximadamente dos
semanas antes de la primera ovulacién; por el contrario las becerras menos
precoces (Simmental, Bradford) presentan el pico de IGF-I al momento de la
primera ovulacion (Jones et al., 1991). Las novillas prepuberes a las que se les
restringe el alimento y se les alimenta posteriormente de manera normal, tienen un
ritmo de crecimiento superior al de becerras sometidas a una dieta convencional
de manera regular, lo que se asocia con un rapido aumento en los niveles de IGF-I
durante la fase de crecimiento compensatorio (Granger et al., 1989).

Las vaquillas prepuberes adecuadamente alimentadas, alcanzan la pubertad a

una edad mas temprana en comparacion con los animales de la misma raza
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sometidos a una restriccion alimenticia (Schillo et al., 1992, Macdonald et al.,
2005), fendmeno que se asocia con menores niveles de IGF-1 en sangre inducidos
por la restriccion en la dieta (Yelich et al, 1996, Luna-Pinto y Cronje, 2000). Por
otro lado, en novillas sometidas a un ayuno de corto plazo, se redujo la frecuencia
de los pulsos de LH y simultdneamente disminuyé la concentracion periférica de
IGF-I (Yelich et al., 1996, Luna-Pinto y Cronje., 2000). Si bien todas las evidencias
sefaladas son correlativas y no de relaciones causa-efecto, indican que el IGF-I
circulante es un mediador metabdlico que participa en el inicio de la pubertad en
novillas. Sin embargo evidencias de otra naturaleza refuerzan lo sugerido por los
estudios mencionados anteriormente; por ejemplo, la inmunizacion contra la
Hormona Liberadora de la Hormona del Crecimiento (HGRH) antes de la pubertad
en vaquillas de carne, provocé una reduccion de IGF-1 en suero y el retraso de la
pubertad, mismo que estuvo vinculado con una reduccién en el crecimiento
folicular (Simpson et al., 1991). Esto permite sugerir que la disminuciéon de las
concentraciones de IGF-1 en sangre, podria afectar negativamente la capacidad
del ovario para sintetizar E2 y retrasar, o impedir el incremento preovulatorio de
dicha hormona, postergando la oleada preovulatoria de LH (Simpson et al., 1991,
Schoppee et al., 1996).

En general, esta informacién proporciona evidencia de un papel del IGF-I
circulante como sefial de control, la que permite que la pubertad ocurra cuando el
crecimiento somatico adecuado se ha logrado. De la misma manera, indica que el
IGF-I sanguineo podria participar en el inicio de la pubertad, actuando en
diferentes niveles: hipotalamo, adenohipdsis y ovario. En el inciso de Kisspeptina
se discutird con mas detalle la interaccion del IGF-1 con las neuronas involucradas

en la pubertad citadas con anterioridad.

Leptina

La leptina es una hormona proteica, descrita por primera vez por Zhang et al.
(1994) y es sintetizada y secretada principalmente por los adipocitos. La leptina
participa en la regulacion de la homeostasis y es uno de los mas importantes

agentes de sefalizacion que indica a los centros neuroendocrinos, el nivel de
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crecimiento, la cantidad y el estado funcional del tejido adiposo (Houseknecht et
al., 1998; Barb et al., 2002). Spicer et al. (2001) sefialan que la leptina capturé la
atencion de numerosos cientificos cuando se descubrieron sus propiedades
reguladoras sobre las funciones neuroendocrinas. Posteriormente, Hausman et al.
(2012) documentaron que debido a la gran cantidad de péptidos producidos por el
tejido adiposo, se propuso el concepto de neuroadipologia y se establecieron los
vinculos de ésta rama de la ciencia con las funciones de los sistemas
neuroendocrino y neuroinmunoldgico. Especificamente, la leptina desempefia
acciones reguladoras en el control del consumo voluntario de alimento (Ingvartsen
y Boisclair, 2001), en la hematopoyesis (Houseknecht et al., 1998), en la
angiogénesis (Margetic et al.,, 2002) y en la respuesta inmune (Ingvartsen y
Boisclair, 2001). Uno de los papeles mas importante que desempefia la leptina, es
su intervencion en varios niveles del funcionamiento del eje reproductivo en
mamiferos (Clarke y Henry, 1999; Spicer et al., 2001; Margetic et al., 2002;
Hausman et al., 2012). Ademas del tejido adiposo, se ha encontrado la expresion
de mRNA de leptina en otros tejidos, hallazgos compendiados por Spicer et al.
(2001): utero y placenta del humano, en el hipotalamo de rata y en adenohipdfisis
de rata y ratona. Sin embargo la significancia fisiol6gica de la leptina sintetizada en
dicho tejidos se encuentra lejos de ser entendida. Por el contrario, existe un
cumulo de evidencias en favor de la intervencion de la leptina circulante, de origen
adiposo, en la reproduccion de humanos, cerdos, ovinos, bovinos, rata y ratén
(Spicer et al., 2001). Una de esas evidencias es la expresion del receptor para
leptina y/o de su mRNA en el hipotalamo (Zieba et al., 2008) y la hipdfisis anterior
de la cerda (Lin et al., 2001), oveja (Dyer et al., 1997), rata (Zamorano et al., 1997)
y ratona (Tartaglia et al., 1995). Por lo tanto, se ha propuesto que la leptina podria
actuar en el cerebro y / o hipdfisis para participar en la regulacion de la secrecion
de gonadotropinas hipofisiarias. Varios autores reconocen la importancia de la
leptina en la reproduccion de las hembras mamiferas maduras (Clarke y Henry,
1999; Spicer et al., 2001; Margetic et al., 2002; Hausman et al., 2012), pero todos
ellos destacan particularmente la intervencion de dicha hormona en el inicio de la

pubertad. Debido a lo anterior, en los siguientes parrafos, se integra la informacion
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mas relevante relacionada con los efectos de la leptina en el inicio de la pubertad,
con especial énfasis en las hembras rumiantes.

La sintesis de leptina en el tejido adiposo blanco y su secrecidon es multirregulada.
Entre los factores que determinan los niveles circulantes sistémicos de leptina se
encuentran: el género del individuo, la compaosicion corporal, la edad, la especie,
la raza y la dieta. Con relacion al género, en humanos se ha comprobado que los
nifios tienen menores concentraciones de leptina que las nifias desde los 5 hasta
los 13 afios de edad (Spicer et al., 2001); ademas, mientras en los nifios se
observan los valores pico de leptina a los 9 aflos y posteriormente declinan a
niveles similares a los registrados cuando tenian 5 afios, en las nifias se observa
un aumento lineal con los valores mas bajos a los 5 afios y los mas altos a los 13
afios de edad. En ambos géneros, la leptina es afectada positivamente por la
masa corporal (Spicer et al., 2001). De manera similar, en bovinos adultos se han
generado evidencias que indican una mayor concentracién de leptina en sangre
de hembras que en machos (Hausman et al.,, 2012). Asi mismo, en becerras
prepuberes de la raza Japanese Black se encuentran mayores concentraciones de
leptina, en comparacion con las de los novillos de la misma raza (Tokuda e Yano,
2001).

Se han registrado diferencias en la expresién del receptor de leptina en tejido
adiposo dorsal y en el endometrio, atribuibles a la raza de las cerdas tanto
maduras (Guay et al., 2001) como prepuberes (Gonzalez-Afiover et al., 2012). En
otros estudios se detectaron diferencias atribuibles a la raza tanto de novillos
(Nkrumah et al., 2007) como de toros en crecimiento (Thomas y Burguera 2002).
Sin embargo en hembras bovinas maduras no se han encontrado diferencias en
los niveles circulantes de leptina entre razas carnicas y lecheras (Delavaud et al.,
2002). En lo que se refiere a vaquillas prepuberes, no encontramos estudios
disponibles en la literatura relacionados con los efectos de raza en los niveles
circulantes de dicha hormona. Por otro lado, se han registrado diferencias entre
especies estrechamente emparentadas, mantenidas bajo condiciones similares;
por ejemplo, los burros presentan concentraciones séricas mucho mas elevadas

de leptina que los caballos (Diez et al., 2012). En oposicion a la ausencia aparente
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del efecto de raza en hembras bovinas, existen multiples evidencias de que el
estado nutricional, indicado por la composicion corporal, afecta las
concentraciones sanguineas de leptina. Por ejemplo, en becerras prepuberes se
ha informado que las concentraciones circulantes de leptina se correlacionan
positivamente con la cantidad de tejido adiposo del animal (Houseknecht et al.,
1998). Asi mismo, se han generado evidencias (Gillis et al., 2004) que prueban la
influencia de la dieta a corto y largo plazos en las concentraciones de leptina
circulante. Con relacén a esto, Chillard et al. (2005) propusieron a la leptina como
un vinculo entre la historia nutricional y la regulacion fisiolégica del animal, que
integra las necesidades del animal tales como las que se presentan durante el
ciclo de gestacidn-lactancia, la disponibilidad predecible de alimentos debido a
variaciones estacionales o el potencial de supervivencia ante climas extremos y
que depende en parte del nivel de grasa corporal. Lo anterior indica que se
necesitan alcanzar concentraciones adecuadas de leptina para que se inicie la
pubertad o la actividad reproductiva posparto.

