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RESUMEN

Mediante cuatro experimentos (Exp) estudiamos los efectos de kisspeptina-10 (Kiss-
10) en la secrecion de LH, FSH y GH, y la ovulacidén en becerras pre-puberes. Exp 1:
Veinte becerras recibieron un bolo intravenoso (IV) de 5 é 50 pg de Kiss-10/kg.
Ambas dosis indujeron un aumento similar de FSH, pero la LH aumenté méas con la
dosis mayor; en cambio GH no fue afectada por ninguna de las dosis. Exp 2: Catorce
becerras recibieron 0 6 5 pg de Kiss-10/kg cada 2 h/3 d. La Kiss-10 indujo
incrementos sucesivos de LH en todas las becerras e indujo la ovulacion en becerras
con mas IGF-1 y menos leptina séricos. Exp 3: Seis becerras recibieron en 6
semanas, 6 dosis de Kiss-10: 5, 4, 3, 2, 1 6 0.1ug de Kiss-10/kg (3 bolos IV cada 2 h;
diseno Cuadrado Latino). Excepto la dosis menor, el resto de las dosis indujeron
incrementos de LH que disminuyeron con cada aplicaciéon. Exp 4a. Diesciocho
becerras recibieron una infusion subcutanea por 2 dias de Kiss-10 (0.1 6 0.5
ug/kg/h), GnRH (5 pg/h) o solucién salina. Ninguna dosis de Kiss-10 indujo la
liberacién de LH o la ovulacién. Exp 4b. Seis becerras agrupadas (n=2/grupo) como
pequenas (146+2 kg), medianas (182+10 kg) o grandes (269126 kg), en un disefio
permutable repetido, recibieron por infusion IV continua, a intervalo de una semana,
0.5 6 1.0 ug de Kiss-10/kg/h por 6 h. Ambas dosis de Kiss-10 indujeron la liberacion
LH y la dosis mayor evocd una mayor liberacion de LH sélo en becerras pequenas.
Con ambas dosis, la LH disminuy6 a partir de la hora tres de infusion; durante la
disminucién, un bolo IV de GnRH indujo un aumento de LH. El eje gonadotrépico,
pero no el somatotrdpico, es sensible a Kiss-10. La administracién pulsatil de Kiss-10
induce incrementos de LH, y ovulacién en becerras con mas desarrollo somatico. La
infusién continua de Kiss-10 inicialmente estimula la liberacion de LH y luego de ello
desensibiliza al hipotaldlamo. Los efectos de Kiss-10 en la LH y ovulacién son
modulados por IGF-I, mas no por leptina.

Palabras clave: becerras pre-puberes, kisspeptina, hormona luteinizante.



ABSTRACT

By four experiments (Exp) we explored the effects of kisspeptin-10 (Kiss-10) in the
secretion of LH, FSH and GH, and ovulation in prepubertal heifers. Exp 1: Twenty
heifers received an intravenous (IV) bolus of 5 or 50 pg of Kiss-10/kg body weight.
Both doses of Kiss-10 induced a similar increase in FSH, but LH increased more with
the higher dose; whereas GH was not affected by any doses. Exp 2: Fourteen heifers
were treated with 0 or 5 pg of Kiss-10/kg every 2 h during 3 d. Kiss-10 induced
successive increments of LH in all animales but ovulation in heifers with more IGF-I
and less leptin. Exp 3: Six heifers received in 6 weeks, 6 doses of Kiss-10: 5, 4, 3, 2,
1 or 0.1 pg/kg (3 boluses IV every 2 h) (Square Latin design). Except the smallest
dose, the others induced a decrease in the response of LH in the successive
applications. Exp 4. Eighteen heifers received a subcutaneous infusion during 2 days
of Kiss-10 (0.1 or 0.5 ug/kg/h), GnRH (5 pg/h) or saline. None dose of Kiss-10
induced LH increments and ovulation. 4b Exp. Six pre-pubertal heifers grouped (n =
2/group) on small (1462 kg), medium (182+10 kg) or large (269126 kg) sized
received by continuous intravenous infusion, a one-week interval, 0.5 or 1.0 pg of
Kiss-10kg/h during 6 h (repeated Crosover design). Both doses of Kiss-10 induced
LH release and the highest dose evoked greater LH release in small heifers only.
With both doses, LH decreased from the third hour of infusion; when decreasing an IV
GnRH bolus induced an LH increment. Conclusions: the gonadotropic axis but no the
somatotropic axis was sensible to Kiss-10. The pulsatil administration of Kiss-10
induces LH increments and ovulation in heifers with more somatic development.
Continuous infusion of Kiss-10 initially stimulates the release of LH and after that
desensitizes the hypothalamus. Effects of Kiss-10 in the LH and ovulation are
modulated by IGF-I, but not by leptin.

Key words: prepubertal heifers, kisspeptin, luteinizing hormone.
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I. INTRODUCCION

La pubertad es la etapa en la que los individuos adquieren la capacidad de
reproducirse, y corresponde a un proceso complejo de maduracién del eje
hipotalamo-hipdfisis-gonada (HHG). En las hembras bovinas, la presentacion
temprana de este evento reproductivo tiene especial importancia para la fertilidad
(Byerley et al., 1987) y productividad de por vida (Perry et al., 1991; Patterson et al.,
1992). En los sistemas de produccion tropicales (bovinos de carne y doble propésito),
las vaquillas generalmente presentan la pubertad tardiamente y por ello tienen su
primer parto entre los 3.5 y 4 afios de edad con bajo peso corporal (<400 kg vs >450
kg como peso ideal; Villa-Godoy y Arreguin, 1993) lo que tiene como secuela una
baja produccion de becerros y de leche durante su vida (Deresz et al., 1987).
Consecuentemente es importante conocer los mecanismos fisiol6gicos reguladores
de la pubertad y los factores que los afectan, lo cual conducira al desarrollo de
nuevas estrategias de manejo para reducir la edad a la pubertad de las vaquillas,
mejorar la eficiencia reproductiva y la rentabilidad de las unidades de produccion

ganadera.

La edad a la pubertad esta estrechamente relacionada con el crecimiento y
desarrollo corporal de los individuos, es decir con la actividad del eje somatotrdpico
(Veldhuis et al., 2006); sin embargo, las concentraciones sanguineas de metabolitos
y hormonas relacionadas con el peso y la composicion corporal presentan
interacciones complejas con el inicio de la pubertad (Jones et al., 1991; Yelich et al.,
1996; Velazquez et al., 2008) por lo que no se han aclarado completamente las
senales metabdlicas que dirigen o modulan el establecimiento de la actividad del eje
reproductivo. Desde el punto de vista neuroendocrino, el inicio de la pubertad es el
resultado de una disminucidn progresiva de los efectos de retroalimentaciéon negativa
del estradiol sobre la secrecion de la hormona luteinizante (LH), lo cual permite un
incremento de la frecuencia de secrecién de LH, lo que a su vez estimula el
crecimiento y maduracion de los foliculos ovaricos, la ovulacion y la formacion de un
cuerpo luteo (Day et al., 1984; 1987; Kinder et al., 1995; Day y Anderson, 1998;
Atkins et al., 2013; Day y Nogueira, 2013). Las sefales internas asociadas con el



almacenamiento de energia en el tejido adiposo (leptina), la alimentacion
(propionato, glucosa, insulina), la formacion de tejidos (GH, IGF-lI, hormonas
tiroideas), asi como con la interpretacién de sefales provenientes del medio externo
(melatonina, prolactina y feromonas) son identificadas por el sistema nervioso central
(SNC; Ebling, 2005; Castellano et al., 2009; 2010; Okamura et al., 2010) como
indicadores que participan en mayor o menor grado en el cambio del funcionamiento
del hipotalamo, que de ser hipersensible a las acciones inhibitorias de los estrégenos
pasa a ser poco sensible a ellos (Gasser et al., 2006ab).

La pubertad es precedida por un incremento progresivo en la secrecion pulsatil de la
hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH; Terasawa y Fernandez, 2001;
Ebling, 2005; Amstalden et al., 2011), siendo este cambio el componente clave de
control para iniciar la pubertad (Ebling, 2005). Este cambio, a su vez, se deriva de la
modificacién funcional del “pulsador biol6gico”, el generador hipotalamico de pulsos
de GnRH, cuya regulacién neural y no neural es compleja y no ha sido dilucidada por
completo (Moenter et al., 2003).

La secrecion de GnRH es regulada por multiples neurotransmisores (Terasawa y
Fernandez, 2001; Hrabovszky y Liposits, 2013), pero la mayoria de los expertos
sefalan a la kisspeptina como el elemento estimulador preponderante que gobierna
la actividad de las neuronas hipofisiotrépicas productoras de GnRH (Clarkson et al.,
2010; Maeda et al., 2010; Pinilla et al., 2012; Kauffman y Smith, 2013). A su vez, la
kisspeptina es el principal intermediario entre las sustancias senalizadoras de origen
somatico y ambiental que modulan la funcién reproductiva y las neuronas
productoras de GnRH (Roa et al., 2008a; Oakley et al., 2009; Castellano et al., 2009;
2010; Okamura et al, 2010; Smith 2008; 2009; 2012). La kisspeptina, también
conocida como metastina, es una familia de cuatro péptidos hipotalamicos (Kiss-54, -
14, -13 y -10; denominados de acuerdo al numero de aminoacidos que los
componen), altamente conservada en mamiferos (Roa et al.,, 2008a; Oakley et al.,
2009; Kanda y Oka, 2012). Los cuatro péptidos se unen y activan eficientemente al
receptor GPR54 6 Kiss1r (Kotani et al, 2001), el cual ha sido localizado en las

neuronas que producen GnRH (Irwing et al. 2004; Messager et al. 2005). El patron
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de distribucion anatémica de las neuronas hipotalamica que producen kisspeptina
estd bien caracterizado en roedores, en los que existen dos poblaciones de
neuronas: una en el nucleo arcuato (ARC) y otra en la porcion anterior del
hipotalamo que comprende el nlcleo periventricular anteroventral (AVPV: Clarkson
et al, 2009a); sin embargo, en otras especies las neuronas productoras de
kisspeptina son abundantes en el ARC (Mikkelsen y Simonneaux, 2009; Lehman et
al., 2010a), pero la poblacion en el porcion hipotalamica anterior no ha sido
confirmada. En ovinos, las neuronas productoras de kisspeptina estan localizadas en
la regién dorsomedial del area pre-6ptica medial (POA) y en el ARC (Estrada et al.,
2006, Smith et al., 2007a). Estos y otros aspectos relacionados con la actividad de
las neuronas hipotalamicas que producen kisspeptina no se han estudiado en

bovinos.

El sistema en mencién ha sido propuesto como un activador de las neuronas
productoras de GnRH durante el inicio de la pubertad. En roedores se ha
determinado que la falta funcional del gen del cual se derivan las kisspeptinas (Kiss7)
o del gen que codifica a su receptor (GPR54 6 Kiss1r) provoca una baja secrecién de
gonadotropinas hipofisiarias e infertilidad (Seminara et al. 2003). Los mecanismos
potencialmente involucrados en la activacion puberal del sistema GnRH (Roa y Tena-
Sempere, 2010; Clarkson et al., 2010; Tena-Sempere, 2012) son: 1) incremento del
tono enddgeno de kisspeptina, reflejado por un incremento de la expresion del gen
Kiss1 en determinados nucleos del hipotalamo; 2) mayor sensibilidad de las
neuronas de GnRH a la accion estimuladora de la kisspeptina, debido a un aumento
en la expresion del receptor GPR54, o a la activacién de rutas adicionales de
sefnalizacion intracelular asociadas con éste receptor; y 3) cambios plasticos que
favorecen un incremento de los contactos sinapticos entre neuronas productoras de
kisspeptina y las productoras de GnRH. Se desconoce si en bovinos operan estos
mecanismos, pero las evidencias de que la kisspeptina exbégena estimula la
liberacién de LH y de la hormona foliculoestimulante (FSH) en becerras pre-puberes
(Kadokawa et al., 2008; Ezzat et al., 2009; Alamilla, 2013) refuerza la idea de que el
sistema kisspeptinérgico tiene un papel relevante en la activacion puberal del eje

reproductivo de los bovinos. Por otro lado, aunque de manera menos clara, la
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kisspeptina parece intervenir en la actividad del eje somatotropico, ya que bajo
algunas condiciones experimentales la administracion de Kiss-10 estimuld la
liberacién de la hormona de crecimiento (GH) en becerras pre-puberes (Kadokawa et
al., 2008) y vacas lecheras (Whitlock et al. 2008).

Recientemente, nuestro grupo (Alamilla, 2013) determin6é en becerras pre-puberes
de distintas edades que una aplicacion intravenosa de 5 ug de Kiss-10/kg de peso,
induce un aumento de LH, FSH y GH plasmatica en el 100 % de las becerras de 11
meses de edad, y de LH en el 100 % de las de 4 y 7 meses de edad; no obstante
solo una proporciéon de las de 4 y 7 meses respondieron con aumentos de FSH y GH
a Kiss-10. En el mismo estudio se determind que las becerras de 11 meses, mismas
que también mostraron la mayor respuesta de LH a Kiss-10, tuvieron
concentraciones plasmaticas significativamente mayores de IGF-lI y estradiol, y
menores de leptina que las becerras de menor edad; consecuentemente, se propone
que IGF-l y leptina podrian ser agentes enddégenos que modifican la actividad del
sistema kisspeptina-GPR54-GnRH.

Hasta donde la literatura revisada nos permite afirmar, se desconoce si en becerras
pre-puberes, una dosis mayor de Kiss-10 a la hasta ahora empleada (5 ug/kg de
peso) induce una mayor liberacion de LH, FSH y GH como se ha demostrado para
LH en borregas (Wang et al., 2012) y cerdas (Lents et al., 2008) pre-puberes; asi
mismo se desconoce si un tratamiento crénico de Kiss-10, administrado ya sea en
forma de pulso o de manera continua, induce la ovulacion en hembras bovinas pre-
puberes, como se ha documentado en ratas peri-puberales (Navarro et al.,, 2004a;
Castellano et al., 2005; Roa et al., 2008b), ratas adultas (Roa et al., 2008b), corderas
peri-puberales (Redmond et al., 2011a) y borregas en anestro estacional (Caraty et
al., 2007; Sébert et al., 2010). Sin embargo, conviene hacer notar que la aplicacion
cronica intravenosa de kisspeptina en roedores y primates inicialmente estimula la
liberacion de LH, pero después de 3 a 4 horas de la estimulacién este incremento
empieza a declinar, llegando a niveles similares a los que se presentan durante los
pulsos espontaneos de animales testigo. Lo anterior, ha sido atribuido a la
desensibilizacion del receptor GPR54 (Seminara et al., 2006; Roa et al.,, 2008b;



d'Anglemont de Tassigny et al., 2008; Ramaswamy et al., 2007), por lo que es
conveniente considerar si la dosis hasta ahora usada en becerras pre-puberes es
demasiado elevada como para provocar la desensibilizacion del eje gonadotrépico
cuando se administra en forma de inyecciones repetidas o de infusién continua. La
escueta informacion disponible en hembras bovinas es insuficiente para conocer con
precision la participacién de algunos sefnalizadores somaticos como leptina e IGF-I,

en la sensibilidad de los ejes gonadotrdpico y somatotrépico a kisspeptina.

Por lo discutido previamente, el tema central de la presente tesis es evaluar los
efectos de distintas dosis y formas de aplicacion de la Kiss-10 sobre la funcién de los
ejes gonadotrépico y somatotrépico, asi como determinar la asociacién de la
respuesta de dichos ejes a Kiss-10 y las variaciones en las concentraciones

circulantes de IGF-1y leptina.