La leptina es considerada como un modulador del inicio de la pubertad, debido a la
relacion entre ésta y la cantidad de tejido adiposo, condicibn o composicién
corporal. En estudios efectuados en ratonas, la administracion exdgena de leptina
acelera la edad en que inician la pubertad (Ahima et al., 1997). También en
ratonas, la mutacién del gen de leptina (ob/ob) o del gen del receptor de leptina
(LEPR), genero disfunciones metabdlicas como la hiperfagia, obesidad y diabetes,
asi como desoérdenes reproductivos, tales como las concentraciones bajas de LH,
desarrollo incompleto de los 6rganos reproductivos y el fracaso en alcanzar la
madurez sexual (Ahima et al., 1997). Por afadidura, el tratamiento con leptina en
ratonas ob/ob estimulé el desarrollo gonadal, la secrecion de gonadotropinas
hipofisiarias e indujo la pubertad (Chehab et al., 1996).

Williams et al. (2002) efectuaron una extensa revision en la que discuten
informacion generada en vaquillas peripuberes, en la que se sustenta que la
ingestion de energia, la tasa de crecimiento, y la adiposidad estan vinculadas con
el inicio de la pubertad en dichos animales. En la citada revision se documenta

prolijamente que la restriccion moderada de energia de la dieta ocasiona un
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retraso en el inicio de la pubertad, debido principalmente al crecimiento retardado
gue a su vez provoca un retraso en el aumento de la frecuencia de pulsos de LH.
El fendmeno descrito, aparentemente es debido a que se prolonga la condicion de
sensibilidad del hipotalamo a la retroalimentacion negativa de estradiol. Ademas la
ingesta de energia alimentaria y el metabolismo ejercen efectos profundos sobre
el sistema de comunicacion neurohumoral E2-GnRH-LH, tanto antes como
después de la maduracion sexual. Williams et al. (2002) describen que en antes
de la primera ovulacion de las vaquillas, el patron de sintesis y secrecion de
leptina estan relacionados positivamente con el peso corporal y con las
concentraciones séricas de IGF-I. En la revision citada, y en otro trabajo (Garcia et
al., 2003), se establece la existencia de dicha relacion, ya que se encontré que el
peso corporal explica la mayor cantidad de la variacion asociada con el tiempo de
inicio de la pubertad y, que a su vez se correlaciona fuertemente con la leptina
circulante (r=0.85). A pesar de la informacion discutida arriba, se ha demostrado
que la leptina exdégena no es capaz de promover un aumento en la frecuencia de
pulsos de LH en novillas prepuberes alimentadas normalmente, o con una dieta
restringida en energia (Zieba et al., 2004), fendmeno que difiere de lo reportado en
vacas, las cuales después de un periodo de ayuno de corta duracion,
respondieron a la leptina exdgena con un incremento de la pulsatilidad de LH
(Williams et al., 2002). Por lo tanto existe algun otro agente sefializador requerido
para que la leptina ejerza una accion positiva en el eje gonadal, mismo que
aparentemente estd presente en hembras bovinas maduras y no en las
prepuberes. Tanto Zieba et al. (2004) como Williams et al. (2002) proponen que la
leptina es una hormona permisiva del inicio de la pubertad.

No se ha observado una relaciéon directa entre las neuronas de GnRH y la leptina
(Donato et al.,, 2011), y la literatura no permite establecer la existencia de un
vinculo directo entre ambos efectores. Por ejemplo, las neuronas de GnRH no
expresan LEPR. Ahora bien, en una revision realizada por Smith et al. (2002), se
indica que el receptor de leptina es un miembro de la familia de receptores de
citoquinas de clase |. Existen en al menos seis isoformas que surgen de las

variantes del empalme de ARNm, entre las que incluye una forma larga (Ob-Rb)
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de 303 aminoacidos y varias formas cortas (Ob-Ra, Ob-Rc, Ob-Rd y OB-Rf) con
longitudes variables del dominio citoplasmico, que van de 31 a 42 aminoacidos
(Bjarbaek et al., 1997); otra isoforma es la OB-Re, la cual carece tanto del dominio
transmembranal como citoplasmico, es soluble y sirve como una proteina de unién
a la leptina circulante (Lahlou et al., 2000). El Ob-Rb es el receptor predominante
expresado en el cerebro, particularmente en el hipotdlamo de rata y ratona
(Elmquist et al., 1998; Mercer et al., 1996), y el Ob-Ra se encuentra principalmente
en los tejidos periféricos tales como el higado, pancreas, gonadas y musculo
esquelético (Smith et al., 2002). Sin embargo, el receptor Ob-Ra esta presente en
el plexo coroideo (Lynn et al., 1996) y los capilares neurales (Golden et al., 1997),
participando en el transporte de leptina en la sangre y el liquido cefalorraquideo, y
a través de la barrera hematoencefalica.

Las multiples formas de receptor de la leptina y su distribucion fuera del sistema
nervioso central, permiten sugerir que el papel de la leptina se extiende mas alla
de su funcién como factor de saciedad. Ademas de regular el apetito y la ingesta
de energia, la leptina afecta a varios mecanismos metabdlicos y neuroendocrinos
relacionados con la particibn del gasto energético (Smith et al., 2002). La
distribuciéon de la isoforma OB-Rb en los nucleos del hipotdlamo varia entre
especies: en ovejas se ha encontrado abundantemente en los nucleos
ventromedial y ARC (Zieba et al., 2008); en ratonas en los nucleos ventromedial,
periventricular, ventral premamilar y ARC. En cerdas se encuentra en el area
predptica (POA) y en los nucleos ARC, supradptico y paraventricular (Czaja et al.,
2002). Ademas, dicha isoforma del receptor de leptina, se expresa en la hipofisis
anterior de cerdas (Lin et al., 2001), de ovejas (Dyer et al.,, 1997), de ratas
(Zamorano et al., 1997) y de ratonas (Tartaglia et al., 1995). Por lo tanto, la leptina
podria actuar en el hipotalamo y / o la hipdfisis anterior para regular la secrecion
de gonadotropinas.

Ebling (2005) discute evidencias sobre neurotransmisores, tales como el
neuropeptido Y (NPY), la proopiomelanocortina (POMC) y el GABA quienes
actian como mediadores de la accién de la leptina en la liberacion de GnRH.

Dichas observaciones han sido verificadas por otros autores (Cunningham et al.,
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1999; Igbal et al., 2001; Williams et al., 2002; Sullivan y Meonter, 2004).
Recientemente, Roa y Tena-Sempere (2010) y Lehman et al. (2010), generaron y
discutieron evidencias producidas a través de varios estudios con relacion al papel
de la leptina en la liberacién de LH, FSH y GH en animales prepuberes; dichos
investigadores proponen que los efectos de la leptina en los ejes gonadotrépico y
somatotropico son ejercidos de manera indirecta a través de la Kiss.

LaPaglia et al. (1998) han proporcionado evidencia en ratas, de que la leptina
actua como un neuromodulador en la liberacion de la GH, mediante la relacion de
este sistema hormonal con el estado nutricional del animal. A su vez, Houseknecht
et al. (2000) indicaron que en vacas, la GH puede regular la expresién de gen de
la leptina en el tejido adiposo tanto in vivo como in vitro, y que los mecanismos
parecen ser independientes de la masa de tejido adiposo.

En resumen, se han generado evidencias del papel de la leptina en la liberacion
de LH, FSH y GH en animales prepuberes; sin embargo esos efectos parecen ser
efectuados de manera indirecta a través de la Kiss, aspecto que sera discutido con

mas detalle en el siguiente capitulo.

Kisspeptina

La Kiss fue identificada en 1996 en lineas celulares de melanoma con baja
capacidad metastasica (Roa et al., 2008). La Kiss se decribi6 como un péptido de
54 aminoacidos, que actla a través del receptor GPR54, activando a una proteina
G (Muir et al., 2001). Se encontré que la Kiss es producida en el hipotalamo,
placenta e intestino y su receptor es expresado en la placenta, pancreas, médula
espinal y diferentes areas del cerebro, incluidos hipotalamo, ganglio basal,
amigdala, sustancia negra e hipocampo (Smith, 2008). La Kiss también es
llamada por algunos autores metastina por su capacidad para inhibir la metastasis
de células de melanoma in vivo (Ohtaki et al. 2001). Muir et al. (2001) afirman que
la Kiss es una familia que comprende una serie de péptidos relacionados
estructuralmente, que se derivan aparentemente de un proceso proteolitico, a
partir de un precursor comun de 145 aminoacidos, que contiene una secuencia de

19 aminoacidos de sefial, dos posibles sitios de corte dibasico (entre los
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aminoacidos 57 y 67) y un sitio putativo para la ruptura terminal y amidacion
(aminoécidos 12 al24). Kotani et al. (2001) sefialan que la familia de Kiss, incluye
también a fragmentos mas cortos de la region C-terminal de la molécula de
metastina, como kisspeptina-14, kisspeptina-13 y kisspeptina-10, todas ellas, con
una actividad biologica similar.

Las neuronas de Kiss se encuentran en discretos subgrupos neuronales de la
POA (Gottsch et al. 2004) y el ARC (Shahab et al. 2005, Gottsch et al. 2004). Los
receptores de Kiss se expresan en las neuronas de GnRH (Parhar, et al., 2004) y
en la adenohipofisis (Muir et al. 2001, Kotani et al. 2001). Esta distribucion sugiere
que las neuronas de Kiss no sélo inducen la secrecion de GnRH actuando en las
neuronas GnRHérgicas, sino que también tienen la capacidad de estimular
directamente la secrecién de gonadotropinas (Navarro et al. 2005a), mediante la
liberacién de Kiss en el sistema portal hipotalamo-hipdfisis. Tanto las neuronas
que expresan Kiss, como su receptor aumentan en el hipotdlamo de primates no
humanos en el momento de la pubertad, lo que permitié generar el concepto de
gue la Kiss contribuye a la activaciéon de la secrecion de GnRH en dicha condicién
fisiolégica (Shahab et al., 2005).

Los mecanismos potencialmente involucrados en la activacion de las neuronas
GnRHérgicas en el momento que inicia la pubertad son: aumento del tono de las
neuronas Kiss en determinados nucleos del hipotdlamo (ARC y AVPV), aumento
de la expresion de GPR54, aumento de la capacidad de respuesta a los efectos
estimulantes de esta proteina, incremento de la eficiencia de acoplamiento de
GPR54 con sus sistemas de sefializacién, aumento del nUmero de proyecciones
entre neuronas Kisspeptidérgicas y GnRHérgicas, aumento de las frecuencias de
pulsos de GnRH y con ello, la secrecién pulsatil de LH y FSH, asi como de la
funcién gonadal (Castellano,et al., 2006).

Existen pruebas convincentes obtenidas en ratas (Navarro et al., 2005b), ratonas
(Tena-Sempere, 2007), primates no humanos (Roa y Tena-Sempere 2007),
cerdas (Lents et al., 2008) y ovejas (Smith 2008), que han demostrado un papel
estimulante de la Kiss en el control neuroendocrino de la pubertad y las funciones

reproductivas en general (Roa et al., 2008; Oakley et al., 2009; Lehman et al.,
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2010). Los resultados de la administracion intracerebro-ventricular de Kiss para
adelantar la pubertad en ratas (Navarro et al., 2004, 2005b) apoya este concepto.
Roa y Tena-Sempere. (2007), Arreguin-Arévalo et al. (2007) y Lents et al. (2008)
en roedores, ovinos y cerdos respectivamente, coinciden al considerar a la Kiss
como la unidad molecular que actia de manera integradora (activador-interruptor
o “switch”), y sobre cuyas neuronas actla un gran numero de sustancias
moduladoras que estimulan o inhiben el tono del eje HHG. Los autores
mencionados, no tienen duda en sefialar a la Kiss como el elemento que durante
décadas se buscOé como intermediario entre las neuronas GnRHérgicas y los
efectos positivos 0 negativos que los estrégenos ejercen sobre la frecuencia de
pulsos de la GnRH y de las gonadotropinas hipofisiarias.

Aparentemente, la accion estimulante principal de la Kiss se lleva a cabo mediante
la activacién de las neuronas de GnRH, a través de contactos sinapticos directos
entre neuronas productoras de Kiss y de GnRH (Figura 2). Ademas existen
evidencias de la participacion de sefales directas recibidas por las neuronas
productoras de GnRH, que son emitidas por otras neuronas (GABA, EOP, GnIH
NPY, B-Endor, Glut, NKDy, KISS1) o células gliales (IGF-I, FGF, TGFa, B y PGE>),
gue pueden actuar como agentes reguladores (activadores o inhibidores) en la
secrecion de GnRH (Figura 2). Ademas existen mensajeros indirectos (E2, P4 y
Leptina) que son recibidos por las neuronas KISS1 y KNDy, para que se lleve a
cabo la produccién de Kiss (Figuras 2).

Las neuronas productoras de Kiss son amplificadores estrégeno-dependientes de
la neurosecrecion de GnRH en el momento de la pubertad, en lugar de
disparadores primarios.

Se ha observado que existen dos tipos de neuronas productoras de Kisspeptina
(Navarro y Tena-Sempere., 2012): las neuronas NKDy que se encuentran en el
ARC de ratas (Burke et al., 2006), ratonas (Navarro et al., 2009), ovejas
(Goodman et al., 2007) y cabras (Wakabayashi et al., 2010); mientras que otro
grupo de neuronas denominadas KISS1, estan en el nucleo AVPV de roedores
(Clarkson et al., 2009) y humanos (Lehman et al., 2010). Las primeras son

responsables de la liberacion pulsatili de LH y las segundas determinan la
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liberacion de LH en forma de oleada, ademas de participar en su liberacion pulsatil
(Figura 3). Mientras las neuronas Kiss-1 secretan Unicamente Kiss, las neuronas
NKDy secretan Kiss, Neurocinina B y Dinorfina A (Navarro y Tena-Sempere 2012).
Las neuronas KNDy tienen altas cantidades de receptores de esteroides
gonadales, especialmente E2 y P4 (Lehman, 2010). Los incrementos en la
concentracion sérica de estrogenos, son obligatorios para el aumento
preovulatorio de LH (retroalimentacion positiva), un fendmeno que implica la
activacion de neuronas Kisspeptidérgicas en el nucleo AVPV, mientras que el
ndacleo ARC regula la retroalimentacion negativa de E2, inhibiendo la liberacion
ténica de LH (Smith et al., 2006). Por el contrario, la P4 no tiene efecto sobre las
neuronas Kissl de ovejas, ratas y ratones (Lehman et al., 2010). Es decir,
mientras que las neuronas KNDy poseen receptores para E2 y P4, las Kiss-1 solo
expresan receptores para E2.

Una vez que el E2 se une a sus receptores en las neuronas KNDy, evoca la
liberacion de los péptidos NKB y Dinorfina A, los cuales actian en las neuronas
qgue lo secretan y en neuronas cercanas de la misma estirpe (acciones auto y
para-crina); el primero estimulando y el segundo inhibiendo la liberacion de Kiss.
Por tanto las neuronas NKDy representan un sistema autocontenido en el que la
NKB y la Dinorfina A afinan la liberacion de Kiss en forma de pulsatil. Por otro
lado, se han reportado terminaciones nerviosas que contienen NKB circundando
las neuronas Kilss-1, por lo que NKB parece participar como estimulante de las
neuronas Kissl. Posteriormente se inicia el proceso de secrecion de Kiss y de la
regulacion de sus patrones de liberacion en forma de pulsos. Al mismo tiempo, la
la NKB induce la liberacion de Dinorfina, cuya accion es la de inhibir la liberacion
de NKB y de Kiss. Una vez que se termina la secrecion de NKB se detiene
también la liberacion de Dinorfina y por lo tanto su accion inhibitoria (Navarro,
2012).
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Figura 3. Mecanismos bésicos neuroendocrinos implicados en el inicio de la
pubertad. Las neuronas GnRH reciben sefales de otras neuronas, tanto
inhibitorias (circulo rojo) como excitatorias (circulo azul). Estas secretan agentes
que estimulan o inhiben la secrecion GnRH, algunos de estos agentes cuentan
con receptores en las Neuronas de GnRH, lo cual no denota necesariamente co-
expresion de dichas moléculas en un mismo cuerpo celular. Varias de estas
sefales actian en forma directa (linea continua), mientras que otras acttan en
forma indirecta (linea punteada). Estos circuitos centrales son modulados por
sefales periféricas, tales como los esteroides gonadales (E2 y P4) y las sefales
metabdlicas (leptina e IGF-1), de manera positiva (+) 0 negativa (-). Algunas
sefales inhibitorias son el &cido gama aminobutirico (GABA), los péptidos opibides
endégenos (EOP), la hormona inhibitoria de gonadotropinas (GnIH) el
neuropéptido Y (NPY) y la B-Endorfina (B-Endor). Algunas de las sefales
exitatorias son la kisspeptina, proveniente de las neuronas KISS1, sefiales
provenientes de las células de la Glia (IGF-1, FGF, TGFa, B y PGE,) y el glutamato
(Glu). Otras neuronas tienen ambas funciones como las NKDY que secretan
moduladores que actian de forma positiva yNeuroquinina y Kisspeptina), pero
coexpresan un regulador negativo (Dinorfina). Esquema elaborado con base en:
Roa y Tena-Sempere, 2010 y Lehman et al., 2010.
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Figura 3. Existen dos tipos de neuronas productoras de Kisspeptina: Las
neuronas NKDY que se encuentran en el nucleo Arcuato (ARC) y las neuronas
KISS1 en el nudcleo anteroventralperipentricular (AVPV). Las NKDY son
responsables de la liberacidén pulsétil de LH y las KISS1 de la liberacion en forma
de oleada de LH, pero también contribuyen con su liberacién pulsatil (Esquema
elaborado a partir de: Roa y Tena-Sempere, 2010 y Navarro y Tena- Sempere
2012).