Il. REVISION DE LITERATURA

En vaquillas, la pubertad inicia cuando se presenta el primer estro, seguido de
ovulaciéon y formacion de un cuerpo luteo de duracién normal (Calderén el al., 1996).
La edad y peso a los que se presenta la pubertad varian entre genotipos (Fajersson
et al.,, 1991; Calderédn et al., 1996), nivel de nutricion (Oyedipe et al., 1982; Rincker et
al., 2011), estado metabdlico (Garcia et al., 2003; Diskin et al., 2003), actividades de
manejo (Brickell et al., 2009) y estacidén del afio en que nace la vaquilla (Schillo et
al., 1992). El genotipo de las becerras determina en gran medida la edad a la que se
presenta la pubertad (Martin et al., 1992), sin embargo, la alimentaciébn modula
ampliamente la expresion del potencial genético inherente al citado rasgo
reproductivo (Patterson et al,, 1992; Gasser et al., 2006a). Por ejemplo, bajo las
mismas condiciones de manejo alimenticio, las vaquillas Suizo Pardo son mas
precoces y menos pesadas a la pubertad que las vaquillas Cebu (13.65+0.90 vs
19.27 £ 0.9 meses de edad y 2668 vs 3348 kg, respectivamente; Calderdn et al.,
1996). Por otro lado, se demostré que el 88 % de las becerras Angus x Simmental
alimentadas pos-destete con una dieta alta en energia present6 la pubertad
precozmente antes de los 300 dias de edad, lo que no hizo ninguna de las becerras
alimentadas con una dieta con menor contenido de energia (Gasser et al., 2006a).
En este mismo estudio, se demostrd que el peso promedio a la pubertad de dichas
vaquillas se redujo en 76 kg con una dieta alta en energia contra una dieta baja en

energia.

Independientemente de la edad y peso en que se presenta la pubertad, las hembras
bovinas cursan por los siguientes periodos de desarrollo y maduraciéon sexual (Day y
Anderson, 1998): 1) infantil/desarrollo (0 dias de edad a destete); 2) pre-puberal
(cuya duracién es altamente variable), y 3) peri-puberal (aproximadamente de 2
meses previos a la pubertad al inicio de la misma). Cada periodo presenta diferencia
sustanciales en la fisiologia, endocrinologia, desarrollo ovarico, crecimiento uterino
(Atkins et al., 2013), tamano y composicién corporal (Veldhuis et al., 2005). Los
fendmenos fisioldgicos que llevan al inicio de la pubertad ocurren durante la etapa de
crecimiento acelerado del individuo (Veldhuis et al., 2005), por ello se ha propuesto la



existencia de una mutua influencia entre el desarrollo del eje gonadotrépico y del eje
somatotropico, relacién que determina el inicio de la pubertad (Singh et al., 2011). El
objetivo de la presente revisiébn es describir los principales cambios fisioldgicos y
hormonales que gobiernan el funcionamiento del eje gonadotropico y del
somatotrdpico, con énfasis en la regulacién central del inicio de la pubertad en la
hembra bovina. No obstante, debido a que los estudios efectuados en ese modelo
animal son escasos y fragmentados, con el fin de comprender algunos conceptos, se
hara una revision de la informacion disponible sobre los factores que desempefian un

papel protagdnico en la regulacién de los ejes antes citados en varias especies.
Eje gonadotropico: desarrollo y maduracion
Descripcion general del eje gonadotropico

Estructuralmente, el eje gonadotrépico de las hembras esta integrado por: el
hipotalamo, que es el 6érgano maestro de la reproduccién, encargado de producir y
liberar la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH; Figura 1); la
adenohipofisis, que sintetiza y secreta las hormonas luteinizante (LH) vy
foliculoestimulante (FSH) en respuesta a GnRH; y los ovarios, que producen
hormonas sexuales (progesterona por el cuerpo luteo, estradiol e inhibina por
foliculos) y 6vulos en respuesta a las gonadotropinas hipofisiarias. El estradiol y la
progesterona, ademas de estimular el desarrollo del aparato reproductor y otros
caracteres asociados a la maduracién somatica/sexual, también participan de
manera preponderante en la regulacion de la secrecion de GnRH, mediante

mecanismos de retroalimentacion.

El hipotalamo esta situado en torno del tercer ventriculo y por debajo del talamo; su
base ventral se encuentra por encima de la hipdfisis, a la cual esta unido por el tallo
hipofisario. El hipotalamo esta delimitado craneal y caudalmente por el quiasma
optico y los cuerpos mamilares, respectivamente. Anatémicamente, el hipotalamo
esta dividido en nucleos (agregados de cuerpos neuronales) y areas neuronales
(grupos de neuronas mas dispersas), cada uno con funciones diferentes

relacionadas con la regulacion neuroendocrina’homeostatica del organismo. El area



pre-optica medial (POA), el area hipotaldmica anterior (AHA), el nacleo ventromedial
(NVM) y el nucleo arcuato (ARC) son estructuras que participan de manera
destacada en la regulacion de la secrecion de la GnRH. Los cuerpos celulares de las
neuronas productoras de GnRH estan ampliamente distribuidos, formando un
“continuum” que va desde los nucleos predpticos medios hacia la regién mediobasal
del hipotdlamo (Herbison, 2006), con cierta variacion entre especies. La mayoria de
los axones de estas neuronas tienen su destino en la eminencia media (EM), lugar
en el cual la GnRH es liberada para llegar a la adenohipéfisis por la via del sistema
porta hipotadlamo-hipofisiario (Herbison, 2006; Yin y Gore, 2010).

La GnRH es secretada en dos patrones principales: el pulsatil que corresponde al
modo ténico de secrecidn de gonadotropinas hipofisiarias que conduce a la
foliculogénesis y esteroidogénesis, y que es regulado por medio de
retroalimentacion negativa de estrogenos y progesterona; y el de liberacién fasica,
que corresponde a la descarga preovulatoria de gonadotropinas para inducir la
ovulacién en respuesta a la retroalimentacion positiva de los estrogenos. En la rata
se identifican dos areas distintas para las dos formas de secrecion de GnRH, ya que
la secrecion pulsatil proviene de neuronas localizadas en la zona ventromedial (VM)
del hipotalamo, mientras que la fasica se origina en neuronas de la zona anterior del
hipotalamo (Freeman, 2006). En los rumiantes sin embargo, no existe una clara
separacién para los dos tipos de secrecion de GnRH ya que ambos modos de
secrecion aparentemente provienen del POA y del ARC (Goodman e Inskeep, 2006).
Los pulsos de GnRH determinan la secrecion pulsatil de LH y FSH; sin embargo, en
el control de la secrecion de FSH intervienen, ademas del estradiol, la inhibina,
activina y folistatina (Padmanabhan y McNeilly, 2001), por lo que ambas
gonadotropinas en general presentan diferente patrén de secrecion. En ausencia de
pulsos y descarga preovulatoria, también existe la secrecidon basal de GnRH/LH.
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Figura 1. Diagrama de las relaciones funcionales del eje gonadotrépico. GnRH= hormona liberadora
de las gonadotropinas; LH= hormona luteinizante, FSH= hormona foliculoestimulante, KNDy= co-
secrecién de kisspeptina/neurokinina B/dinorfina A. ARC= ndcleo arcuato, AVPV= nucleo
periventricular anteroventral, POA= area preodptica medial, EM= eminencia media. Circulos de
kisspeptina denotan grupos neuronales; circulos de GnRH denotan modo de secrecion. Modificado de
Millar et al., 2010.

La secrecidn tonica (pulsos) y fasica (oleada o descarga) de LH y FSH, operan con
regularidad en las hembras que han iniciado la pubertad y que manifiestan actividad
ovarica ciclica; sin embargo, en las hembras infantiles, pre y peri-puberales el modo
de secrecion pulsatil opera con limitaciones, mientras que el modo de secrecién de
oleada, aunque potencialmete operativo, estd ausente debido a la falta de un
estimulo que lo active. Como se vera mas adelante, en POA, nucleo AVPV
(roedores) y ARC hay unas poblaciones de neuronas que producen kisspeptina
(neuronas kisspeptinérgicas), ademas de neurokinina B y dinorfina A, péptidos
involucrados en la secrecion pulsatil o ténica de la GnRH (Figura 1; Goodman et al.,
2007; Merkley et al., 2012; Wakabayashi et al., 2010). Por anadidura, en la
regulacion neural de secrecibn de GnRH intervienen multiples neuropéptidos

hipotalamicos (mostrados en el esquema de la figura 1 como “otras neuronas”), asi



como varios agentes senalizadores de origen somatico y otros mas provenientes del

medio externo (Millar et al., 2010; Figura 1).
Desarrollo y maduracion del eje gonadotropico

Durante las etapas de desarrollo y maduracion del eje gonadotropico, las becerras
presentan marcadas diferencias en la secrecion de hormonas sexuales a través del
tiempo (Atkins et al., 2013). Entre los 3 y 4 meses de edad, se observa un
incremento transitorio de las concentraciones circulantes de LH y FSH (Evans et al,,
1994) y de estradiol (Nakada et al., 2000) con respecto a edades mas tempranas,
alcanzando valores similares a los observados cuando se aproxima la pubertad.
Después de ese periodo, las concentraciones hormonales disminuyen y vuelven a
ser similares a las observadas desde el nacimiento hasta los 3 meses de edad. Dicho
periodo de baja liberacion hormonal permanece durante el resto de la etapa pre-
puberal, hasta 1 6 2 meses previos a la pubertad (periodo peri-puberal), cuando se
observa un aumento en la secrecion pulsatil de LH y estradiol. Durante el periodo
pre-puberal, la liberacion pulsatil de LH esta disminuida, con pulsos que oscilan de 1
a 4 por dia; sin embargo, durante el periodo peri-puberal la frecuencia se incrementa
a un pulso por hora (Day et al., 1984; Day et al., 1987). A diferencia de la LH, durante
los periodos pre y peri-puberal la FSH no presenta un aumento sustancial y mas bien
disminuye en su secrecion durante el periodo peri-puberal (Evans et al., 1994;
Nakada et al., 2000; Nogueira, 2004). A través de estos periodos, la FSH presenta
incrementos periddicos que preceden al reclutamiento de grupos de foliculos antrales
pequenos y medianos, mismos que integran a las ondas de desarrollo folicular
(Adams et al., 1994; Rawlings et al., 2003). Este reclutamiento folicular en forma de
ondas, sucede en las hembras bovinas desde la etapa infantil (Nakada et al., 2000;
Honaramooz et al., 2004).

Se ha establecido que el aumento en la actividad pulsatil de la LH observado en el
periodo peri-puberal, estd asociado con un incremento en el numero y didmetro de
los foliculos ovaricos, con un aumentos en las concentraciones de estradiol y con el
rapido crecimiento y desarrollo del aparato reproductor (Day et al., 1987; de Lucia et
al., 2002; Rawling et al., 2003; Honaramooz et al., 2004). Esto fue demostrado por
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Madgwick et al. (2005) quienes redujeron en seis semanas (de 62.8 a 56.8 semanas)
la edad al inicio de la pubertad de becerras mediante la aplicacién diaria de GnRH
entre las semanas 4 y 8 de edad, con lo cual se simuld el incremento transitorio de
LH y FSH observado por Evans et al. (1994) durante los primeros 3 y 4 meses de
edad y por McLeod et al. (1985) a los 5 meses de edad. Asi mismo, con la aplicacién
de GnRH es posible inducir la liberacién de las gonadotropinas hipofisiaria (Nakada
et al., 2002) y la liberacion de évulos fertilizables con un tratamiento superovulatorio
en becerras de un mes de edad (Seidel et al., 1971). Por otro lado, se ha demostrado
que las becerras de 3 a 5 meses de edad son capaces de liberar LH en forma similar
a la de una oleada preovulatoria si son estimuladas con estradiol (Staigmiller et al.,
1979). No obstante que la calidad y magnitud de la respuesta a los tratamientos
descritos esta asociada positivamente con la edad de los animales, las evidencias
indican que el inicio de la pubertad depende, en gran medida, de la capacidad de
determinadas neuronas hipotaldmicas de producir GnRH en cantidad suficiente para
estimular, a través de las gonadotropinas hipofisiarias, la foliculogénesis,
esteroidogénesis y gametogénesis (Ebling, 2005; Atkins et al., 2013).

El cambio en el patron de secrecion de GnRH que determina el inicio de la pubertad
en los rumiantes se basa en la diferenciada sensibilidad del centro tdnico
hipotalamico, denominado histéricamente como generador de pulsos de GnRH, a los
efectos de retroalimentacién negativa del estradiol (Amstalden et al., 2011). En la
construccién de este argumento, se determiné que durante el periodo pre-puberal, la
secrecion de LH esta disminuida debido a la inhibicion de la secrecién de GnRH por
un marcado efecto de retroalimentacion negativa del estradiol, ejercido a nivel del
centro tonico hipotalamico (Dodson et al., 1989); sin embargo, en el periodo peri-
puberal, el citado centro presenta progresivamente una menor sensibilidad al
estradiol, lo cual resulta en un aumento cada vez mayor en la secrecién de GnRH y
por tanto de LH (Day et al., 1987; Kinder et al., 1995; Figura 2). En consecuencia, la
LH estimula en los ovarios un mayor crecimiento folicular, asi como una mayor
secrecion de estradiol, el cual eventualmente alcanza concentraciones que inducen
una oleada preovulatoria de LH y la luteinizacién folicular (con o sin ovulacion). Es

pertinente mencionar que los efectos de los estrogenos ovaricos sobre la secrecion
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de GnRH son ejercidos de forma indirecta, pues las neuronas GnRHérgicas no
contienen en su estructura a los receptores alfa para dichos esteroides (Lehman et
al., 1993).

En el ganado bovino, como en otras especies, la maduracién funcional del eje
reproductivo ocurre en forma gradual y, de acuerdo a las evidencias presentadas en
ésta seccidn, el hipotdlamo es el integrante del eje que aparentemente madura mas
tardiamente. De igual manera, en esta parte de la revision se evidencia el vacio de
informacién con respecto a los cambios neurales/neurotransmisién que ocurren en el
interior de hipotdlamo y que se asume controlan la diferenciada sensibilidad a los
efecto de retroalimentacion negativa de los estrégenos ovaricos sobre la secrecion
de GnRH, a lo largo del desarrollo puberal. Estudios recientes en bovinos y otras
especies han puesto en evidencia que la kisspeptina y su sistema de senalizacion
podrian intervenir en dichos efectos. En particular, se ha demostrado en becerras
pre-puberes que la kisspeptina estimula la secrecion de LH y FSH (Kadokawa et al.,
2008; Ezzat et al., 2009; Alamilla, 2013). De la misma manera en ovinos esta
demostrado que la kisspeptina es un intermediario que comunica los efectos
negativos y positivos del estradiol a las estructuras encargadas de la liberacién de
GnRH/LH (Messager et al., 2005; Smith et al,, 2007a; Smith, 2009; Smith et al.,
2011). Ademas, en esta misma especie se observé que la mayoria de las neuronas
kisspeptinérgicas albergan el receptor alfa de estradiol (9313 % en el nucleo ARC y
50£12 % en el POA; Franceschini et al., 2006). A su vez, las neuronas GnRHérgicas
albergan el receptor especifico para kisspeptina (lrwing et al., 2004; Messager et al.,
2005).

En este proceso de maduracién sexual el desarrollo del eje gonadotrdpico esta
estrechamente asociado con el crecimiento y desarrollo corporal, mismos que cursan
por periodos que se diferencian debido al cambio de peso, por el tipo y proporcién de
tejidos que se desarrollan y por modificaciones del metabolismo; eventos en los

cuales el eje somatotrépico tiene funciones relevantes.
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Figura 2. Cambios fisiolégicos, endocrinos y anatémicos asociados con el inicio de la pubertad
en las hembras bovinas (esquema figurado para edad a la pubertad de un afio; modificado de
Day et al., 1987; Day y Anderson 1998; Day y Nogueira, 2013). GnRH= hormona liberadora de las
gonadotropinas, LH= hormona luteinizante, CL= cuerpo luteo.

Eje somatotropico y maduracion sexual
Descripcion general del eje somatotropico

El eje somatotrépico comprende fundamentalmente a la hormona de crecimiento (GH
o somatotropina) de origen hipofisiario (somatotropos) y a los factores de
crecimiento similares a la insulina | y Il (IGF-l1 e IGF-Il); ademas de las proteinas de
union de la GH 1 y 2 (GHBP-1 y -2), las proteinas de union de IGF (IGFBP-1 a 6), la
subunidad acido labil (ALS), los respectivos receptores de superficie celular para GH
e IGF y las proteasas de IGFBP y GH (Hwa et al., 1999; Buttler y Le Roit, 2001;
Veldhuis et al., 2006). La funcionalidad de este eje depende en gran medida de la
expresion del receptor de GH en el higado, que determina la cantidad de IGF-I
liberada desde el higado al torrente sanguineo en respuesta a GH (Lucy et al., 2001;
Radcliff et al.,, 2004). Los principales reguladores de la secrecién de GH son la
hormona liberadora de la hormona de crecimiento (GHRH), la cual estimula la

secrecion de GH, y el factor inhibidor de la somatotropina (SIRF o somatostatina), el
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cual inhibe la secrecion de GH; ambos neuropéptidos tienen su origen en nucleos
hipotalamicos diferentes (nucleo ARC y PVN respectivamente) y son descargados
hacia el sistema porta hipotalamo-hipofisiario para alcanzar por esta via a los
somatotropos, en donde actian para regular la sintesis y secrecién de GH (Figura
3). Adicionalmente, la Ghrelina (hormona peptidica orexigénica producida en el
estdbmago en respuesta al ayuno) estimula la secrecion de la GH (Katoh et al., 2007)
mediante la induccion de la liberacion de GHRH del ARC (McMahon et al., 2001). El
IGF-1 actia como un factor pleiotrépico y también opera como la sefal endocrina de
retroalimentacion negativa que controla la secrecién de GH (Katoh et al., 2007) en el
hipotalamo (reduce la actividad de las neuronas productoras de GHRH y estimula a
las de SS) y la hipdfisis (reduce la secrecion espontanea de GH vy la estimulada por
GHRH). Por otro lado, las IGFBPs son reguladoras fisioldgicas de las acciones del
IGF-1, ya sea favoreciendolas o inhibiendolas (Hwa et al.,, 1999). La GH ademas de
inducir la sintesis y liberacion de IGF-lI hepatico, también estimula su produccion
localmente en muchos tejidos corporales, en donde dicho factor actia en forma
paracrina y autocrina (Buttler y Le Roit, 2001). En el higado la GH regula la sintesis y
liberacién de IGF-I, IGFBP (tipo 1 y 3) y ALS. Los tejidos extra-hepaticos en los que
la expresion del IGF-1 se correlaciona con los niveles sanguineos de GH, son el
adiposo y el muscular esquelético. La GH y el IGF-1 ejercen funciones en la vida
posnatal relacionadas con el crecimiento corporal y metabolismo energético/proteico
(Etherton, 2004), por lo que ambas hormonas y otras relacionadas con el
metabolismo manifiestan cambios dinamicos a través del crecimiento, desarrollo y

maduracién sexual.
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Figura 3. Diagrama de las relaciones funcionales del eje somatotrépico. NPY= neuropéptido Y,
SRIF= factor inhibidor de la liberacién de la somatotropina, GHRH= hormona liberadora de la hormona
de crecimiento, KNDy= co-secrecién de kisspeptina/neurokinina B/dinorfina A; GH= hormona de
crecimiento o somatotropina, IGF-I= factor de crecimiento parecido a la insulina tipo I. Otras neuronas
comprende: TRH= tirotropina, GABA= acido y aminobutirico, NA= noradrenalina, 5HT= serotonina,
DA= dopamina; PVN= nucleo paraventricular, ARC= nucleo arcuato, EM= eminencia media. Disefiado
con base en Millar et al., 2010.

GH-IGF-1 y maduracion sexual

Durante el crecimiento la GH ejerce efectos independientes de los de IGF-1 en la
zona terminal de la placa de crecimiento de los huesos largos (Wang et al., 1999).
Salvo algunas excepciones como la anterior, la GH actia generalmente a través del
IGF-1 de origen hepatico y de tejidos extra-hepaticos. La mayoria del IGF-I circulante
es derivado del higado, por lo que los niveles sanguineos de esta hormona y de la
GH se relacionan positivamente, en particular durante la etapa de crecimiento
acelarado del individuo (Vicini et al., 1991). En ovinos neonatales, los niveles de GH
en sangre son bajos y éstos se incrementan gradualmente en las primeras semanas
de vida en forma paralela con los receptores de GH en higado y las concentraciones
periféricas de IGF-I, los cuales estan asociados con la curva de crecimiento posnatal
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(Breier et al., 1994). En la pubertad las concentraciones de GH y de IGF-I son
maximas debido a que en el higado también es maxima la expresion de receptores
para GH (Christoforidis et al. 2005). Ambas hormonas permanecen elevadas
mientras sucede la maduracién sexual y a partir de ahi disminuyen gradualmente
hasta alcanzar niveles similares a los de la vida neonatal (Rosen, 2000). La GH se
secreta en un patrén pulsatil y presenta una amplia variacion entre individuos. Por
ejemplo, en becerras Holstein pre-puberes de seis meses edad, los niveles
sanguineos de GH varian de 6 a 32 ng/ml y de 1 a 9 pulsos en 9 horas (Swali et al.,
2008); no obstante, dicha variacibn esta asociada positivamente con el peso
corporal, la altura a la cruz y el perimetro toracico (Swali et al., 2008), lo cual
evidencia sus efectos anabdlicos en el crecimiento y desarrollo corporal (Hussain et
al., 1993).

Con relacion a los efectos de la GH e IGF-I sobre el inicio de la pubertad,
actualmente hay evidencias que los niveles de IGF-I aumentan en el periodo pre y
peri-puberal (Roberts et al., 1990; Garcia et al., 2002; Velazquez et al., 2008) lo que
coincide con la etapa de crecimiento acelerado (Yelich et al., 1996). A nivel ovarico,
el sistema IGF-| estimula el desarrollo de los foliculos (Zhou et al., 1997; Silva et al.,
2009; Lucy, 2012) aumentando su proliferacion y diferenciaciéon al mismo tiempo que
inhibe la apoptosis de las células de la granulosa (Beg y Ginther, 2006; Silva et al.,
2009) y potencializa la capacidad esteroidogénica de dichas células, en respuesta a
las gonadotropinas hipofisiarias (Kwintkiewicz y Giudice, 2009). Esos efectos
aparentemente son independientes de las acciones de la GH (Zhou et al.,, 1997;
Lucy, 2012). A nivel hipofisiario, el IGF-I estimula la secrecion de gonadotropinas ya
que aumenta la respuesta de LH/FSH a GnRH (Kanematsu et al.,, 1991) y la de LH
por un mecanismo independiente de GnRH (Adam et al., 2000). Ademas, a nivel
hipotaldmico el IGF-| facilita la liberacion de GnRH en la EM (Hiney et al., 1996). En
vaquillas pre-puberes alimentadas con una dieta alta en energia, la administracion de
GH recombinante indujo un aumento significativo en IGF-I total, IGF-I libre e IGFBP-
3 (Vestergaard et al., 2003; Radcliff et al., 2004) en sangre, en comparacién con lo
observado en vaquillas alimentadas con una dieta convencional, aparentemente

como resultado de un aumento en la sintesis de IGF-I hepatico, acompanado de un
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mayor numero de receptores para GH e IGFBP-2 en higado. Por otro lado, se ha
establecido que una dieta alta en energia proporcionada a vaquillas, reduce la GH
pero induce incrementos sostenidos de IGF-I en sangre periférica (Yelich et al., 1996;
Radcliff et al., 2004) y reduce la edad a la pubertad (Hall et al., 1994; Gasser et al.,
20064, Rincker et al., 2011). Con la tecnologia actual ha sido posible identificar una
marcada asociacién negativa entre la actividad del gen del receptor de IGF-1 y la
edad a la pubertad en vaquillas Bos indicus (Fortes et al., 2013). Por tanto, en
adicién a sus efectos sobre el crecimiento del animal, el IGF-I tiene notables
acciones en el eje gonadotrdpico que resultan en un mayor crecimiento folicular y
generacion de estradiol ovarico, lo cual podria significar que el IGF-I debe alcanzar
niveles sanguineos suficientes para que se establezca una secrecion adecuada de
estrogenos, los que a su vez conducen a una mayor secrecién de GnRH/LH. No
obstante lo anterior, debe tenerse en cuenta que los niveles de IGF-I son diferentes
entre las novillas que alcanzan la pubertad precozmente y las que la inician de forma
tardia; las primeras registraron incrementos de IGF-1 antes de iniciar la fase peri-
puberal, mientras que las segundas en el momento peri-puberal (Velazquez et al.,
2008; Garcia et al., 2002).

Ademas de los reguladores de GH antes descritos, otras hormonas y metabolitos
actuan como agentes moduladores del eje somatotrépico, del metabolismo y de la
reproduccidn; entre los que destaca la leptina, hormona de origen periférico que
proporciona informacion al SNC del estado de adiposidad y metabdlico del
organismo, para llevar a cabo las adaptaciones homeostaticas correspondientes que

a continuacion se discuten.
Leptina y maduracion sexual

Algunos estudios en roedores indican que la leptina modula la actividad del eje
somatotropico, ya que la secrecién de GH es estimulada por la leptina (Cocchi et al.,
1999; Barb, 1999; McMahon et al., 2001); sin embargo, dicho efecto depende de la
duracién/magnitud del aumento de la hormona cuyo origen es el tejido adiposo
blanco (Saleri et al., 2004). Los efectos de corto plazo de la leptina incrementan la

secrecion de GH mediante varias vias: el aumento de la secrecién de GHRH (Cocchi
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et al., 1999), la inhibicién de la SS (Cocchi et al., 1999), asi como la disminucion del
neuropéptido Y y del consumo de alimento (Barb 1999; McMahon et al., 2001); pero
los efectos de largo plazo disminuyen la GH al reducir la respuesta de la
adenohipoéfisis a GHRH (resistencia a GHRH; Suttie et al., 1991), lo cual podria ser
una de las principales razones por las que los individuos obesos presentan bajas
concentraciones de GH en sangre (Ostlund et al., 1996). En becerras pre-puberes se
determind que los niveles sanguineos de la leptina se mantienen en concentraciones
cercanas a 2.3 ng/ml del nacimiento a los 300 dias de edad, a partir de la cual se
observé un incremento significativo de dicha hormona, el cual estuvo asociado
positivamente con la cantidad de grasa y peso corporal, pero no con los niveles de
GH en sangre (Block et al., 2003). En borregas adultas, la infusién de leptina por tres
dias indujo un incremento de GH sin importar el peso de los animales (Henry et al.,
2001), al igual que en becerras pre-puberes bajo condiciones de ayuno por 72 horas
(Maciel et al., 2004b) pero en éstas, la leptina no afecté las concentraciones
periféricas de IGF-l. En contraste, en becerras pre-puberes adecuadamente
alimentadas el tratamiento crénico con leptina (40 dias) no modificé las
concentraciones plasmaticas de GH, pero al igual que en becerras en ayuno,
tampoco alteré los niveles de IGF-1 (Maciel et al., 2004a), por lo que los efectos de la
leptina en la secrecion de GH y de IGF-1 dependen de varios factores entre los que
se incluyen el grado de aumento de los niveles circulantes de leptina, el tiempo en
que este aumento se mantiene, la dieta, el estado metabdlico del animal, su edad y
grupo genético. Consecuentemente las concentraciones periféricas de GH e IGF-I
podrian incrementarse antes, simultaneamente o después que la leptina alcance el

umbral que caracteriza a la madurez somatica.

Consecuentemente, la cantidad de los depédsitos de energia y el estado metabdlico
del organismo son reguladores claves del inicio de la pubertad. En ganado bovino,
como en muchos mamiferos, la subalimentacion modula negativamente la actividad
reproductiva (Foster y Nagatani, 1999; Williams et al., 2002). En animales en
crecimiento, la restriccion energética en la dieta retrasa el crecimiento, la deposicién
de grasa corporal y el inicio de la pubertad (Foster y Nagatani, 1999). En mujeres y
ratonas adultas deficientes en leptina, se observan deficiencias de la actividad
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reproductiva, la cual se reanuda mediante la terapia a base de leptina (Chehab et al.,
1996; Mounzih ef al., 1997). Estas observaciones condujeron a la hipétesis de que la
leptina podria ser una sefal disparadora de la pubertad (Foster y Nagatani, 1999),
por lo que las concentraciones peri-puberales de leptina deberian ser mayores que la
de los animales pre-puberes. Dicho incremento de leptina en sangre ha sido
observado en becerras que se aproximan a la pubertad (Diaz-Torga et al., 2001;
Garcia et al., 2002), sin embargo existen evidencias en vaquillas (Block et al., 2003)
y humanos (Pardini et al., 1998; Andreelli et al., 2000) de que la pubertad también se
presenta en individuos con muy bajas concentraciones de leptina. Ademas, la
administracion intravenosa de leptina pudo restablecer parcialmente la produccion de
LH en vaquillas pre-puberes subalimentadas (Maciel et al., 2004b), pero no fue capaz
de adelantar la pubertad en corderas (Jackson et al., 2002; Morrison et al., 2002) o
becerras (Maciel et al., 2004a; Carvalho et al., 2013). Por lo anterior se ha sugerido
que la elevacion de leptina en el periodo peri-puberal no necesariamente
corresponde a un evento de desarrollo somatico que sea el detonador de la pubertad
en rumiantes. Tanto Zieba et al. (2004) como Williams et al. (2002) proponen que la
leptina es una hormona permisiva del inicio de la pubertad y, por tanto, las evidencias
mostradas en este parrafo sugieren que otros factores podrian contribuir a la
activacién/induccion de la actividad reproductiva en las hembras bovinas durante el
desarrollo puberal.

Aunque no de manera unanime, diversos estudios desarrollados in vitro e in vivo,
sugieren que la kisspeptina puede ejercer un efecto positivo sobre la liberacion de la
GH (Figura 3). Los elementos que han dado pie a proponer lo anterior son que la
kisspeptina estimulé bajo algunas condiciones experimentales la secrecion de la GH
(Gutiérrez-Pascual et al., 2007; Kadokawa et al., 2008; Whitlock et al., 2008; Whitlock
et al., 2010; Alamilla, 2013) y que se ha informado que el receptor de kisspeptina
(GPR54) esta presente en los somatotropos de ovinos (Smith et al., 2008), lo que
proporciona una base fisiolégica para la acciéon de kisspeptina a ese nivel. Ademas,
se reportd que el IGF-I (Hiney et al.,, 2009) estimula la expresion hipotaldmica de
kisspeptina, por lo que este sistema hipotalamico podria ser un elemento integrador a
nivel central de los ejes somatotropico con el gonadotrépico durante el inicio puberal.
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Por otro lado, uno de los efectos de la leptina en el eje reproductivo parece involucrar
de manera directa a las neuronas kisspeptinérgica, ya que al menos en ratones
(Smith et al, 2006) y borregas (Backholer et al, 2010) las neuronas
kisspeptinérgicas exhiben el receptor Ob-Rb de leptina, por lo que IGF-I y leptina
podrian coordinadamente participar en la regulacidn de actividades del eje
gonadotrdpico a través de la kisspeptina.