Ahora bien, en becerras de 7 meses de edad, se sabe que una aplicacién
intravenosa de Kiss-10 en dosis de 5ug/kg de peso corporal evoca un pulso de LH
y de GH (Kadokawa et al., 2008); en cambio, en becerras de 5 meses de edad, la
administracion de Kiss-10 indujo la liberacién de un pulso de LH y de FSH, mas no
de GH (Ezzat et al., 2009). Por lo tanto, se desconoce si la Kiss-10 puede o0 no
estimular la liberacion de LH en becerras prepuberes mayores de 7 6 menores de
5 meses de edad. Ademas, se ignora si la liberacién de FSH y GH pueden o no

ser alteradas por Kiss exdgena en diferentes edades de becerras prepuberes.
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Respuesta de LH, FSH y GH a una aplicacién de Kisspeptina en
becerras prepuberes de diferentes edades y su asociacion con

las concentraciones circulantes de leptina, IGF-l y estradiol.

Introduccién

Existen evidencias que indican un papel preponderante de la Kisspeptina (Kiss) en
la regulacién del inicio de la pubertad en hembras de especies, tales como ratas
(Navarro et al., 2005), cerdas (Lents et al., 2008), humanos (DeRoux et al., 2003)
y bovinos (Kadokawa et al., 2008; Ezzat et al., 2009).

Algunos autores (Roa et al., 2008; Mead et al., 2007; Arreguin-Arévalo et al., 2007,
Lents et al., 2008) consideran a las neuronas productoras de Kiss como
integradoras de varias sefiales que actian modulando el tono de operacién del eje
hipotalamo-adenohipdfisis-gbnadas. Dichos investigadores sefialan a la Kiss como
el elemento intermediario entre los efectos de retroalimentacién de los estrégenos
y otras sustancias sobre la secrecion pulsatil de GhnRH y como consecuencia en la
secrecion de las gonadotropinas hipofisiarias.

La Kiss es expresada principalmente a nivel del hipotalamo (Smith et al., 2005) y
estd constituida por una familia de péptidos que incluye isoformas con cadenas
gue varian en el nimero de residuos de aminoacidos, pero que comparten la
region C-terminal (Kiss-54, Kiss-14, Kiss-13 y Kiss-10), misma que les confiere
una actividad biolégica similar (Kotani et al.,, 2001). Su receptor GPR54, se
encuentra en las neuronas GnRHérgicas y es de la familia de receptores

acoplados a proteinas G de membrana (Muir et al., 2001).
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Las neuronas kisspeptidérgicas cuentan con receptores para estradiol (E2)
progesterona (P4) y leptina (Smith et al., 2005; Roseweir y Millar, 2009; Luque et
al., 2007), asi como para el acido y-amino butirico (GABA), glutamato y péptidos
opioides (Ojeda et al., 2006). A partir de estos receptores, las neuronas
kisspeptidérgicas tienen la capacidad de integrar sefiales de origen ovarico y del
sistema nervioso central, asi como sefales periféricas asociadas con la madurez
somatica, para de esa manera participar en la regulacién del proceso de pubertad.
Algunos trabajos realizados en ratas (Navarro et. al., 2005) y cerdas prepuberes
(Lents et al., 2008), mostraron que la concentracion sérica de LH aumenta en
respuesta a una aplicacion de Kiss-10. Por su parte, Castellano et al. (2006)
observaron en ratas prepuberes, que una inyeccion intracerebroventricular de
Kiss-10 provoca un aumento en las concentraciones séricas de LH, la cual fue
mayor en animales de 15 dias de edad con relacion a los de 5 y 25 dias (P<0.01).
Ahora bien, en becerras de 7 meses de edad, se determiné que una aplicacion
intravenosa de Kiss-10, en dosis de 5ug/kg de peso corporal, evoca un aumento
en las concentraciones séricas de LH y de GH (Kadokawa et al., 2008). En
contraste, en becerras de 5 meses de edad la administracion de Kiss-10 por la
misma via y en la misma dosis, indujo la liberacion de LH y de FSH més no de GH
(Ezzat et al., 2009). Con relacién a ésto, se desconoce si la Kiss-10 puede o0 no
estimular la liberacion de LH en becerras prepuberes mayores de 7 6 menores de
5 meses de edad. Asimismo, se ignora si la liberacion de FSH y GH posterior a la
administracion de Kiss puede ser diferente en becerras prepuberes dentro de este

rango de edades.
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Por lo anterior, el tema central del trabajo que aqui se presenta, se enfoca en
evaluar el efecto de la edad en becerras prepuberes sobre el patron de liberacion

de LH, FSH y GH en respuesta a la Kiss-10 exdgena.

Hipotesis:
La administracion de una inyeccion de Kiss-10 induce un pulso de LH, FSH
y GH de caracteristicas similares en becerras prepuberes,
independientemente de su edad y sus concentraciones circulantes de E2,

IGF-1y leptina.

Objetivos:
Evaluar el efecto de una aplicaciéon de Kiss-10 en el patrén de liberacion de
LH, FSH y GH en becerras prepuberes de 4, 7 y 11 meses de edad.

Determinar la asociacién de las concentraciones séricas de E2, IGF-I y
leptina en la respuesta de LH, FSH y GH a una aplicacién de Kiss-10 en

becerras prepuberes de 4, 7 y 11 meses de edad.

MATERIALES Y METODOS

Sitio

El trabajo se efectué en el Campo Experimental Las Margaritas (Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias), ubicado en Hueytamalco,
Puebla, México. El sitio se encuentra a una altura de 400 m sobre el nivel del mar,
en un clima subtropical humedo (Afc) de acuerdo con la clasificacion de Garcia
(1981) y tiene una temperatura promedio anual de 21°C y una precipitacién pluvial

de 3000 mm/afio.
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Animales y manejo general

Los procedimientos aplicados en el presente trabajo fueron aprobados por el
Subcomité Institucional para el Cuidado de Animales en Experimentacion
(Programa de Posgrado, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM).
Se utilizaron 21 becerras de raza Holstein y Suizo Pardo. Dos semanas previas al
inicio del experimento los animales fueron alojados en corrales individuales cuyas
dimensiones son de 12 m de largo y 6 m de ancho con piso de cemento; cada
corral cuenta con un area de sombra de 8 m de largo y 6 m de ancho. Los corrales
estan equipados con un comedero de 5 m de largo por 0.50 m de ancho y 0.65 m
de alto y un bebedero de 1 m de largo por 0.50 m de ancho y 0.65 m de alto.
Después del periodo experimental, las becerras permanecieron en los corrales
durante dos dias adicionales, con el fin de revisar su estado de salud. Durante su
confinamiento, los animales recibieron agua, mezcla de minerales y forraje picado
(cafa japonesa: Saccharum sinense) ad libitum. Adicionalmente, a cada animal se
le ofrecié un concentrado comercial (2kg/dia; 18% de proteina cruda, 70% de
TND, NU3-Lechero, La Piedad Michoacan, México), para promover una ganancia
de peso de 20.5 kg/dia.