Regulacion de la secrecion de GnRH

El inicio de la pubertad es determinado por el cambio en los sistemas neurales que
regulan la secrecién de GnRH, pero este fendmeno no es simplemente una funcion
de edad; por el contrario, la red neuronal que regula a la GnRH sirve de conductor de
informacién proveniente de los combustibles metabdlicos, el almacenamiento de
energia, el desarrollo de los tejidos somaticos, las secreciones de las gbnadas v,
para muchas especies de mamiferos, informacién proveniente del medio externo

relacionada con la estacién del afo y el ambiente social (Ebling, 2005).

Si bien son multiples los mecanismos que modulan la secrecion de GnRH, destacan
dos fenémenos fisiologicos: 1) Los efectos de retroalimentacién negativa de los
estrébgenos ovaricos, a los cuales la red de neuronas GnRHérgicas son
extremadamente sensibles durante las etapas posnatales tempranas (Dodson et al.,
1989), seguido de una disminucion progresiva de los efectos de retroalimentacion
negativa del estradiol que permite un gradual incremento en la secrecién de la LH,
qgue a su vez estimula un aumento en la secrecion de estrégenos, aumentando éstos
su secrecion en edades cercanas a la pubertad, lo que desencadena una descarga
masiva de GnRH, de LH y la primera ovulacion (Day et al., 1987), 2) El incremento
en senales internas asociadas con el almacenamiento de energia (leptina),
alimentacion (propionato, glucosa, insulina), formacion de tejidos (GH, IGF-I,
hormonas tiroideas), asi como de sefales provenientes del medio externo
(melatonina, prolactina y feromonas), las cuales son identificadas e interpretadas por
el SNC (Ebling, 2005; Castellano et al,, 2009; 2010; Okamura et al., 2010). Estos
ultimos elementos podrian determinar el cambio del hipotdlamo, que de ser
hipersensible a las acciones inhibitorias de los estrégenos, pasa a ser poco sensible
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a ellos (Gasser et al., 2006ab) y posiblemente muy sensible a los efectos
estimulantes de los mismos (Amstalden et al., 2011). La percepcién de estas senales
se produce a través de neurotransmisores neuronales (Amstalden et al., 2011; De
Bond y Smith, 2014) y factores de crecimiento de origen glial (Ojeda et al., 2006) que
son reconocido como reguladores positivos o negativos del sistema que controla la

secrecion pulsatil de la GnRH en el hipotalamo.

En revisiones relacionadas con los mecanismos que gobiernan al eje reproductivo
(Terasawa y Fernandez, 2001; Roa y Tena-Sempere, 2010; Amstalden et al., 2011;
HrabovzKky y Liposits, 2013), se reunieron evidencias con relacion a los elementos
que modulan negativa o positivamente la actividad de las neuronas GnRHérgicas
durante la infancia y los periodo pre y peri-puberales; entre ellos se encuentran el
glutamato (Glu), noradrenalina (NA) y melanocortinas (MSH), que actian como
estimulantes, asi como los péptidos opioides hipotalamicos (APO) y la hormona
inhibidora de las gonadotropinas (GnlH) cuyas funciones son inhibitorias. Ademas
debe mencionarse el &cido gama-butirico (GABA) y el neuropéptido Y (NPY) que en
condiciones especificas actuan como estimuladores o bien como inhibidores de la
secrecion de GnRH. Entre los diferentes reguladores transinapticos de las neuronas
GnRHeérgicas, la kisspeptina ha recibido mucha atenciéon en los ultimos anos. Las
evidencias generadas en multiples especies colocan a la kisspeptina como un
elemento con acciones estimuladoras en el proceso que gobierna la actividad de las
neuronas GnRHérgicas (Ojeda et al., 2006; Maeda et al., 2010). La mayoria de los
expertos senalan a la kisspeptina como el elemento estimulador preponderante que
gobierna la actividad de las neuronas hipofisiotropicas productoras de GnRH
(Dungan et al., 2006; Smith, 2009; Pielecka-Fortuna y Moenter, 2010; Chalivoix et al.,
2010; Maeda et al., 2010), lo cual ha sido ampliamente documentado en revisiones
recientes (Pinilla et al., 2012; Kauffman y Smith, 2013; De Bond y Smith, 2014).

Kisspeptina (s)

La o las kisspeptinas, también denominada metastina, constituye o constituyen una
familia de péptidos relacionados estructuralmente, codificados por el gen Kiss1, que

actuan a través del receptor GPR54 (Kiss1r en especies no humanas), estructura
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que se acopla a proteinas G (Kotani et al., 2001). Es un sistema (ligando y receptor)
altamente conservado entre vertebrados (Oakley et al., 2009; Kanda y Oka, 2012)
con expresion en multiples tejidos corporales (Makri et al., 2008), particularmente en
el hipotalamo en donde participa regulando la actividad reproductiva (Mikkelsen y
Simonneaux, 2009; Lehman et al., 2010a). El gen Kiss1 fue inicialmente identificado
y secuenciado en 1996 como un gen inhibidor de la metastasis tumoral (Lee et al.,
1996), funcidbn que se encuentra bajo intensa exploraciéon cientifica (Makri et al.,
2008). La caracterizacién de las kisspeptinas que integran a la citada familia de
péptidos (Kiss-54, -14, -13 y -10 por el numero de aminoacidos que lo integran) y su
actividad agonistica sobre el receptor GPR54 fue propuesta por Kotani et al. (2001).
Por su parte, el salto a la escena reproductiva del sistema kisspeptina fue establecido
por dos grupos independientes de investigadores en el ano 2003, quienes
demostraron que el hipogonadismo hipogonadotrépico y la ausencia de pubertad
presentada por nifas y nifos se debidé a una alteracién genética y funcional del gen
responsable de expresar el receptor GPR54 (de Roux et al.,, 2003; Seminara et al.,
2003).

La expresion del gen Kiss1 origina a la preprokisspeptina de 145 aminoéacidos (15.4
kDa) que incluye al péptido sefal con 19 aminoacidos y una region central de 54
elementos que es flanqueado por dos sitios de corte, lo cual da origen a la metastina
o Kiss-54 (Figura 4; Roa et al., 2008a). Con base en la deduccion de la secuencia
de aminoacidos del gen Kiss1y su caracterizacion molecular, las kisspeptinas de los
mamiferos (Figura 5) son: la Kiss-54 en porcinos y humanos, la Kiss-53 en bovinos,
ovinos y caprinos, y la Kiss-52 en ratas y ratones (Tomikawa et al., 2010); posteriores
fraccionamientos de las Kiss-54, -53 6 -52 dan origen a un grupo bioactivo de menor
peso molecular, cuyos integrantes por el nimero de aminoacidos que contienen sus
moléculas se denominan: Kiss-14, -13 y -10 (Kotani et al., 2001). Al interior de cada
especie, todas las kisspeptinas comparten la misma secuencia terminal de 10
aminoacidos en la regiéon C terminal (Figura 4). Este fragmento es suficiente para
inducir la unién y activacion del receptor GPR54/Kiss1r (Ohtaki et al., 2001) y

presenta el motivo Arg-Phe-NH2 en humanos, y Arg-Tyr-NH2 en especies no
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humanas, caracteristica que la hace formar parte de la superfamilia de péptidos RF-
amida (Kotani et al., 2001; Bechtold y Luckman, 2007).

Prepro-kisspeptina
1-19 20-68 68-121 121-145
NH2- - I -COOH

68 121
[ Metastina o Kiss-54 [ u 5.9 kDa

108 121
Kiss-14 n 1.7 kDa

kisspeptinas 109 121
Kiss-13 ﬁ 1.6 kDa

1

Kiss-10 ﬁ 1.3 kDa

Figura 4. Estructura de la prepro-kisspeptina, codificada por el gen Kiss1y los péptidos (kisspeptinas)
resultantes de su escision proteolitica con su respectivo peso molecular (modificado de Roa et al.,
2008a).

PorcinG 1 GTSSCQPPESSSGPQRPGLCTPRSRLIPAPRGAVLVQREKDL SAYNNNSFGLRY 54
Humano 1 GTSLSPPPESSGSPQQPGLSAPHSRQIPAPQGAVLVQREKDLPNYNNNSFGLRF 54
Chimpance 1 GTSLSPPPESSGSPOQPGLSAPNSRQIPAPQGAVLVQREKDLPNYNHNSFGLRF 54
Bovino 1 GAALCPP-ESSAGPQRLGPCAPRSRLIPSPRGAVLVQREKDVSAYNNNSFGLRY 53
ovino 1 GAALCPS-ESSAGPROPGPCAPRSRLIPAPRGAALVQREKDVSAYNNNSFGLRY 53
Rata 1 ~TSPCPPVENPTGHQRP-PCATRSRLIPAPRGSVLVQREKDMSAYNNNSFGLRY 52
Ratén 1 -SSPCPPVEGPAGRQRP-LCASRSRLIPAPRGAVLVQREKDL STYNKNSFGLRY 52
* kk kk ok ok kkkkkkkk ok ok ok ok ok k ok ok %

Figura 5. Secuencia de aminoacidos de la kisspeptina 54 6 metastina de diferentes especies; los
nuameros indican el numero de aminoacidos que contiene la molécula. Los aminodcidos idénticos entre
especie son marcados con un asterisco. En el area sombreada se muestra a la Kiss-10 (Tomado de
Tomikawa et al., 2010).

Todas las kisspeptinas activan eficientemente al receptor GPR54/Kiss1r, ya que el
extremo C terminal es comdn en la mayoria de las kisspeptinas descritas, y aun la
Kiss-10 retiene la maxima capacidad de unién al mencionado receptor (Kotani et al.,
2001). ElI mecanismo de sefalizacion intracelular propuesto para la accion de las

kisspeptinas en la secrecion de GnRH a nivel del hipotalamo incluye la cascada
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tipica de las proteinas Ga (Gag/11) (Castano et al., 2009), como la activacién de la
fosfolipasa C y la subsiguiente hidrélisis del fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2)
para generar inositol-(1,4,5)-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP3 activa la
movilizacion de Ca2+ intracelular, que en turno participa en la cascada de activacion
de otras proteinas; el DAG por su parte activa a la proteina quinasa C (PKC). El DAG
induce la despolarizacion de membranas de las neuronas GnRHérgicas a través de
la apertura de canales catiénicos no selectivos (TRPC) para el ingreso de Nay Ca, y
el cierre de canales rectificadores de potasio (Zhang et al., 2013). Adicionalmente, y
en funcién del tipo celular, la actividad del sistema ligando-receptor puede activar
otras rutas de sefializacion como el de las proteinas activadas por mitogeno (MAPK),
especialmente ERK1/2, p38 y fosfatidil inositol-3-quinasa (PIP3)/Akt, lo cual posibilita
a las células de diferentes tejidos para ejercer funciones adicionales como supresion
de metastasis, modulacion de la migracion y apoptosis.

En multiples estudios desarrollados en roedores (Roa et al., 2009), primates (Shahab
et al., 2005), borregos (Arreguin-Arevalo et al. 2007; Caraty et al., 2007; Smith et al.,
2011), cabras (Hashizume et al., 2010; Saito et al., 2011), cerdos (Lents et al., 2008),
ganado bovino (Kadokawa et al. 2008, Ezzat et al., 2009; Withlock et al., 2008, 2010)
y equinos (Magee et al, 2009) se ha demostrado que la administracion de
kisspeptina estimula la liberacién de las gonadotropinas hipofisiarias, lo cual se lleva
a cabo por medio de la estimulacion de las neuronas GnRHérgicas en el hipotalamo
(Shahab et al., 2005; Messager et al., 2005; Arreguin-Arevalo et al., 2007; Smith et
al., 2008; Tanaka et al., 2012). Este evento involucra la activacién del receptor
GPR54 (Messager et al., 2005) que es expresado en las neuronas GnRHérgicas
(Irwing et al, 2004; Messager et al., 2005). Lo anterior y otras evidencias
(Ramaswamy et al., 2008; d’Anglemont de Tassigny et al., 2008; Smith et al., 2007b;
2011; Desroziers et al., 2010; Wakabayashi et al., 2010; Uenoyama et al., 2011) dan
pie a afirmar que la accion estimulatoria sobre las neuronas GnRHérgicas por parte
de las kisspeptinas, es realizada predominantemente por la via de los contactos
sinapticos directos; en forma adicional la kisspeptina eventualmente se comunica con
las neuronas GnRHérgicas a través de la via tran-sinaptica indirecta, modulando la
actividad de las neuronas productoras de GABA, Glu, NPY y MSH, quienes actuan
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en las neuronas GnRHérgicas (Pielecka-Fortuna y Moenter, 2010; Backholer et al.,
2010).

Con respecto a las estructuras de origen de la kisspeptina (Cuadro 1), se han
realizado estudios para identificar la distribucion anatémica de las neuronas
kisspeptinérgicas y las proyecciones de éstas hacia las neuronas GnRHérgicas.
Mediante inmunohistoquimica e hibridacion in situ (Mikkelsen y Simonneaux, 2009;
Lehman et al., 2010a), se ha establecido que la poblacion mayor y mas consistente
de somas neuronales kisspeptinérgicas hipotalamicas en especies mamiferas esta
localizada en el ndcleo ARC, y otra de menor tamafno se localiza en la porcion
anterior del hipotalamo, también referida como &rea periventricular rostral del tercer
ventriculo (RP3V), la cual contiene el nacleo AVPV en ratones, ratas y hamsters, y el
POA en humanos, monos y borregos (Mikkelsen y Simonneaux, 2009; Lehman et al.,
2010a). La ubicaciéon de los axones de las neuronas kisspeptinérgicas sigue un
patrén similar al de los cuerpos neuronales; sin embargo, gran parte de los axones
kisspeptinérgicos también se localizan en la zona interna de la EM. En borregos
(Franceschini et al., 2006; Smith et al., 2011), monos (Ramaswamy et al., 2008),
ratas (Desroziers et al., 2010) y cabras (Wakabayashi et al., 2010), se ha observado
que algunas fibras kisspeptinérgicas procedentes del ARC también se encuentran en
la zona externa de la EM, que junto con la zona interna son sitios de convergencia
axonal en donde se liberan factores de liberacién/inhibicién hipotalamicos, entre ellos
GnRH, GHRH y SS (Yin y Gore, 2010). Ademas, en algunas especies (monos,
borregos, ratones y caballos) se ha determinado que en el RP3V y en la EM existe
un intimo contacto entre las terminales nerviosas de la neuronas kisspeptinérgicas y
las neuronas GnRHérgicas (Clarkson y Herbison, 2006; Clarkson et al., 2010;
Decourt et al., 2008; Ramaswamy et al., 2008; Smith et al., 2007b; 2011), fendmeno
que ha sido implicado en el proceso de activacién puberal en roedores (Clarkson y
Herbison, 2006; Clarkson et al., 2009b). En un estudio publicado recientemente, se
indica que una parte de la poblacion de neuronas kisspeptinérgicas del nacleo ARC
se proyecta hacia los cuerpos celulares de las neuronas GnRHérgicas del POA (Yeo
et al., 2011), pero no hacia sus terminales nerviosas localizadas en la zona interna o

externa de la EM. Por lo tanto, no esta completamente aclarado en estas especies, y
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menos aun en otros mamiferos incluyendo a los bovinos, las interacciones
estructurales entre las neuronas kisspeptinérgicas y GnRHérgicas, asi como sus
implicaciones fisioldgicas.