Los animales fueron asignados a tres grupos homogéneos desde el punto de vista
genético (n=7): 4 meses (media+ee) (4.8+0.15); 7 meses (7.5+0.15) y 11 meses
(11.4+0.15) de edad. Al inicio del trabajo, el peso promedio de los animales del
grupo de 4, 7y 11 meses de edad fue de 106.3 + 6.7, 114.3 +6.7 y 139.4 £ 6.7 kg,
respectivamente. La condicidén corporal inicial (media+ee) de los grupos de 4, 7 y
11 meses fue respectivamente de 2.14+0.2, 2.3+0.20 y 2.3£0.20, en escala del 1

al 5 (Edmonson et al., 1989). Un dia previo a la aplicacion de Kiss-10, a cada
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becerra se le insertd una canula de polietileno (0.57 mm de diametro interno, 2.08
mm de diametro externo y 90 cm de largo, Intramedic, Clay Adams, NJ, EUA) en
una de las venas yugulares; la canula se inserto a través de un trocar (calibre 12,
E-Store, Hong Kong, China), previa anestesia local, por via subcutanea (100 mg
de Pisicaina, PiSA®, DF, México). En seguida se extrajo el trocar y se fijo la
canula al cuello mediante dos puntos de sutura (Nylon del nimero 1/0, Dermalon

Uss-Dg, Norwalk, CT, EUA).

Muestras y mediciones

Durante la semana previa a la aplicacion de Kiss-10, se tomaron cuatro muestras
de sangre cada tercer dia por puncion de la vena coccigea, para comprobar la
condicion anovulatoria de las becerras (concentraciones de progesterona en suero
<1 ng/ml). A través de la canula se tomaron muestras de sangre cada 15 minutos
durante ocho horas, cuatro previas y cuatro posteriores a la aplicacion de Kiss-10
(5 pg/kg de peso corporal; Proimmune, Oxford, MA, EUA). Para evitar la formacién
de coagulos entre muestras, a las canulas se les infiltré6 un anticoagulante (5ml de
una solucioén de heparina con 250 Ul/ml, diluidos en 1.0 litro de solucion de cloruro
de sodio, Inhepar, PiISA®, DF, México).

La sangre (33 muestras en cada animal) fue centrifugada a 1,500 rpm durante 10
minutos con el fin de obtener el suero, el cual se almacend a -18°C hasta su
posterior andlisis. En las muestras obtenidas cada 15 minutos se determinaron las
concentraciones de LH, FSH y GH. Adicionalmente, en algunas muestras previas

(1, 2 y 3) y posteriores a la aplicacion de Kiss-10 (18, 19, 20, 26, 27 y 28), se
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cuantificaron las concentraciones séricas de E2, leptina y del factor de crecimiento

insulinico tipo | (IGF-I).

Analisis de laboratorio

Las concentraciones séricas de progesterona fueron determinadas en un solo
ensayo mediante estuches de radioinmunoanalisis (RIA; Coat a Count, Diagnostic
Product Corporation, DPC, Los Angeles, CA, EUA). La sensibilidad de dicho
ensayo fue de 0.02 ng/ml, con un coeficiente de variacion intraensayo de 6.15%.
La leptina fue cuantificada por medio de estuches multiespecies de RIA (Linco
Research Inc. Sigma, St. Louis, MO, EUA); en dos ensayos, la sensibilidad fue de
1.0 ng/ml y el coeficiente de variacion (CV) interensayo e intraensayo fue de
12.93% y 2.63% respectivamente. Las concentraciones de IGF-I fueron
determinadas mediante estuches comerciales; en dos ensayos (ELISA, Alpco
Immunoassays, Salem, NH, EUA), la sensibilidad fue de 0.9 ng/ml y el CV
intraensayo fue de 3.66% e interensayo de 3.79%. Las concentraciones séricas de
E2 se determinaron mediante un RIA con un atisuero altamente especifico para
E2-17B, marcado con **°| y descrito por England et al. (1974) y validado por Nett et
al. (1975), con una sensibilidad de 0.21 pg/ml y un CV intraensayo de 9.18%. LH,
FSH y GH fueron cuantificadas por RIA; los procedimientos fueron validados y
descritos por Nett et al. (1975), Hermite et al. (1972) y Verduzco (2004),
respectivamente. En tres ensayos de LH, el limite minimo y maximo fue de 0.27
ng/ml y 57.91 ng/ml; los valores medios de los controles bajo, medio y alto fueron
respectivamente de 2.3 ng/ml, 14.55 ng/ml y 33.88 ng/ml; mientras que los

correspondientes CV fueron: intraensayo de 5.31%, 1.07% y 8.10%, e interensayo
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de 9.64%, 6.56% y 8.70%. En el caso de FSH la sensibilidad fue de 0.0479 ng/ml,
el CV intraensayo fue de 6.34% y el CV interensayo de 13.12%. En dos ensayos
de GH el limite minimo y maximo fue de 1.6 ng/ml y 87.42 ng/ml respectivamente,
mientras que los valores medios de los controles bajo y alto fueron
respectivamente de 2.22 ng/ml y 4.63 ng/ml; por su parte, los CV intraensayo
fueron en el primer ensayo de 26.56% y 0.24 % y en el segundo ensayo de 3.57%
y 4.58% mientras que interensayo fueron de 21.32 y 11.43% respectivamente.

Los ensayos de IGF-I P4 y leptina se efectuaron en el departamento de
Reproduccion de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM,
mientras que los ensayos de GH y LH en el en el Laboratorio de Biologia de la
Reproduccion del Instituto Nacional de la Nutricion Salvador Zubiran. Finalmente
FSH y E2 fueron cuantificadas en el Departamento de Ciencias Biomédicas de la

Universidad del Estado de Colorado.

Disefio experimental y analisis estadistico

El disefio base fue de parcelas divididas con mediciones repetidas en el tiempo,
para modelos de efectos fijos, el cual se adapté de acuerdo a las variables de
respuesta como a continuacion se describe. Para los datos relacionados con la
concentracion media de LH, FSH y GH se analiz6 el efecto de edad (4, 7 y 11
meses de edad), muestra y su interaccion. La respuesta a Kiss-10 fue definida
como el periodo comprendido entre la primera muestra que excedid por dos
desviaciones estandar a la concentracion basal grupal del periodo previo a Kiss-10
y la primera muestra cuya concentracion regreso al nivel basal. Se generaron dos

variables dependientes relacionadas con LH, FSH y GH, las cuales fueron:
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duracion de la respuesta (DUR) y valor maximo (VMAX); VMAX fue la
concentracion maxima de cada hormona durante el periodo posterior a la
aplicacion de Kiss-10, dentro del segmento considerado como respuesta. En el
caso de VMAX y DUR para cada una de las hormonas citadas, asi como los datos
de las concentraciones medias de E2, IGF-l y leptina se analizaron mediante un
analisis de varianza de una via para modelos de efectos fijos en el cual se incluyo
unicamente el efecto de edad de las becerras. Adicionalmente, con el fin de
establecer la actividad pulsatil de los animales antes de la aplicacion de Kiss-10,
en las muestras de suero 1 a 16 se analizo la frecuencia y amplitud de pulsos de
LH, FSH y GH; para ello, se defini6 como pulso al incremento sostenido de los
niveles hormonales por arriba de la concentraciéon basal mas 2 DE (basal: media
de las tres concentraciones mas bajas registradas en cada becerra durante el
periodo previo a la aplicacion de Kiss-10), durante al menos dos muestras
consecutivas, con al menos una descendente y con retorno a concentraciones
similares a la basal. La amplitud y frecuencia de pulsos fueron analizadas
mediante un analisis de varianza de una via para modelos de efectos fijos. Los
analisis estadisticos antes indicados se efectuaron aplicando los procedimientos
ANOVA o GLM (SAS, 2002). Ademas se examinO la correlacion entre las
variaciones en las concentraciones séricas de LH, FSH y GH y las de E2, IGF-l o
leptina mediante el procedimiento CORR (SAS, 2002). La proporcion de animales
gue mostro respuesta de LH, FSH y GH a Kiss-10, fueron analizados mediante
pruebas de tablas de contingencias (x?). Los datos referentes a las
concentraciones seéricas de progesterona no fueron analizados estadisticamente,

debido a que en todas las muestras colectadas los niveles fueron < 1 ng/ml,
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indicando la condicién prepuber de todas las becerras involucradas en el

experimento.

RESULTADOS

Durante el periodo de muestreo previo al tratamiento de Kiss-10, ninguna de las
hormonas estudiadas fue diferente entre las becerras de 4, 7 y 11 meses de edad
(P>0.05). Todas las becerras respondieron a Kiss-10 con un incremento de LH.
Las concentraciones séricas promedio de LH (Figura 1), aumentaron (P<0.0001)
por efecto del tratamiento, independientemente de la edad. Sin embargo, VMAX
de LH fue mayor (P<0.05) en las becerras de 11 que en las de 4 y 7 meses de
edad (Figura 1, Cuadro 1); en contraste la DUR de LH solo fue mayor en los
animales de 11 meses con respecto a los de 4 meses.

En contraste con lo observado en LH, no hubieron diferencias (P>0.05)
adjudicables a la edad de los animales en ninguna de las caracteristicas de la
respuesta de FSH a Kiss-10 (Figura 2; Cuadro 2). El 100% de las becerras de 7 y
11 meses respondieron a Kiss-10, mientras que solo el 71.4% de las de 4 meses

mostraron una respuesta (Cuadro 2).
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Figura 1. Respuesta de LH en becerras de 4, 7 y 11 meses de edad, a una
aplicacion intravenosa de Kiss-10 (5 pg/kg de peso vivo). Las muestras fueron
colectadas cada 15 minutos. Distintas literales indican diferencia entre medias (* "
P<0.0001).

Cuadro 1

Proporcién de becerras prepuberes de distinta edad, que respondieron a una
inyeccién de Kiss-10 (5 pg/kg de peso vivo), asi como el valor maximo (VMAX) y la
duracion (DUR) de la respuesta de LH.

LH
Edad Animales que respondieron VMAX DUR
(meses) (%) (ng/ml) (min)
4 100 (7/7)* 6.10+1.3%* 64.29+20.05%
7 100 (7/7) 7.23+1.3* 92.14420.052"
11 100 (7/7) 11.62+1.3° 132.86+20.05"

Distintas literales indican diferencias entre grupos (a,c P<0.01, a, b P<0.05).
*En paréntesis animales que respondieron/animales por grupo.
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Figura 2. Respuesta de FSH en becerras de 4,7 y 11 meses de edad a una
inyeccién intravenosa de Kiss-10 (5 pg/kg de peso vivo). Las muestras fueron
colectadas cada 15 min. No se detectaron diferencias entre medias (P>0.05).

Cuadro 2

Proporcion de becerras prepuberes de distinta edad, que respondieron a una
inyeccién de Kiss-10 (5 pg/kg de peso vivo), asi como el valor maximo (VMAX) y la
duracion (DUR) de la respuesta de FSH.

Edad Animales que respondieron FSH
(meses) (%) VMAX DUR
(ng/ml) (min)
4 71.4 (5/7)* 1.5+0.3 81.0+23.4
7 100 (7/7) 1.2+0.3 85.7+19.8
11 100 (7/7) 2.0+0.3 147.9+19.8

No se detectaron diferencias atribuibles a edad (P>0.05).
*En paréntesis animales que respondieron/animales por grupo.
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En cuanto a la respuesta de GH a la aplicacion de Kiss-10, no se encontré un
patrén definido como en el caso de las gonadotropinas, en las que la respuesta
ocurrié inmediatamente después de la Kiss-10, finalizando aproximadamente entre
una y dos horas después del primer incremento; por el contrario se observo que
algunas becerras no respondieron (Figura 3), otras mostraron respuesta durante
todo el periodo de muestreo posterior a Kiss-10, unas mas respondieron durante
las primeras dos horas, mientras que otras becerras mostraron la respuesta
durante las ultimas dos horas de muestreo (Cuadro 3). Asi mismo fue evidente
gue antes de la inyeccion de Kiss-10 habia marcada actividad pulsatil de GH en la
mayoria de los animales (80.95%; 1.19 pulsos; VMAX de 29.03+4.18 ng/ml; DUR
de 44.61+ 13.41min). No se encontraron diferencias (P>0.05) atribuibles a la edad
en ninguna de las variables relacionadas con la respuesta de GH a Kiss-10
(Cuadro 4), habiéndose registrado una media para todos los animales de
VMAX=34.0+7.1ng/ml y de DUR=112.0+27 min. El 100% de las becerras de 11
meses de edad respondieron a Kiss-10, sin embargo una menor proporcion de
animales de 4 y 7 meses no respondio al tratamiento (Cuadro 4), aunque no se

detectd diferencia significativa entre grupos (P>0.50).
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Figura 3. Perfil de GH en becerras representativas de la respuesta a una
aplicacion intravenosa de Kiss-10. La becerra Toda respondié durante las 4 horas
posteriores a la inyeccion; la becerra Tardia respondio en las Ultimas dos horas de
muestreo; la becerra Sin Respuesta, no respondio; la becerra Temprana respondio
en las dos siguientes a Kiss-10.

Cuadro 3

Proporcién de becerras prepuberes de distinta edad que respondieron con un
incremento de GH durante la mayor parte del periodo posterior a la aplicaciéon de
Kiss-10 (5ug/kg de peso vivo; Todo), durante las ultimas dos horas de muestreo
(Tardia), en las primeras dos horas de muestreo posterior a la aplicacion de Kiss-
10 (Temprana), o que no respondieron al tratamiento (Sin respuesta).

Edad Todo Sin respuesta Tardia  Temprana
(meses)

4 14.2 (1/7)* 28.6 (2/7) 28.6(2/7)  28.6 (2/7)

7 0 (0/7) 14.2 (1/7) 71.4 (5/7) 14.2 (1/7)

11 14.2 (1/7) 0 (0/7) 57.1(4/7)  28.6(2/7)

*En paréntesis animales que respondieron/animales por grupo.
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Cuadro 4

Proporcién de becerras prepuberes de distinta edad, que respondieron a una
inyeccion de Kiss-10 (5 pg/kg de peso vivo), asi como el valor maximo (VMAX) y la
duracion (DUR) de la respuesta de GH.

GH
Edad Animales que respondieron VMAX DUR
(meses) (%) (ng/ml) (min)
4 71.4 (5/7)* 28.6+7.7 105.0+29.7
7 85.7 (6/7) 36.7+7.0 87.5+27.1
11 100.0 (7/7) 36.83+6.5 143.6+25.1

No se detectaron diferencias atribuibles a la edad (P>0.50).

*En paréntesis animales que respondieron/animales por grupo.

Las concentraciones séricas de IGF-I (Figura 4) fueron mayores (P<0.05) en las
becerras de 11 meses que en las de 4 y 7 meses de edad; en cambio, los niveles
sanguineos de E2 (Figura 5) fueron mayores (P<0.05) Unicamente en las becerras
de 11 con respecto a las de 4 pero no a las de 7 meses (P>0.05). En oposicién a
las dos hormonas previamente descritas, los niveles séricos de leptina fueron
menores en las becerras de 11 meses con relacion a los registrados en los
animales de 4 y 7 meses de edad (Figura 6). Las muestras de suero previas a
Kiss-10 no difirieron (P>0.05) de las dos ultimas muestras colectadas con respecto
a las concentraciones de IGF-I, leptina y E2, en becerras de 4, 7 y 11 meses de

edad.
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Figura 4. Concentraciones de IGF-l en suero (media + ee) de becerras
preplberes de diferentes edades. Distintas literales (3, ®) indican diferencia entre
medias (P<0.05).
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Figura 5. Concentraciones de E2 en suero (media + ee) de becerras prepuberes
de diferentes edades. Distintas literales (%, °) indican diferencia entre medias
(P<0.05).
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Figura 6. Concentraciones de leptina en suero (media + ee) de becerras
preplberes de diferentes edades. Distintas literales (3, ®) indican diferencia entre
medias (P<0.05).