Cuadro 1. Distribucion hipotalamica de neuronas y axones neuronales kisspeptinérgicos en
diferentes mamiferos (Mikkelsen y Simonneaux, 2009; Lehman et al., 2010a)

Especie | NEURONAS HIPOTALAMICAS | FIBRAS HIPOTALAMICAS QUE

QUE EXPRESAN KISSPEPTINA EXPRESAN KISSPEPTINA

ARC POA AVPV EM | ARC POA AVPV EM
Humanos +++ + - - ++ ++ ++ +
Rhesus +++ ++ - + ++ + - +
Ratas +++ - ++ - ++ + + ++
Ratones ++ ++ + - ++ - + ++
Hamsters +++ ++ - - ++ - + -
QOvinos +++ ++ - - ++ + - ++
Caprinos +++ - - - ++ + - ++
Bovinos NO HAN SIDO ESTUDIADOS AL RESPECTO

ARC-= nucleo arcuato, POA= area pre-6ptica medial, AVPV= nlcleo periventricular anteroventral, EM=
eminencia media. +++ altamente expresado, ++ medianamente expresado, + bajamente expresado, -
no identificado.

Neuronas KNDy

A pesar de la capacidad comun para producir kisspeptina, las neuronas del ARC y
del RP3V responden de manera diferente a sus reguladores y aparentemente juegan
papeles diferentes en el control de los diversos aspectos de la reproduccion
(Goodman, 2007; Smith, 2008; Uenoyama et al., 2009; Navarro, 2012). La naturaleza
de las acciones y los mecanismos de regulacién de dichas neuronas estan siendo
sometidos a intenso estudio y han sido dilucidados parcialmente (Uenoyama et al.,

2009; Navarro y Tena-Sempere, 2012; Navarro, 2012). Dos facetas del sistema
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kisspeptinérgico que han despertado considerable interés, son la identificacién de
sefnales reguladoras y los componentes neurales que interactuan con el sistema
kisspeptinérgico en el hipotdlamo. Los estudios sobre estos temas han hecho posible
la identificacibn de neurotransmisores que son expresados en poblaciones
especificas de neuronas kisspeptinérgicas. Por ejemplo, la expresién de neurokinina
B (NKB) ha sido demostrada en las neuronas kisspeptinérgicas del ARC en varias
especies (Goodman et al., 2007; Lehman et al., 2010b); la relevancia de esa
coexpresion y de las acciones de NKB en el hipotalamo fue inicialmente reforzada
por los datos de estudios en humanos, con los que se demostrd una asociacién entre
las mutaciones en el gen que codifica a la NKB o a su receptor (TAC3R) y la
ausencia de pubertad (Topaloglu et al., 2009). Para agregar mas complejidad a este
conocimiento, también se identifico a la dinorfina A (Dy), un péptido opioide en las
neuronas que expresan Kisspeptina/NKB (Goodman et al.,, 2007; Lehman et al.,
2010b). La colocalizacién de kisspeptina, NKB y Dy es una caracteristica especifica
de la poblacion de neuronas kisspeptinérgicas del ARC (Merkley et al, 2012;
Wakabayashi et al., 2010), y el término de neuronas KNDy usado actualmente ha
sido empleado para referirse a esas neuronas que producen los tres neuropéptidos a
la vez. Por su ubicacion, las neuronas KNDy parecen ser elementos clave en la
generacion de los pulsos de GnRH (Ohkura et al., 2009; Wakabayashi et al., 2010;
Sakamoto et al., 2012; Navarro, 2012). En este sentido, la kisspeptina podria operar
como la sefal responsable de la activacion directa de las neuronas GnRHérgicas; a
su vez, la NKB puede actuar de modo autocrino/paracrino sobre las neuronas KNDy
para estimular la liberacién de kisspeptina (Navarro et al., 2009; Navarro, 2012) v,
por consiguiente, inducir la secrecion de GnRH de una manera indirecta. Esta
posibilidad es apoyada, al menos parcialmente, por las evidencias experimentales
que indican que el receptor TAC3R esta presente en las neuronas KNDy (Navarro et
al., 2009; Amstalden et al., 2010; Croft et al., 2013) mas no en las que producen la
GnRH (Amstalden et al., 2010; Navarro, 2012; Navarro et al., 2012). La Dy, ha sido
reconocida por mucho tiempo como inhibidora de la secrecion de gonadotropinas a
través de su capacidad para inhibir la liberacion de GnRH. Entonces, el balance y las
acciones reciprocas de kisspeptina, NKB y Dy podria ser un determinante de la
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secrecion dindmica de kisspeptina y por consiguiente de la secrecion pulsatil de
GnRH/LH (Rance et al., 2010; Merkley et al., 2012). Este componente no ha sido
examinado en bovinos, sin embargo en roedores, humanos, ovinos y caprinos
adultos se ha determinado la existencia de una red de neuronas KNDy
reciprocamente interconectadas y con proyecciones directas hacia los cuerpos
celulares y terminales nerviosas de las neuronas GnRHérgicas (Rance et al., 2010;
Wakabayashi et al., 2010; Lehman et al., 2010b; Croft et al., 2013), lo cual posiciona
al citado componente KNDy como elemento central en la regulacion de las neuronas
GnRHeérgicas de las hembras adultas. De manera interesante, las evidencias
recientemente generadas en ovinos (Nestor et al., 2012) y ratas (Navarro et al., 2012;
Li et al., 2012) apuntan a posicionar al sistema KNDy como un componente relevante
en la activacion pulsatil de las secrecion de kisspeptina, y en turno de las neuronas
GnRHérgicas durante el inicio de la pubertad. Asumiendo la coexpresion de péptidos,
la evidencias en borregos indican que durante la transicibn puberal existe un
aumento en la inmunoexpresion tanto de kisspeptina como de NKB, asi como de
contactos sinapticos de neuronas kisspeptinérgicas hacia neuronas GnRHérgicas
(Redmond et al., 2011b; Nestor et al., 2012).

El control de la actividad de las neuronas kisspeptinérgicas y KNDy proviene de una
variedad de fuentes (Franceschini y Desroziers, 2013) incluyendo: hormonas
esteroides (Oakley et al., 2009; Poling y Kauffman, 2013), sefales metabdlicas
(Backholer et al., 2010; Amstalden et al., 2011; Roa, 2013) y de procedencia externa
(Chalivoix et al., 2010; Okamura et al., 2010; Figura 6). Por la accién de estos
moduladores, las evidencias generadas en ratas, primates y rumiantes pequenos, se
establecié que la secrecién de KNDy del ARC vy kisspeptina del RP3V a lo largo del
desarrollo embrionario, posnatal y puberal sigue un patrdn paralelo al de la secrecion
de GnRH/LH, con un aumento en la expresion de kisspeptina en el RP3V durante el
periodo peri-puberal (Franceschini y Desroziers, 2013). Con base en informacion
generada en ratas, en el 2013 se puso en evidencia la participacién de mecanismos
epigenéticos en el control de la actividad del gen Kiss1 (Lomniczi et al., 2013), pero
debido a la naturaleza del presente estudio y al cumulo de informacion generada a la
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fecha en especies variadas acerca de los elementos que regulan la expresién de
kisspeptina hipotalamica, en lo que resta de ésta seccidn, la revisidn sera enfocada
hacia el control de las neuronas kisspeptinérgica y de las KNDy, con énfasis en las
acciones de los estrégenos ovaricos, leptina, IGF-I y el fotoperiodo.

Neuronas y ntcleos varios
Glut/GABA/GNIH/DA/MPY/POMC
{aMsH)/ B-endo, SHT, NA

Neuronas y nicleos varios
VIP/VP/RFRP3

2Rt ogenos i+ glucacorticoides -}
leptina i+ GF-1 i+1/FGF 4+

Neuronasy nticleos varios

4 \;) RFRP3/DA/NPY/POMC {cthSH)
//"[/"Nll ‘e --------- :
A Avev/Poa estrogeno (-)/progesterona i-i
Neuronas GnR e Neuronas Kiss /\ e | ::ufrztﬂﬂiTi’?Jffr'Zf:i.:.ﬂ;:'T-‘amnmM
\j’ O _.-”" ARC IGF-I (#), glucocorticoides (-]
-

. /—H' Neuronas KNDy
I/

Pulsos de GnRH Oleada de GnRH

Figura 6. Diagrama de las estructuras y factores neurales, hormonales y ambientales que
regulan la actividad de las neuronas productoras de GnRH y de kisspeptina. GhnRH= hormona
liberadora de las gonadotropinas; Kiss= kisspeptina, KNDy: Co-secrecion de kisspeptina/neurokinina
B/dinorfina A, B-endo= B endorfina, Glut= glutamato, GABA= &cido y aminobutirico, NPY=
neuropéptido Y, POMC= proopiomelanocortina, VIP= péptido intestinal vasoactivo, VP= vasopresina,
NA= noradrenalina, 5HT= serotonina, DA= dopamina, RFRP3= péptido liberador de péptidos 3, IGF-I=
factor de crecimiento parecido a la insulina |, FGF= factor de crecimiento de fibrobastos, POA= &rea
pre-6ptica medial, ARC= nucleo arcuato, AVPV= nlcleo periventricular anteroventral, EM= eminencia
media. (+) estimulacion, (-) inhibicién. Redibujado de Choe et al. (2013) con base en Franceschini y
Desroziers (2013).

Regulacion de la kisspeptina por estrégenos ovaricos

Se ha demostrado en roedores (Gottsch et al., 2009), borregos (Smith et al., 2007a;
Smith, 2008) y cerdos (Tomikawa et al., 2010) adultos que los niveles hipotalamicos
del mRNA de Kiss1 son modificados por los esteroides sexuales; y la kisspeptina es
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factor limitante en la formacién de la oleada preovulatoria de GnRH promovida por
estradiol (Smith, 2009; Smith et al., 2011). De acuerdo a revisiones efectuadas para
multiples especies y estudios filogenéticos del gen Kiss1, se ha determinado que la
sensibilidad de la expresiéon de kisspeptina a los efectos de los estrogenos es un
fenémeno altamente conservado entre especies (Smith, 2009; Oakley et al., 2009;
Kanda y Oka, 2012); sin embargo, la estructura anatémica-funcional del sistema
kisspeptinérgico involucrada en el citado fenédmeno es diferente entre especies.
Tomando como base los resultados obtenidos en roedores (Uenoyama et al., 2009),
los efectos negativos de los estrogenos inhiben en el ARC la secrecion de
kisspeptina y con ello regulan la actividad pulsatil de GnRH, mientras que los efectos
positivos de los mismos estimulan en el AVPV la secrecion de kisspeptina y con ello
se induce la oleada preovulatoria de GnRH (Figura 6). Al igual que en roedores, en
ovinos el estradiol regula negativamente la expresidén de kisspeptina en el ARC; sin
embargo en esta especie la regulacién positiva de los estrédgenos durante la fase
preovulatoria del ciclo estral parece involucrar una parte de la poblacion de neuronas
kisspeptinérgicas tanto del ARC como del POA (Smith, 2009; Smith et al., 2007a;
2009a). Lo anterior, indica que en ambas especies la secrecidon ténica de GnRH/LH
es gobernada por kisspeptina en el nucleo ARC, mientras que la regulacion fasica de
la GnRH/LH es gobernada por kisspeptina en el AVPV en roedores y por kisspeptina
en el POA/ARC en ovinos (Smith, 2009; Figura 1). Una de las inquietudes actuales
es conocer como el estradiol regula diferencialmente la actividad de las neuronas
kisspeptinérgicas; al respecto se ha sugerido, con base en estudios desarrollado en
ratones (Gottsch et al., 2009), que el estradiol emplea la ruta clasica dependiente de
elementos responsivos a estrégenos (ERE) en las neuronas kisspeptinérgicas del
AVPV vy la ruta no clasica (independiente de ERE) en las neuronas kisspeptinérgicas
del ARC, lo cual indica que en el AVPV la retroalimentacién positiva del estradiol
requiere la regulacién transcripcional de genes, pero no en el ARC en donde se
ejerce la regulacidén negativa del estradiol. Recientemente en ovinos se demostré que
las neuronas KNDy del ARC también responden a la retroalimentacién positiva del
estradiol (Merkley et al., 2012), por lo que la regulacion estrogénica diferenciada en

un mismo grupo de neuronas KNDy podria ocurrir empleando diferentes mecanismos
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de sefalizacion intracelular, lo cual requiere de comprobacién en diferentes especies

incluyendo los bovinos.

Por otro lado, en la indagacion del elemento disparador del inicio de la pubertad, los
estudios en ratones sugieren que la expansién de la poblacibn neuronal que
sintetizan kisspeptina en el RP3V durante la pubertad, es impulsado por el aumento
en las concentraciones de estradiol procedente del ovario (Clarkson y Herbison,
2009; Clarkson et al., 2010), lo cual pareceria contra intuitivo ya que como se ha
intuido, la kisspeptina es el principal estimulador del tandem hipotalamo-hipdfisis-
gonada. Con base en los resultados de un estudio reciente desarrollado con hembras
y machos ovinos pre y puberales (Nestor et al., 2012), se deduce para tal fin una
secuencia de eventos que inicia con una disminucion en la inhibicién esteroidogénica
del tono kisspeptinérgico de las neuronas KNDy, dirigido a neuronas GnRH
hipofisiotréficas, lo cual resulta en un aumento en la frecuencia de secrecion pulsatil
de GnRH/LH, a través del cual se estimula la maduracién funcional final de foliculos
potencialmente ovuatorios con produccion de mas estrégenos y estos estrégenos, a
su vez, aumentan el tono kisspeptinérgico del grupo RP3V que promueve la
secrecion preovulatoria de GnRH/LH. Se desconoce en bovinos cual o cuales de los
componente neuroanatdomicos kisspeptinérgicos participan en los mecanismo de
retroalimentacién de los esteroides gonadales. Se ha establecido que la transicion
puberal en ratones sucede con un cambio en la plasticidad de las neuronas
kisspeptinérgicas, es decir que hay un incremento en el nimero de contactos
sinapticos entre las neuronas kisspeptinérgica y las GnRHergicas, habiendo sido
esto asociado con un aumento en las concentraciones séricas de estradiol (Clarkson
y Herbison, 2006; Clarkson et al., 2009b); sin embargo, los detalles del mecanismo
que determina dicho fenédmeno distan mucho de haberse entendido, y en bovinos se

ignora la mayor parte.
Regulacion de la kisspeptina por leptina e IGF-I
La mayoria de las evidencias indican que la leptina ejerce un papel crucial como

agente modulador de la actividad del eje reproductivo (Cunningham et al.,, 1999;
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Zieba et al., 2004). Sin embargo, el reconocimiento del modo de accién indirecta de
la leptina sobre las neuronas GnRHérgicas (Quennell et al., 2009), ha dado lugar a
las preguntas de cuales son las estructuras blanco primarias y las rutas a través de
las cuales se efectlan los efectos de la leptina en el control hipotalamico de la
reproduccién. La literatura apoya los siguientes modos potenciales de accién: 1)
Acciones directas de la leptina sobre las neuronas kisspeptinérgicas (Smith et al.,
2006; Backholer et al., 2010), las cuales a su vez se contactan fisicamente con las
neuronas GnRHérgicas (Smith et al., 2007b; 2011); 2) Acciones indirectas de la
leptina sobre neuronas aferentes que se contactan fisicamente con las neuronas que
sintetizan kisspeptina (Backholer et al, 2010; Amstalden et al.,, 2011); y/o 3)
Acciones de la leptina sobre nudcleos hipotalamicos o extra-hipotalamicos que
carecen de neuronas kisspeptinérgicas, como el nucleo premamilar (PM; Donato et
al.,, 2011; Tena-Sempere, 2012). Los resultados recientes generados en roedores
permiten sugerir que el ndacleo PM media los efectos de la leptina como factor
permisivo para el inicio de la pubertad y la coordinada secrecién de LH durante
condiciones de balance de energia negativo (Donato y Elias, 2011; Tena-Sempere,
2012). Sin embargo, se requiere determinar si el mecanismo de regulacion puberal
independiente de kisspeptina evocado por leptina, es conservado entre especies. Las
evidencias en ovinos apoyan una regulacion directa de la leptina en las neuronas
kisspeptinérgicas del ARC y POA, asi como interacciones reciprocas de éstas con
neuronas productoras de NPY y POMC (Backholer et al., 2010). En bovinos no se ha
explorado este componente fisiolégico pero resultados recientes en becerras
alimentadas para obtener elevadas tasas de crecimiento, presentaron una menor
interaccién fisica de neuronas que sintetiza NPY con neuronas GnRHérgicas en la
proximidad de la pubertad, en comparacion con becerras con una menor tasa de
crecimiento (Amstalden et al., 2011), consecuentemente una accién indirecta de la
leptina sobre neuronas aferentes que se proyectan sobre las neuronas que sintetizan
kisspeptina es un probable mecanismo de regulacién negativa a través del NPY en

bovinos.