DISCUSION

Una revision de la literatura disponible, nos permite afirmar que éste es el primer
trabajo donde se examina el efecto de la edad de hembras bovinas prepuberes en
las variaciones de la concentracion sérica de LH, FSH y GH como respuesta a una
aplicacion de Kiss-10. El 100% de las becerras respondieron a la administracion
de Kiss-10 con un incremento de LH. No es posible comparar los presentes
resultados con los derivados de investigaciones previas, ya que si bien existen
varios estudios efectuados en hembras prepuberes tales como ratas (Navarro et
al., 2005), cerdas (Lents et al., 2008) y becerras (Kadokawa et al., 2008; Ezzat et
al., 2009), en ninguno de ellos se indica la proporcion de animales que

respondieron a Kiss-10, independientemente de la especie.
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Si bien todas las becerras respondieron a Kiss-10, la calidad de la respuesta de
LH difirié con relacion a la edad, ya que en los animales de 11 meses la secrecion
de LH fue superior en cuanto a VMAX y DUR a la de los animales de 7 y 4 meses.
En contraste, solo la DUR de LH fue mayor en las becerras de 11 con respecto a
las de 4 meses. En trabajos previos efectuados en hembras de mono Rhesus,
Shahab et al. (2005), encontraron que la expresion de Kiss y de su receptor
GPR54 aumenta al inicio de la pubertad, con respecto a una edad temprana o
tardia prepuberal; por su parte Navarro et al. (2004) determinaron en ratas, que al
inicio de la pubertad aumenta la expresion tanto de Kiss como de su receptor, en
comparacion con los valores observados a los cinco dias de edad; no obstante,
dichos investigadores detectaron que Kiss y su receptor se expresaron en menor
grado cuando los animales se aproximaron a la pubertad que cuando eran recién
nacidos o puberes. Por lo tanto, con base en informacién derivada de hembras
primates y ratas, es poco probable que la variacion en la respuesta de LH a Kiss-
10 correspondiente a la edad de las becerras en nuestro estudio, se deba a
cambios en la expresion de Kiss o de su receptor. Un posible mecanismo que
explicaria la mayor respuesta de LH a Kiss-10 en becerras de 11 meses en
comparacion con las de 4 y 7 meses de edad, es sugerido por los datos
generados por Castellano et al. (2006), quienes observaron que la liberacion de
LH es mayor en respuesta a Kiss-10 cuando las ratas tienen 15 dias, que las de 5
0 25 dias de edad (lejanas y cercanas a la pubertad, respectivamente); a pesar de
lo anterior, el aumento de GnRH inducido por la Kiss-10 no difirid en las tres
etapas prepuberales mencionadas, lo que permite proponer que conforme se

aproxima la edad al inicio de la pubertad aumenta la expresion de los receptores
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de GnRH en los gonadotropos. Independientemente del mecanismo central que
determine el nivel de respuesta de LH a la Kiss-10, nuestra informacion indica que
aparentemente existen agentes sefializadores que cambian con la edad,
modificando la respuesta a Kiss-10.

Una explicacion posible al mayor aumento de LH resultante de la aplicacion de
Kiss-10 en becerras de 11 meses, se refiere a la posible influencia de la mayor
concentracion sérica de E2 observada en dichas becerras en comparacion con las
de 4 meses de edad. Entre las evidencias que soportan lo anterior se puede
mencionar un trabajo (Whitlock et al., 2008) en el que vacas ovariectomizadas,
inyectadas con Kiss-10 y E2, aumentaron las concentraciones plasmaticas de LH,
en comparacién con vacas en similar condicion ovérica e inyectadas Uunicamente
con Kiss-10. Asi mismo, Sébert et al. (2010) observaron que la concentracion
plasmatica de E2 fue mayor en ovejas que respondieron con una oleada de LH
después de la aplicacion de Kiss-10, en comparacion con aquellas que no la
mostraron. Varias evidencias generadas en roedores, primates y ovejas son
discutidas por Clarkson et al. (2009), quienes a partir de ellas proponen que la
expresion de Kiss es condicionada por la accion del E2, esteroide que actia a
través de sus receptores ERa presentes en las neuronas Kisspeptidérgicas
encargadas de regular la liberacién fasica de GnRH y consecuentemente de LH.
Un mecanismo adicional del E2 podria efectuarse a nivel de los gonadotropos,
células capaces de responder a una accion directa de la Kiss. Entre los datos
producidos en favor de dichas acciones de Kiss y de E2 se mencionan los
siguientes: se ha demostrado la expresion del receptor GPR54 en gonadotropos

de cultivos primarios de células adenohipofisiarias provenientes de borregas
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adultas (Smith, 2008); de manera similar, la expresién de receptores ERa y ERP
ha sido demostrada en gonadotropos de rata (Childs y Unabia, 2001). Otro
hallazgo efectuado en cultivos primarios de células de la adenohipdfisis
provenientes de papiones hembra, se refiere al aumento de la liberacién de LH en
respuesta a Kiss-10, al adicionar E2 al medio de cultivo (Cérdoba-Chacoén et al.,
2010). Por su parte Ezzat et al. (2010) en un estudio in vitro encontraron que el E2
incrementa la sensibilidad de los gonadotropos a Kiss-10, estimulando la
liberacion de LH en células de la pituitaria de becerros de 7 semanas de edad. Lo
discutido en el parrafo anterior y en las lineas previas, permite sugerir la existencia
de un mecanismo de interaccion positiva entre E2 y Kiss a dos niveles: de
neuronas GnRHérgicas y de gonadotropos, ademas de los efectos que el E2
ejerce sobre las neuronas productoras de Kiss.

En el presente trabajo, encontramos una mayor concentracion de IGF-1 en el suero
de las de las becerras de 11 meses al compararse con las de menor edad. Por
tanto, IGF-I puede ser propuesto como un indicador de un ambiente metabdlico
favorable para el inicio de la pubertad en becerras. Lo anterior es factible, ya que
en becerras de razas carnicas se ha documentado que aumenta el IGF-I circulante
unos dias antes o al momento de la primera ovulacién (Jones et al., 1991; Yelich
et al., 1996). Asi mismo, en ratonas prepuberes la administracion de IGF-I
adelantdo la pubertad; en el mismo sentido, en ratonas transgénicas con
mutaciones en el receptor para IGF-I de las neuronas GnRHérgicas, se retraso la
pubertad aun con la aplicacion de IGF-I (Divall et al., 2010). Es probable que uno
de los mecanismos del IGF-I para inducir la pubertad, sea potenciar el efecto de

Kiss-10 en la secrecion de LH, ya que en monos prepuberes (Hiney et al., 2010)
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se observo que la administracion de IGF-I indujo la expresion del gen Kiss-1 en el
nacleo AVPV-del hipotalamo, pero no en las neuronas del ARC, lo que sugiere que
IGF-I podria ejercer un efecto positivo, directo o indirecto, en las neuronas
Kisspeptidérgicas encargadas de regular la secrecion fasica de GnRH y por lo
tanto de LH, mas no en las neuronas del ARC, mismas que han sido propuestas
como moduladoras de la secrecion ténica de las gonadotropinas hipofisiarias
(Navarro y Tena-Sempere, 2012).

Por lo anterior, es explicable que no se hayan detectado cambios en el patron
pulsatil de LH adjudicables a la Kiss-10. Alternativamente, las concentraciones
séricas relativamente elevadas de IGF-I en las becerras de 11 meses, pudieron
haber contribuido con un incremento mas marcado de LH en repuesta a Kiss-10,
en comparacion con el observado en animales de 4 y 7 meses de edad. El IGF-I
pudo haber actuado directamente en las neuronas productoras de GnRH, ya que
existen evidencias de la expresion de receptores para IGF-I en dichas neuronas
(Divall et al., 2010). En un nivel descendente, es factible que incrementos en el
IGF-I circulante estimulen a los gonadotropos para que liberen LH, ya que Adam et
al. (2000) encontraron que la aplicacion de IGF-I increment6 los niveles circulantes
de LH en borregas; asi mismo, dichos autores identificaron receptores para IGF-I
en las porciones distal y tuberal de la adenohipdfisis de dicha especie. Asi mismo,
en trabajos efectuados in vitro con células provenientes de la adenohipodfisis de
borregas (Adam et al., 2000) y de ratas (Kanematsu et al., 1991; Soldani et al.,
1994), se registré un incremento en la liberacion de LH al adicionar IGF-I al cultivo.
Por su parte, los hallazgos referentes a la posibilidad de que el IGF-I circulante

atraviese la barrera hematoencefalica en ratas (Bohannon 1988), y que al ingresar
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al cerebro se acumule en el nacleo AVPV y la eminencia media (Reinhardt, Bondy
1994 y Hiney et al., 1996), le da significancia fisiologica a la accion potencial del
IGF-I en hipotdlamo y adenohipdfisis. En conjunto, estos estudios dan pauta para
sugerir que el IGF-I circulante puede actuar tanto en el hipotalamo como en la
hipdfisis, para modular la secrecién de LH inducida por Kiss-10.

Finalmente la mayor respuesta de LH a Kiss-10 en becerras de 11 meses, pudo
ser el resultado de una accién conjunta de IGF-1 y E2, ya que Hiney et al., (2004)
encontraron que en ratas prepuberes el IGF-I exdgeno evocd un incremento en la
LH sérica unicamente cuando las concentraciones séricas enddgenas de E2
fueron superiores a 20pg/ml; los mismos investigadores disminuyeron
significativamente la edad de las ratas a la pubertad cuando aplicaron
conjuntamente IGF-l y E2, mas no cuando administraron dichas hormonas por
separado. Asi mismo, dos grupos de investigadores (Xia et al., 2001; Hashizume
et al., 2002) encontraron que la LH aumenta en sistemas de cultivo de células
adenohipofisiarias bovinas y de ratas respectivamente, al agregar IGF-l o E2 al
medio; no obstante al adicionar ambas hormonas se induce una mayor liberacion
de LH.

En vista de los reportes previos relacionados con los incrementos en los niveles
sanguineos de leptina observados al aproximarse la pubertad, tanto en ratas (Li et
al., 1998) como en nifias (Martos-Moreno et al., 2006) y becerras (Garcia et al.,
2003); para nosotros fue sorprendente observar que las becerras de 11 meses de
edad, quienes tuvieron una mayor respuesta de LH a Kiss-10, presentaran las
concentraciones mas bajas de leptina en suero. Concordando con nuestra

observacion, Maciel et al. (2004) determinaron que la leptina exdgena no acelera
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la pubertad en becerras ni incrementa la secrecion de LH espontanea o
estimulada por GnRH exdgena. Los mismos autores y Hausman et al. (2012)
después de analizar la literatura relacionada con leptina y pubertad en becerras,
propusieron que la respuesta del eje gonadotropico a leptina, depende del estado
metabdlico de los animales, ya que las hembras que han experimentado un
periodo de balance negativo de energia o un periodo prolongado de alimentacion
deficiente, son mas sensibles a los incrementos de leptina que individuos que han
permanecido con dieta adecuada o con periodos deficitarios de energia menos
prolongados (Zieba et al., 2003a y 2003b). Aparentemente dicho aumento de
sensibilidad se debe a una mayor expresion de receptores para leptina en la
adenonhipofisis (Igbal et al., 2000) e hipotalamo de borregas (Dyer et al., 1997) y
tanto en hipotdlamo como adenohipdfisis de ratas (Zamorano et al., 1997). Con
relacion a esto, durante varios meses previos al inicio de nuestro estudio, se
presento insuficiencia de forrajes en los potreros donde pastorearon las becerras
antes de ingresar a nuestro estudio. Consecuentemente, las becerras de mayor
edad permanecieron por un periodo mas largo (destete a inicio del trabajo) de
restriccion alimenticia, perdiendo peso y condicion corporal durante un intervalo
mayor en comparacion con las mas jovenes. A partir de su entrada a los corrales
(dos semanas previas a la aplicacion de Kiss-10) donde se efectud el estudio,
todas las becerras recibieron una alimentacion adecuada, por lo tanto asumimos
que los animales de 11 meses tuvieron menos tiempo que las becerras de 7y 4
meses de edad para recuperar el tejido adiposo perdido. Lo anterior pudiera ser la
causa de una menor concentracion seérica de leptina en las becerras de mayor

edad. Si la leptina intervino en la respuesta de LH a Kiss-10, quiza su efecto se
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debi6 a la diferencia de receptores para esa hormona a nivel central, tal como lo
observaron en borregas Dyer et al. (1997).

No se registraron efectos de edad en la respuesta de FSH a Kiss-10 en este
trabajo, fendbmeno que puede estar asociado al control que ejercen varios
efectores ademas de GnRH sobre su patrén de liberacion (Phillips., 2005), a
diferencia de LH, con respecto a la cual se ha documentado una mayor
dependencia de GnRH que la FSH (Thackray et al., 2010). En la regulacién de la
liberacion de FSH y de la capacidad de expresion de genes de FSHp, participa la
activina a un nivel tan importante como la GnRH. Especificamente, la activina
induce la transcripcion de FSHP y como consecuencia aumenta la produccion de
FSH (Coss et al., 2010). Otros elementos que participan en la regulacion de la
liberacion de FSH pero que no intervienen en la de LH, son proteinas antagonistas
de la activina, tales como la inhibina y la folistatina (Phillips, 2005). Nuestros datos
indican la posibilidad de que los mecanismos reguladores de FSH no cambien
durante diferentes edades prepuberales y consecuentemente, el efecto de Kiss-10
es similar en becerras prepuberes entre 4 y 11 meses de edad. Lo anterior es
apoyado por trabajos de andlisis longitudinal efectuados en nifias, en los que se
determind la ausencia de variaciones significativas en concentraciones séricas de
activina (Luisi et al., 2001) y folistatina (Chada et al., 2003).

Con respecto a los datos de GH, si se consideran las becerras que respondieron a
Kiss-10, no se detectaron diferencias atribuibles a la edad en la magnitud de
ninguna de las variables que describieron la respuesta de dicha hormona. No
obstante, numéricamente, una menor proporcion de becerras de 4 meses que

respondieron a Kiss-10 con un incremento de GH y FSH, en comparaciéon con las
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de mayor edad. Si bien no encontramos una correlacion significativa entre las
variaciones de leptina, IGF-I o E2 con la respuesta de las citadas hormonas
hipofisiarias, pudiera ser factible la existencia de una interaccion entre los niveles
de IGF-l y E2 que fueron inferiores en las becerras de 4 meses con respecto a las
de 11 meses de edad. De hecho, se ha documentado en nifias que las variaciones
en cuanto a la tasa de crecimiento e inicio de la pubertad, se deben en parte a los
efectos individuales de los estrégenos, la GH, el IGF-l1 y otros efectores no
evaluados en el presente estudio, tales como el cortisol y las hormonas tiroideas
(Rogol et al., 2002); asi mismo, en vaquillas (Zieba et al., 2005), ratas y ratonas
(Cheung et al., 2001) se ha propuesto que ademas de las interacciones de IGF-ly
E2, existe una accién permisiva de la leptina para que la influencia de las demas
hormonas involucradas en el inicio de la pubertad, ejerzan sus acciones tanto
independientes como conjuntas. También se ha observado que los niveles séricos
de GH, IGF-I e insulina varian entre individuos prepuberes, por influencia de su
genética, de la dieta que reciben y su estado nutricional (Rogol et al., 2002; Zieba
et al., 2005). Con relacion a la respuesta de GH a Kiss-10, en la literatura referente
a la pubertad, unicamente hemos encontrado tres trabajos, dos en becerras y uno
en cerdas; en estas Ultimas, la Kiss-10 no indujo un aumento de las
concentraciones séricas de GH, y aunque los autores no lo declaran,
aparentemente ninguna cerda respondio a la Kiss (Lents et al., 2008); en cuanto a
las becerras, los resultados son contrastantes, ya que mientras Kadokawa et al.
(2008) demostraron una marcada respuesta de GH a las Kiss-10, Ezzat et al.
(2009) no detectaron una respuesta significativa de dicha hormona a la Kiss

exdgena. Como fue el caso de LH y FSH, aparentemente somos los primeros en
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registrar la proporcion de hembras prepuberes que responden a Kiss-10 con una
respuesta de GH. Debido a la escasez de informacidn sobre los efectos de Kiss en
las hormonas involucradas en el inicio de la pubertad, sus interacciones y
multiples factores ambientales y genéticos que los modulan tan solo en los
bovinos, es claro que varios de los fenbmenos discutidos previamente distan

mucho de haber sido aclarados.

CONCLUSIONES:

En resumen, todas las becerras respondieron a Kiss-10 con un incremento de LH
sérica, sin embargo la magnitud de la respuesta fue mayor en las becerras de 11
meses que en las de 4 y 7 meses de edad; consecuentemente nuestra primera
conclusién es que para evocar un aumento significativo de LH la Kisspeptina es
suficiente; sin embargo, la calidad de la respuesta de LH depende de otros
agentes sefalizadores que varian con la edad de las hembras bovinas
prepuberes. Asi mismo y debido a que se registré una mayor concentracion sérica
de IGF-1 y E2, coincidiendo con un menor nivel sérico de leptina en las becerras
de 11 meses, con respecto a las de 4 y 7 meses de edad, concluimos que dichos
elementos pueden ser algunos de los efectores implicados en la magnitud de
respuesta de LH a Kiss-10.

El porcentaje de becerras con un incremento de GH y FSH en respuesta a Kiss-
10, fue menor en las de 4 y 7 meses de edad respectivamente, con respecto a las
de 11 meses; aunque estas diferencias no fueron significativas, nos permiten
emitir otra conclusion: aparentemente se requiere la accion de otros agentes

moduladores que varian con la edad para que ocurra la respuesta de GHy FSH a

88



Kiss-10; pero una vez que los animales son capaces de responder, las
caracteristicas de liberacién de las citadas hormonas no son afectadas por esos

moduladores fisioldgicos.
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