Con relacion a IGF-I, las evidencias generadas en roedores indican que este factor
actua centralmente para estimular la secrecion de GnRH (Hiney et al. 1996; Daftary y
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Gore, 2005; Divall et al. 2010); recientemente se observé que el IGF-1 también
estimula la secrecion hipotalamica de kisspeptina (Hiney et al. 2009) en el inicio de la
pubertad, pero se desconoce si dicha regulacién es directa o indirecta sobre las
neuronas kisspeptinérgicas. En un nivel descendente, el IGF-I podria influir en la
secrecion de hormonas hipofisiarias en respuesta a kisspeptina o GnRH inducida por
kisspeptina, ya que recientemente Alamilla (2013) observdé que una inyeccion
intravenosa de Kiss-10 induce un aumento en la secrecion de LH, FSH y GH en
becerras de 4, 7 y 11 meses de edad (Figura 7), con una asociacién positiva entre la
variacion de esas respuestas y las concentraciones séricas de IGF-l. Estas
observaciones permiten proponer por un lado a la kisspeptina como pivote entre los
ejes somatotrépico y gonadotrépico durante el fendmeno de la pubertad y por otro,
sugerir un mecanismo adicional de control de inicio de la pubertad evocado por
kisspeptina. Lo anterior es sustentado en la revisién efectuada por Velazquez et al.
(2008), donde se discuten varias lineas de investigacidn que apoyan el efecto
positivo del IGF-I en el inicio de la pubertad. Por tanto el IGF-I ha sido propuesto
como otro agente sefalizador de la madurez somatica requerida para que se
disparen los mecanismos determinantes de la pubertad. Es evidente que el tono del
eje somatotrépico es un elemento que dirige la velocidad de crecimiento, la
composicion corporal durante la etapa previa a la pubertad, y el inicio de la pubertad
misma (Castellano et al.,, 2010). Al respecto, se han generado evidencias en ratas
pre-puberes de que una dieta excesiva o deficitaria, ademas de provocar obesidad o
delgadez extrema respectivamente, induce un aumento o una disminucién en la
expresion del mRNA de kisspeptina en el hipotalamo, en comparacién con ratas
mantenidas con una dieta convencional (Castellano et al, 2011). En el mismo
estudio se observé que un bolo de Kiss-10 indujo un aumento de similar magnitud de
LH y FSH, independientemente de la dieta y composicién corporal de las ratas. Lo
anterior es una evidencia mas a favor del papel que desempefian las neuronas
kisspeptinérgicas como intérpretes de las sefales provenientes de tejidos somaticos
y gonadales. No obstante, el citado estudio y otros registrados en la revision de
Castellano et al. (2010), usan modelos de animales polarizados (obesos y
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caquécticos), mientras que nuestro interés se enfoca en hembras bovinas en las que

la tasa de crecimiento se encuentran dentro de rangos de normalidad.
Regulacion de la kisspeptina por el fotoperiodo

Se ha reconocido que la melatonina, la cual es un codificador enddégeno del
fotoperiodo, modula la secrecién de GnRH (Malpaux, 2006), pero los mecanismos
neurales que dirigen dicha secrecion no son conocidos plenamente. Con base en
informacion generada en ovinos se han propuesto varios sistemas de
neurotransmisién (Malpaux, 2006; Chemineau et al., 2010; Lehman et al., 2010c;
Ebling, 2010; Goodman et al., 2010) para el control estacional de la reproduccién y
se ha involucrado a la kisspeptina como participante en la transmision de mensajes
del fotoperiodo hacia las neuronas GnRHérgicas (Smith et al., 2007ab; Greives et al.,
2007; Smith, 2012; Smith y Clarke, 2010; Goodman et al., 2012).

Las neuornas productoras de kisspeptina carecen de receptores para melatonina, al
menos en el ARC de ovinos (Li et al.,, 2011), sin embargo, estas neuronas cuentan
con el receptor dopaminergico D2-R (Goodman et al., 2012), el cual es responsable
de la inhibicion de la secrecién de LH en borregas en anestro estacional debido a
una menor duracion en la secrecion de melatonina (Goodman et al., 2010). Ademas,
la administracion central de un antagonista de kisspeptina bloqueé el incremento de
la frecuencia de pulsos de LH inducidos por la administracion sistémica del
antagonista de receptor dopaminergico D2-R (Goodman et al., 2012) por lo que
kisspeptina podria estar siendo inhibida por la dopamina durante el anestro

estacional.

Por otro lado, es conocido que en el anestro estacional la secrecion de GnRH es
inhibida por un marcado efecto de retroalimentacién negativa de los estrégenos
ovaricos (Malpaux, 2006), mismos que inducen un aumento en la actividad de las
neuronas dopaminergicas de nucleo A15 del hipotalamo retroquiasmatico (Gallegos-
Sanchez et al. 1997). A diferencia de éstas neuronas (Goodman et al., 2010), las de
kisspeptina si cuentan con el receptor alfa de estradiol (Franceschini et al., 2006) por

lo tanto dicho efecto considera al menos un mecanismo de aferencia neuronal en el
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nucleo A15 por neuronas GABAérgicas (Bogusz et al., 2008) y a través del sistema

kisspeptinérgico directamente, como se discutié antes.

Independientemente del estradiol, el fotoperiodo, via la melatonina, modula la
actividad de la enzima tirosina hidroxilasa (paso limitante para producir dopamina) en
terminales nerviosas dopaminérgicas en la eminencia media de la borrega (Malpaux,
2006). Por tanto, un mecanismo potencial regulador de esta indolamina sobre las
neuronas GnRHérgicas es a través de la inhibicion de la dopamina en las terminales
nerviosas dopaminergicas de la eminencia media. En un estudio reciente se informé
que en ratas ciclicas los contactos axonales de neuronas GnRHérgicas y
dopaminérgica de ese lugar son menores que los contactos axonales de neuronas
GnRHérgicas y kisspeptinérgicas (Clarkson y Herbison, 2010). Por tanto, este
mecanismo podria ser un componente clave de inicio en la disminucion de la
inhibicion de la retroalimentacién de los esteroides ovaricos durante la transicion

puberal estimulado por melatonina en la secrecién de GnRH.
Kisspeptina-GPR54: mecanismos potenciales de inicio de la pubertad

Un gran nuimero de ensayos clinicos y experimentales permiten proponer a la
kisspeptina como un componente neural esencial para el inicio de la pubertad. Lo
anterior fue sugerido inicialmente por el hallazgo de ausencia de la pubertad en
humanos y ratones con inactivacién genética del receptor GPR54 (de Roux et al.
2003; Seminara et al. 2003) y apoyado por el reporte mas reciente de falta de
pubertad en ratones hembras y machos con mutaciones del gen Kiss1 (d’Anglemont
de Tassigny et al., 2007). Durante la maduracién puberal, el sistema kisspeptinérgico

es sometido a un patréon complejo de activacién, que parece incluir:

1) Incremento del tono enddgeno de kisspeptina en torno a la pubertad
(Guerriero et al., 2012a), reflejado por un aumento de la expresion del gen
Kiss1 en determinados nucleos del hipotadlamo, lo cual ha sido demostrado en
los ratones (Han et al., 2005), ratas (Sun et al., 2007), primates (Keen et al.,
2008; Shahab et al., 2005) y borregas (Redmond et al., 2011b; Nestor et al.,

2012). En los roedores, dicho incremento se presenta en el nacleo AVPV, pero
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no en el ARC. Durante la pubertad de las monas Rhesus, la secrecion pulsatil
de kisspeptina aumentd en la EM hasta alcanzar un pulso por hora, misma
que estuvo en estrecha asociacion positiva (75 %) con la secrecion pulsatil de
la GnRH (Keen et al., 2008).

2) Aumento en el numero de receptores GPR54 6 mayor eficiencia en la
sefnalizacion intracelular en las neuronas GnRHérgicas, lo cual posibilita una
sensibilidad mayor del sistema GnRH a las acciones estimuladoras de la
kisspeptina. En ratones se demostré que el nimero de neuronas GnRHérgicas
despolarizadas en respuesta a un bolo de kisspeptina se incrementa conforme
progresa el desarrollo puberal (Han et al., 2005); por otro lado, se demostro
que en ratas hembras (Navarro et al., 2004b) y monas Rhesus (Shahab et al.,
2005), el numero de neuronas con GPR54 en su membrana celular es mayor
en adultos que en animales pre-puberes.

3) Cambios plasticos que aparentemente favorecen un incremento de los
contactos sinapticos entre neuronas Kkisspeptinérgicas y neuronas
GnRHérgicas en el transcurso de la pubertad. El acercamiento entre las
neuronas que producen Kisspeptina con las neuronas que producen GnRH en
la EM ha sido demostrado en monos Rhesus (Ramaswami et al., 2008), ratas
(Uenoyama et al., 2011) y borregas (Smith et al., 2007b; 2011) adultos.

Se desconoce si en bovinos estos sistemas de regulacién operan durante la
transicion puberal, pero las evidencias de que la kisspeptina exégena estimula la
liberacién de LH, FSH y GH en becerras pre-puberes (Kadokawa et al., 2008; Ezzat
et al., 2009; Alamilla, 2013), posicionan al sistema kisspeptinérgico en un papel
relevante en la activacion puberal del eje reproductivo de los bovinos. En estudios
efectuados en hembras bovinas pre-puberes, sélo se ha evaluado una dosis de Kiss-
10 en forma de una aplicacién intravenosa (IV): 5 pg/kg de peso vivo (PV), con
becerras de 7 (Kadokawa et al., 2008), 5 a 6 (Ezzat et al., 2009) y de 4, 7 y 11
(Alamilla, 2013) meses de edad, con resultados que coincidieron en cuanto a un
aumento en la liberacién de gonadotropinas hipofisiarias, pero discreparon en cuanto
al efecto liberador de kisspeptina sobre GH. Aunque menos consistente que en el eje
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reproductivo, la kisspeptina parece intervenir en la actividad del eje somatotropico, ya
que bajo algunas condiciones experimentales la administracién de Kiss-10 estimulé
la liberaciobn de GH en becerras pre-puberes (Kadokawa et al., 2008) y vacas
lecheras (Whitlock et al., 2008). El interés por estudiar al eje somatotropico asociado
a trabajos referentes al eje gonadal, es porque en humanos, monos rhesus y
roedores se ha establecido una interaccion compleja entre ambos ejes que cambia a
través de las etapas de desarrollo corporal (Veldhuis et al., 2006).

Recientemente se determiné (Alamilla, 2013; Figura 7) que una aplicacién IV de 5 ug
de Kiss-10/kg de peso en becerras pre-puberes de distintas edades indujo un
aumento de LH, FSH y GH en el 100% de las becerras de 11 meses de edad, y de
LH en el 100 % de las de 4 y 7 meses de edad; no obstante solo una proporcién de
las de 4 y 7 meses respondieron con aumentos de FSH y GH a Kiss-10. En el mismo
estudio se determind que las becerras de 11 meses, mismas que también mostraron
la mayor respuesta de LH a Kiss-10 (Figura 7), tuvieron concentraciones
significativamente mayores de IGF-1 y estradiol y menores de leptina que las
becerras de menor edad. En ratas y primates se observd que la respuesta de GnRH
(Castellano et al., 2006; Guerriero et al., 2012b) y de LH (Castellano et al., 2006) a
un tratamiento de Kiss-10 cambian segun la etapa de desarrollo corporal de los
animales. En un estudio realizado en ratas de 5, 15 y 25 dias de edad, se observo
que la restriccién alimentica inhibi6 la expresion hipotalamica de kisspeptina y de su
receptor en hembras de 5 y 25 dias de edad pero no en las de 15 (lwasa et al.,
2010). En otro trabajo, la restriccion alimenticia a ratas de 30 dias (peri-puberales)
inhibié la expresion hipotaldmica del RNA mensajero de kisspeptina y en cambio
estimuld la expresion hipotalamica del RNA mensajero del receptor GPR54
(Castellano et al., 2005); por lo que la sensibilidad del sistema kisspeptinérgico a los
cambios nutricionales cambia a través del desarrollo de los individuos. En el estudio
de Iwasa et al. (2010) se reportd una asociacion positiva entre el grado de expresion
del receptor GPR54 con la concentracion sanguinea de leptina; consecuentemente
se propone que IGF-I y leptina podrian ser agentes endégenos que modifican los
efectos de la kisspeptina en la actividad de los ejes gonadotrépico y somatotropico.
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Figura 7. Respuesta de LH a un bolo intravenoso de 5 pg de kisspeptina-10 (KiSS-10)/kg de peso en
becerras pre-puberes de 4, 7 y 11 meses de edad. La flecha indica el momento de la administracion
de KiSS-10 (Alamilla, 2013).

Hasta donde la literatura revisada nos permite afirmar, se desconoce en becerras
pre-puberes si una dosis mayor de Kiss-10 a la hasta ahora empleada (5 pg/kg de
peso) induce una mayor liberaciéon de LH, FSH y GH, como se ha demostrado para
LH en borregas (Wang et al., 2012) y cerdas (Lents et al., 2008) pre-puberes; asi
mismo se desconoce si un tratamiento crénico de Kiss-10, administrado ya sea en
forma de pulso o infusién continua, induce la ovulacion en hembras bovinas pre-
puberes, como se ha documentado en ratas peri-puberales (Navarro et al., 2004a;
Castellano et al., 2005; Roa et al., 2008b), ratas adultas (Roa et al., 2008b), corderas
peri-puberales (Redmond et al., 2011a) y borregas en anestro estacional (Caraty et
al.,, 2007; Sébert et al,, 2010). Sin embargo, es importante hacer notar que las
aplicaciones cronicas intravenosas de kisspeptina en roedores y primates
inicialmente estimulan la liberacion de LH, pero después de 3 a 4 horas de la
estimulacion este incremento empieza a declinar llegando a niveles similares al de

los pulsos espontdneos de animales testigo, lo cual ha sido atribuido a la
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desensibilizacion del receptor GPR54 (Seminara et al.,, 2006; Roa et al., 2008b;
d'Anglemont de Tassigny et al., 2008; Ramaswamy et al., 2007), por lo que es
conveniente considerar si la dosis hasta ahora usada en becerras pre-puberes es
demasiado elevada como para provocar la desensibilizacion del eje gonadotrdpico

cuando se administra en forma de inyecciones repetidas o infusion continua.

De acuerdo a lo antes descrito, es pertinente enfatizar que en becerras pre-puberes
la actividad del eje gonadotrdpico esta inhibida por la accion negativa que ejercen los
estrégenos ovaricos en la secrecion de GnRH y gonadotropinas hipofisiarias.
Durante la transicién puberal, la inhibicion esteroidogénica se debilita posiblemente
por un incremento en sefales metabdlicas asociadas con el desarrollo corporal, de
las cuales destacan IGF-1 y leptina. Estas hormonas actian a través de
intermediarios neuronales, siendo la kisspeptina un componente potencialmente
involucrado. Un mecanismo relevante de activacion puberal es el cambio en la
sensibilidad de los ejes neuroendocrinos reproductivo y somatico a las acciones
estimuladoras de la kisspeptina, misma sensibilidad que puede estar determinada
por las concentraciones sanguineas de IGF-l y leptina. En un estudio previo se
informé que en becerras pre-puberes, un bolo intravenoso de Kiss-10 induce un
incremento de LH y FSH, siendo la respuesta de LH a Kiss-10 mayor en las becerras
cercanas a la pubertad comparada con las de menor edad. Por otro lado, algunas
evidencias indican que la kisspeptina pudiera regular la actividad de eje
somatotropico ya que bajo algunas condiciones experimentales la kisspeptina
exogena indujo la secrecion de GH, pero la escueta informacién disponible no nos
permite determinar si IGF-I y leptina modulan la respuesta de GH a kisspeptina. A la
fecha, se desconoce en becerras pre-puberes si la actividad de los ejes
gonadotrépico y somatotropico es sensible a dosis mayores o menores de
kisspeptina a la hasta ahora usada (5 ug/kg de peso) y si dicha sensibilidad esta
determinada por el IGF-I y leptina. Por otro lado, se desconocen también los efectos
de Kiss-10 administrada en forma repetida o de infusion continua sobre la secrecion
de LH y la induccién de la ovulacién. En borregas adultas, dichos tratamientos
inducen la formacién de cuerpos luteos en mas del 60 % de ellas. En ratas y
borregas, la infusion de dosis altas de Kiss-10 inhiben la secrecion de LH, por lo que
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es conveniente identificar en becerras pre-puberes una dosis que en un protocolo de

infusién continua induzca incrementos de LH y ovulacion.
lll. HIPOTESIS

1. La sensibilidad de los ejes gonadotrdpico y somatotrépico en respuesta a
kisspeptina-10 es modulada por las concentraciones sanguineas de IGF-1y

leptina.

2. La administracién repetida de kisspeptina-10 induce incrementos de LH y
provoca la ovulaciéon en becerras pre-puberes, lo cual esta asociado con los

niveles sanguineos de IGF-1y leptina.

3. La infusién continua de dosis bajas de kisspeptina-10 induce incrementos de

LH y la ovulacion.

4. La infusibn continua de wuna dosis alta de kisspeptina-10 induce

desensibilizacion del eje gonadotropico a nivel hipotalamico.
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IV. OBJETIVOS

Objetivo general: Determinar la participacion de la kisspeptina en el inicio de la

pubertad en becerras.

Objetivo especifico 1: Evaluar la respuesta de LH, FSH y GH a dos dosis de

kisspeptina-10 y su asociacion con los niveles sanguineos de leptina e IGF-I.

Objetivo especifico 2: Evaluar el efecto de la kisspeptina-10, administrada
repetidamente, sobre la liberacion de LH y la actividad ovarica; asimismo, determinar

la asociacion del IGF-I y leptina séricos con dichos efectos.

Objetivo especifico 3: Identificar una dosis de kisspeptina-10 capaz de inducir

incrementos similares o crecientes de LH en aplicaciones sucesivas.

Objetivo especifico 4: Determinar el efecto de la infusion continua de kisspeptina-10

en la liberacion de LH y la ovulacion.

Objetivo especifico 5: Determinar el sitio de desensibilizacion del eje gonadotrépico

a un tratamiento de infusion continuo de kisspeptina-10.
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Capitulo V

RESPUESTA DE LH, FSH Y GH A KISSPEPTINA-10 Y SU ASOCIACION CON
IGF-1 Y LEPTINA SERICOS EN BECERRAS PRE-PUBERES
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Respuesta de LH, FSH y GH a kisspeptina-10 y su asociacion con IGF-l y

leptina séricos en becerras pre-puberes
Resumen

En hembras bovinas, la pubertad estd asociada con el desarrollo corporal y es
precedida por un aumento en las concentraciones de IGF-l y leptina. En becerras
pre-puberes, un bolo intravenoso (i.v.) de 5 pg de kisspeptina-10/kg induce un
incremento de los niveles circulantes LH y FSH pero la respuesta sobre la liberacion
de GH es inconsistente. La hipétesis del presente estudio es que la liberacion de LH,
FSH y GH es determinada por la dosis de kisspeptina-10 y que las concentraciones
enddgenas de IGF-I y leptina alteran la liberaciéon de dichas hormonas en respuesta
a kisspeptina-10. Se usaron 20 becerras de 100 a 230 kg de pesoy 7 a 11 meses de
edad las cuales recibieron un bolo i.v. de 5 6 50 ug de kisspeptina-10/kg. Ambos
tratamientos indujeron un incremento de LH y FSH, mas no de GH. El area bajo la
curva (AUC= unidades arbitrarias) de LH y la duracién del incremento de FSH
inducidos con la dosis alta de kisspeptina-10 fueron mayores (p<0.05) que con la
dosis baja (510+40 vs 353+40 AUC, y 109£10 vs 63x10 min, respectivamente). La
dosis baja de kisspeptina-10 en becerras con >140 ng/ml de IGF-I indujo un AUC de
LH mayor que en becerras con <140 ng/ml de IGF-I, y la dosis alta indujo un AUC de
LH mayor en becerras con <140 ng/ml de IGF-I que la dosis baja y al de las becerras
con >140 ng/ml de IGF-I tratadas con cualquiera de las dosis de kisspeptina-10. La
magnitud del incremento de FSH inducido por kisspeptina-10 y las concentraciones
de GH pos kisspeptina-10 no fueron alteradas por las concentraciones de IGF-I
(p>0.05). De igual manera, las concentraciones de leptina no determinaron (p>0.05)
la magnitud del incremento de LH y FSH inducidas por kisspeptina-10 6 las
concentraciones de GH pos kisspeptina-10. En conclusién, la GH no respondié a
ninguna dosis de kisspeptina-10. La FSH y la LH fueron sensibles al aumento de
dosis de kisspeptina-10, y la magnitud de la respuesta de LH a kisspeptina-10 fue
determinada por las concentraciones endogenas de IGF-I, pero no de leptina.

Palabras clave: kisspeptina-10, becerras pre-puberes, IGF-I, leptina, LH, FSH, GH.
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Introduccion

La kisspeptina corresponde a una familia de cuatro neuropeptidos (kisspeptina-54, -
14, -13 y -10) codificados por el gen Kiss1 (Oakley et al., 2009). El receptor que
media las acciones de las kisspeptinas es asociado a proteinas G (Gg/11) y
denominado GPR54 ¢ Kissir (Oakley et al., 2009). El sistema en mencién esta
involucrado en el inicio de la pubertad en roedores y primates (Oakley et al., 2009).
En becerras pre-puberes, un bolo intravenoso (i.v.) de 5 ug de kisspeptina-10/kg de
peso corporal induce la liberacidén de las hormonas luteinizante (LH; Kadokawa et al,
2008a; Ezzat et al, 2009) y foliculoestimulante (FSH; Ezzat et al, 2009), lo cual
permitié sugerir que la kisspeptina-10 actua en las neuronas productoras de la
hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) en el hipotalamo (Messager et al,
2005; Arreguin-Arevalo et al., 2007; Smith et al., 2008).

En las hembras bovinas, la edad a la pubertad esta estrechamente asociada con el
peso (Jones et al., 1991; Endecott et al., 2013) y composicion corporal (Archbold et
al., 2012); sin embargo, las concentraciones sanguinea de metabolitos y hormonas
relacionadas con estas variables presentan interacciones complejas (Jones et al.,
1991; Yelich et al., 1996; Velazquez et al., 2008) y no esta del todo claro que senales
de origen metabdlico dirigen el inicio de la pubertad. El factor de crecimiento similar a
la insulina | (IGF-I; Yelich et al., 1996; Garcia et al., 2002) y la leptina (Garcia et al.,
2002) se incrementan en sangre periférica antes de la pubertad, pero lo hacen de
manera distinta con relacion al inicio de la misma (Velazquez et al., 2008; Garcia et
al., 2002). Aparentemente, las concentraciones circulantes de IGF-I (Velazquez et al.,
2008) aumentan antes que las de leptina (Garcia et al., 2002) y el incremento del
primero esta relacionado con la etapa de crecimiento acelerado de los animales
(Yelich et al., 1996), mientras que el aumento de la segunda se asocia con el grado
de adiposidad (Ledn et al., 2004).

Tanto el IGF-I (Zulu et al., 2002) como la leptina (Zieba et al., 2005; Wylie, 2010)
sefnalizan el estado nutricional de los individuos y ejercen varias funciones en la
actividad reproductiva. Un mecanismo potencialmente involucrado en la activacion

puberal del eje gonadotrépico que se observa al inicio de la pubertad de las hembras,
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es un cambio en la sensibilidad de los ejes neuroendocrinos reproductivo y soméatico
a las acciones estimuladoras de la kisspeptina, fendmeno que puede ser modulado
por IGF-1 y leptina. Algunas evidencias que coinciden con esta idea son: en ratas y
monos Rhesus hembras se observé que la magnitud de la respuesta de GnRH
(Castellano et al., 2006; Guerriero et al., 2012a) y de LH (Castellano et al., 2006) a
un tratamiento de kisspeptina-10 cambia segun la etapa de desarrollo corporal de los
animales. Por otro lado, en ratas hembras de 25 dias de edad se detect6é una
asociacion positiva entre el grado de expresion del receptor de kisspeptina con la
concentracion sanguinea de leptina (lwasa et al., 2010); consecuentemente se
propone que IGF-l y leptina podrian ser agentes enddgenos que modifican los

efectos de la kisspeptina en la actividad de los ejes gonadotrépico y somatotropico.

Las evidencias indican que los animales pre-puberes son menos sensibles, en
términos de liberacion de LH (Han et al., 2005; Castellano et al,, 2006), FSH
(Alamilla, 2013) y GH (Alamilla, 2013) al tratamiento de kisspeptina-10, comparado
con animales adultos 0 mas proximos a la pubertad. En un estudio previo con
becerras pre-puberes de 4, 7 y 11 meses de edad, se observo que a diferencia de las
de 4 y 7 meses, todas las becerras de 11 meses de edad presentaron un incremento
de LH, FSH y GH en respuesta aun bolo i.v. de 5 ug de kisspeptina-10/kg de peso
(Alamilla, 2013); ademas, en estas becerras la magnitud de la respuesta de LH a
kisspeptina-10 y la concentracion sanguinea de IGF-I pre-tratamiento fueron mayores
que en las becerras de menor edad.

Con relacion a las dosis usadas, a la fecha sélo se ha evaluado una dosis de
kisspeptina-10 en becerras pre-puberes (5 pg/kg en forma de bolo i.v.; Kadokawa, et
al.,, 2008a; Ezzat et al, 2009; Alamilla, 2013) con resultados consistentes en la
liberacibn de las gonadotropinas hipofisarias y resultados discrepantes en la
liberacién de la GH. En cerdas pre-puberes (Lents et al., 2008) se han empleado
dosis mayores a la hasta ahora usada en becerras, y los resultados indicaron que la
respuesta de LH, mas no la de FSH y GH, aumenta al incrementar la dosis de
kisspeptina-10. De igual manera, en roedores pre-puberes fue necesario incrementar

significativamente la dosis de kisspeptina-10 para obtener una respuesta de LH
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similar a la de los adultos (Han et al., 2005; Castellano et al., 2006). Por lo tanto, la
hipotesis del presente estudio es que la magnitud de la respuesta de LH, FSHy GH a
la kisspeptina-10 exdgena es determinada por la dosis de ésta y que la calidad de
dicha respuesta es alterada por las concentraciones enddgenas de IGF-I y leptina.

Materiales y métodos

Los procedimientos aplicados en el presente estudio fueron aprobados por el
Subcomité Institucional para el Cuidado de Animales en Experimentacion (Programa
de Posgrado, FMVZ, UNAM). El sitio experimental (Las Margaritas, Hueytamalco,
Puebla, México), esta ubicado a 192 51’ 03” N y 972 12’ 48” O, a una altitud de 500

msnm.
Tratamientos

Se utilizaron 20 becerras pre-puberes, Suizo Pardo o Holstein por Cebu, de 100 a
232 kg de peso corporal y de 7 a 11 meses de edad. Las becerras fueron
estratificadas por edad y peso, y con base en esos criterios fueron asignadas
aletoriamente para recibir un bolo i.v. de 5 (n=10) 6 50 (n=10) ug de kisspeptina-10
por kg de peso (3.75 6 37.50 nmol/kg de peso). En el presente estudio se usé
kisspeptina-10 bovina (YNWNSFGLRY-NH2; Proimmune, Oxford, UK) diluida en
solucién salina fisiolégica (1:125) y administrada i.v. a través de un catéter (Sonda
Kortex calibre 5 FR y longitud 90 cm; K-733, Trokar S.A de C.V) insertado en una de
las venas yugulares. Antes de cateterizar, la zona periyugular fue rasurada y se
aplicéd analgesia en un &area de 5x5 cm (lidocaina al 2%, 2 mg/cm?). Este mismo
catéter fue utilizado para el muestreo sanguineo que se describe posteriormente.

Manejo general y registro de medidas corporales

Las becerras fueron alojadas individualmente en corrales de 2.5 x 4.5 m, con piso de
cemento, area techada (2.5 x 2.7 m), comederos y bebederos. Para la adaptacién al
manejo, las becerras fueron enjaquimadas y se introdujeron a los corrales un mes
antes del experimento y, durante ese periodo se sometieron a sujecidén con reata (2 h

al dia), cepillado de pelo y acostumbramiento a la presencia de personas. La
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alimentacion diaria consistié en forraje picado a libertad (heno de Avena; 95 % MS,
6.5 % PC y 2.42 Mcal de EM/Kg), 4 kg de alimento concentrado (93.8 % MS, 16.53 %
PC y 2.43 Mcal de EM/kg) y sales minerales y agua a libertad.

El peso corporal (PC) de los animales se registré a su llegada a los corrales de
experimentacién y cada siete dias hasta el dia de la administracién de kisspeptina-
10; a partir de estos registros se determind la ganancia diaria de peso (GDP)
promedio pre-tratamiento. El dia de la administracién de kisspeptina-10, ademas del
PC, a cada becerra se le determind la condicién corporal (CC; escala de 1 a 5
puntos; Wildman et al., 1982), grosor de la grasa dorsal (GD) y profundidad del
musculo Longissimus dorsi (Mus), medidos entre las costillas 12 y 13, en el costado
izquierdo del animal mediante ultrasonografia (Williams, 2002), utilizando un aparato
Kaixin 5000 (Xuzhou Kaixin Electronic Instrument Co. Jiangsu, China) y transductor
lineal de 3.5 MHz.

Muestreo sanguineo y medicion de hormonas

Cada tercer dia desde dos semanas antes de iniciar el estudio hasta una semana
después de la aplicacion de kisspeptina-10, se obtuvieron muestras de sangre por
puncién de la vena coxigea y coleccion en tubos “vacutainer”. Las muestras fueron
procesadas para obtencidén de suero (refrigeracién por 3 h y posterior centrifugacion
a 1500 xg por 15 min). El suero fue congelado a -20 °C hasta determinar por
radioinmunoandlisis (RIA) la concentracion de progesterona (P4). La concentracion
de P4 fue utilizada como confirmacién del estado pre-puberal (P4; valores < 1 ng/ml
en todas las muestras) de las becerras.

El dia de la aplicacion de kisspeptina-10, se colectaron muestras sanguineas cada
15 min, iniciando 6 h antes y finalizando 6 h después de la administracion de
kisspeptina-10; un muestreo sanguineo similar de 6 h fue realizado 24 horas después
de la administracion de kisspeptina-10. La kisspeptina-10 fue administrada
inmediatamente después de colectar la muestra de sangre correspondiente al tiempo
0. El suero de estas muestras fue obtenido y almacenado como se indico

anteriormente. En estas muestras se determin6é LH, FSH y GH por RIA; y en las tres
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muestras previas a la aplicacion de kisspeptina-10 (muestras -2, -1 y 0) se determiné
leptina e IGF-I mediante RIA. Para leptina e IGF-l, el promedio de estas

determinaciones fue usado como la concentracion basal.

El RIA para LH se realizé siguiendo el procedimiento descrito por Niswender et al
(1969). La hormona utilizada como referencia en la curva patrén fue NIH oLH-S24.
Los coeficientes de variacion (CV) intra e inter-ensayo fueron 6.22 % y 11.53 %
respectivamente, la cantidad minima detectable fue 33.22 pg/ml. Para FSH
(L’'Hermite et al. 1972), la hormona utilizada como referencia en la curva patron fue la
NIH-oFSH S12. Los CV intra e inter-ensayo fueron 7.13 % y 14.19 %
respectivamente, la cantidad minima detectable fue 35.95 pg/ml. Para GH (Powell y
Keisler 1995), la hormona utilizada como referencia fue la AFP11182B. Los CV intra
e inter-ensayo fueron 4.8 % y 9.2 % respectivamente, la cantidad minima detectable
fue 0.14 ng/ml. En todos los casos se incluyé una curva estandar por triplicado y las
muestras se analizaron por duplicado.

El RIA para IGF-I y P4 fue usando un sistema en fase sélida (IGF-I RIACT® y PROG-
CTRIA® de CisBio Bioassay, Sorgues, France), y para leptina un sistema de fase
liquida (XL-85K de Linco Research Inc, St. Charles, MO, USA). La sensibilidad y los
CV intra-ensayo para IGF-1, P4 y leptina fueron: 16 ng/mly 5.1 %, 0.15 ng/mly 8.8 %
y 1.00 ng/mly 3.8 %, respectivamente.

Variables de respuesta y analisis de datos

Se consider6 que ocurrié un incremento de LH, FSH y GH inducido por kisspeptina-
10 cuando la concentracién hormonal después de la administracion de kisspeptina
superé en dos 0 mas muestras consecutivas al promedio mas dos desviaciones
estandar de la concentracién hormonal registrada en cada animal alas -2, -1 y 0 h de
la aplicacién de kisspeptina-10 (concentracién basal). Para conocer las diferencias
entre tratamientos a través del tiempo (-0.5 a 6 horas con relacién a la aplicacion de
kisspeptina-10) en la concentracién sanguinea de LH, FSH y GH se realizé un
andlisis de varianza (ANDEVA) con mediciones repetidas, usando para ello el
procedimiento MIXED de SAS (SAS, 2002), en cuyo modelo se incluyé la dosis, el
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tiempo de muestreo y la interaccion dosis x tiempo; en este modelo, el animal fue
anidado en el tratamiento y usado como un efecto aleatorizado, mismo que fue el

objeto de mediciones repetidas en una estructura de covarianza.

Por otro lado, para conocer las diferencias en la magnitud de la respuesta hormonal
inducida por la dosis de kisspeptina-10, se determiné el promedio (Pmed), valor
maximo (VMax), amplitud (Amp), area bajo la curva (AUC) y duracion (Dur) de las
concentraciones hormonales que superaron el umbral descrito. La Amp fue la
diferencia entre Vmax y la concentracién basal. Para estimar el AUC se uso la regla
del trapecio y esta variable se reportd6 como unidades arbitrarias. Todas las variables
fueron sujetas a un analisis de distribucién normal (Shapiro-Wilk y métodos gréficos).
Las variables que no se aproximaron a la distribucion normal (p< 0.1) fueron
transformadas mediante raiz cuadrada, logaritmo natural o logaritmo base 10, en ese
orden de prioridad, para asegurar la normalidad en la distribucién de los datos
durante el analisis. El analisis de las diferencias en la secrecién hormonal, en

respuesta al tratamiento, de kisspeptina-10 fue mediante t de estudent.

Con el propésito de explorar si leptina o IGF-1 modulan la respuesta de LH, FSH y
GH a kisspeptina-10, los animales experimentales se clasificaron de acuerdo a las
concentraciones séricas consideradas basales de leptina o IGF-I, en animales con
niveles bajo y alto, tomando como punto intermedio la concentracion media para
cada hormona. El nivel alto correspondié a concentraciones mayores al promedio
general para cada hormona (>2.4 ng/ml y >140 ng/ml para leptina e IGF-I,
respectivamente) y el nivel bajo a concentraciones iguales o menores a ese
promedio (2.4 ng/ml y <140 ng/ml para leptina e IGF-I, respectivamente). El analisis
fue un ANDEVA con arreglo factorial en cuyo modelo se incluy6 el efectos de dosis
de kisspeptina-10, nivel sanguineo de IGF-I o de leptina y la interaccion.
Adicionalmente, la relacién entre la concentracion sanguinea de IGF-I y leptina con la
respuesta de LH, FSH y GH a kisspeptina-10 fue analizada mediante regresion lineal.
Asi mismo, la relacion entre las medidas corporales (PC, CC, GD, Mus y GDP) con
las concentraciones de leptina e IGF-1 y la respuesta de LH, FSH y GH a kisspeptina-

10 fue analizada mediante regresion lineal.
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Durante el periodo previo al tratamiento y un dia posterior al mismo, se determind la
concentracion media y nimero de pulsos de LH por seis horas; el criterio para
determinar un pulso de LH fue definido previamente (Arreguin-Arevalo y Nett, 2006).
Para estos periodos de muestreo se determind también la concentracion media de
las hormonas FSH y GH. Para determinar diferencias entre grupos experimentales y
periodos de muestreo se realizd un ANDEVA para disefio en parcelas divididas
(SAS, 2002). Para el andlisis, la variable numero de pulsos de LH fue transformada

en arco seno.
Resultados

Al inicio del estudio, todas las becerras fueron pre-puberes ya que en ninguna de
ellas se registré una concentracién sanguinea de P4 = a 1 ng/ml, y el nimero de
pulsos de LH oscil6 entre 0 y 2 eventos cada seis horas. Los animales tuvieron una
GDP promedio, de su ingreso a los corrales a la aplicacion del tratamiento, de
0.831£0.15 kg/dia, lo que indica un balance positivo de energia. Ambos grupos
experimentales fueron homogéneos (p> 0.05) en cuanto a las medidas corporales
(PC, CC, GD y Mus), GDP, concentracion sanguinea de progesterona, leptina e IGF-I
y pulsatilidad de LH (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Media (x error estandar de la media) de la edad, medidas corporales, concentracion
sérica de leptina e IGF-I y frecuencia pulsatil de LH previa a la administraciéon de 5 6 50 ug de
kisspeptina-10/kg de peso corporal (3.75 6 37.50 nmol/kg) en becerras prepuberes.

Kisspeptina-10

Variable 5 pg/kg (n=10) 50 pg/kg (n=10) p=

Edad, mes 8.71+0.34 8.80+0.33 0.859
Peso corporal, kg. 164.0+11.6 161.2+11.39 0.865
Condicion corporal, punto 3.2+0.17 3.4+0.17 0.409
Grosor de grasa dorsal, mm 2.510.22 2.710.26 0.604
Profundidad del muasculo L. dorsi, mm 30.3+2.41 28.9+2.22 0.675
Ganancia diaria de peso, kg 0.74+0.14 0.85+0.16 0.379
Leptina, ng/ml 2.56+0.20 2.21+0.14 0.171
IGF-1, ng/ml 144.3+19.1 136.8+16.5 0.770
Progesterona, ng/ml 0.20+0.15 0.31+0.15 0.709
LH, pulsos/6 h 0.64+0.19 0.73+0.17 0.735

Kisspeptina-10 indujo un incremento de LH y FSH, mismo que fue observado a partir

de los 15 min pos-tratamiento (Fig. 1). La concentracion maxima de LH y FSH se

observé a los 30.0£1.9 y 24.7+2.5 min respectivamente. Es importante hacer notar

que el aumento de LH y FSH inducido por 5 é 50 ug de kisspeptina-10/kg de peso

(concentracion maxima/concentracion basal), fue en promedio de 16.6 y 2.29 veces

respectivamente.
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Figura 1. Media (t error estandar de la media) de los niveles séricos de LH (A) y FSH (B) en
respuesta a un bolo intravenoso de 5 6 50 ug de kisspeptina-10/kg de peso corporal (3.75 6
37.50 nmol/kg) en becerras pre-puberes. La flecha indica el momento de la aplicacion de
kisspeptina-10. *Indica diferencia entre dosis de kisspeptina-10 (p<0.05).

Comparado con la dosis baja, la dosis alta de kisspeptina-10 indujo una mayor
liberacién de LH (p<0.05), evidenciada por una area bajo la curva (AUC) mayor
(Cuadro 2). Asi mismo, la duracién del incremento de FSH fue mayor (p<0.05) para
la dosis de 50 ug de kisspeptina-10/kg (Cuadro 2). El resto de las caracteristicas del
incremento de LH y de FSH inducidos por kisspeptina-10 fueron similares entre dosis
(p>0.05).

Kisspeptina-10 no indujo cambios en GH (Fig. 2), por ello el analisis se centr6 en la
concentracion media (Fig. 2-B), misma que fue similar (p>0.05) entre tratamientos,
periodos de muestreo (pre tratamiento= 8.42+1.4 ng/ml vs pos tratamiento= 10.1+1.7

ng/ml) o la combinacion de ambos.
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Cuadro 2. Caracteristicas del incremento de LH y FSH inducido por una inyeccion intravenosa
de 5 6 50 pug de kisspeptina-10/kg de peso corporal (3.75 6 37.50 nmol/kg) en becerras pre-
puberes (media t error estandar de la media).

LH FSH
Variable 5 pg/kg 50 pg’kg 5 ng/kg 50 pg/kg
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Basal,ng/ml 0.45+0.10 0.32+0.10 0.78+0.06 0.77+0.06
Media, ng/ml 2.94+0.23 2.87+0.23 1.41+£0.14 1.3310.14
Valor maximo, ng/ml 7.22+0.60 5.51+0.60 1.84+0.33 1.75+0.33
Amplitud, ng/ml 6.74+0.63 5.18+0.63 1.59+0.32 1.55+0.32
AUC, u. arbitrarias 352.5+37.8* 510.5+37.8° 116.4+26.8  159.2+26.8
Duracién, min 135.0+20.9 178.5+20.9 63.0£10.5*  109.5+10.5°

% | iterales distintas entre dosis difieren (p<0.05).

40- - 5 ug/kg 200 3 5pg/kg
1 -8~ 50 ug/kg = 50 pg/kg
E
2 I |
T 1
(O
65-4-32-101234656 6a0h 0a6h
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Figura 2. Perfil (A) y concentracion media (B) de GH en respuesta a un bolo intravenoso de 5
(n=10) 6 50 (n=10) pg de kisspeptina-10/kg de peso corporal (3.75 6 37.50 nmol/kg) en becerras
pre-puberes (media * error estandar de la media). La flecha indica el momento de la aplicaciéon
de kisspeptina-10. En B, se presenta la concentracion promedio de GH del periodo previo (-6 a
0 h) y posterior (0 a 6 h) a la aplicacion de kisspeptina-10. La concentraciéon de GH no presenté
diferencias entre tratamientos (p=0.45), periodos (p=0.16) o interaccién tratamiento por periodo
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De acuerdo al andlisis factorial (dosis, IGF-1 o leptina e interaccién), se corfirmé el
marcado efecto de dosis de kisspeptina-10 en el AUC de LH y la duraciéon de FSH.
Por otro lado, las variables de LH, FSH y GH no cambiaron en funcién del nivel
sanguineo de IGF-I (p>0.05). Tampoco se detecté un efecto del nivel sanguineo de
leptina en la secrecién de LH, FSH y GH en respuesta a kisspeptina-10 (p>0.05).

A diferencia de FSH y GH, la magnitud del incremento de LH inducido por 5 é 50 ug
de kisspeptina-10/kg de peso fue modulada por IGF-l. La interaccion dosis de
kisspeptina-10 por nivel de IGF-I fue significativa para AUC de LH (p<0.06; Fig. 3-A).
Kisspeptina-10 en dosis de 5 pug/kg de peso indujo un AUC de LH similar en becerras
con niveles de IGF-l1 >140 ng/ml y en becerras con < 140 ng/ml. En cambio, la dosis
alta de kisspeptina-10 indujo un AUC de LH mayor en becerras con <140 ng/ml de
IGF-1 que la dosis baja, y que el de las becerras con >140 ng/ml de IGF-1 con
cualquiera de las dosis de kisspeptina-10. No se detectd interaccién de tratamiento
por nivel de IGF-I en el resto de la variables de LH y tampoco en las de FSH y GH
(p>0.05). En este contexto, la interaccion leptina por dosis de kisspeptina-10 tampoco
afectd (p>0.05) las variables de LH, FSH o GH. En la figura 3-B se presenta el AUC
de LH inducido por 5 6 50 ug de kisspeptina-10/kg para cada nivel de leptina.

B
A gg0- D1 5ugkg B) g0o- 03 5ugkg
b B3 50 pgikg 3 5o ng’kg
(7] (7]
& 600 2 6001
o= a A O:Z
28 T 28
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53 T 53 T
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0 n=4 . n=6 . 0 n=3 n=7
<140 (97.8:8.7) > 140 (194.6t9.6) < 2.4 (2.0¢0.11) > 2.4 (2.83:0.13)
IGF-I (ng/ml) Leptina (ng/ml)

Figura 3. Efecto de 5 6 50 pug de kisspeptina-10/kg de peso en el area bajo la curva (AUC; media
t error estandar de la media) de LH en becerras pre-puberes con concentracion baja y alta del
factor de crecimiento similar a la insulina | (IGF-I; A) y leptina (B); en paréntesis la media % error

estandar de la media de la concentracion sanguinea de IGF-1 y leptina. En A se detecté una
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interaccion significativa (p<0.06) entre dosis de kisspeptina-10 x concentracion sanguinea de

IGF-I. ®Literales distintas indican diferencias (p<0.05).

En coincidencia con la figura 3, IGF-I no se relacioné significativamente con el AUC
de LH en respuesta a la dosis baja de kisspeptina-10 (p>0.05) y, en cambio, dicho
factor se relacioné negativamente con el AUC de LH en respuesta a la dosis alta de
kisspeptina-10 (p<0.05; Fig. 4). Ninguna otra variable de LH y las de FSH y GH se

relacioné con la concentracion de IGF-I (p>0.05) o leptina (p>0.05).
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Figura 4. Relacion entre la concentracion sanguinea del factor de crecimiento similar a la
insulina | (IGF-I) y el area bajo la curva (AUC) de LH en respuesta a 5 (A) 6 50 (B) pg de
kisspeptina-10/lkg de peso en becerras pre-puberes. Los puntos representan valores
individules (n=10), la linea continua corresponde a la linea de regresion y las lineas punteadas
corresponden al intervalo de confianza al 95 %.

No se detectd relacion significativa entre la edad y las medidas corporales con la
secrecion de LH, FSH y GH en respuesta a kisspeptina-10 (p>0.05). En cambio, peso
corporal se relacion6 significativamente (p=0.030) con la concentracion sanguinea de
IGF-I (y= 8.5 + 0.81x; R?%= 0.24) pero no (p=0.236) con la de leptina (y= 1.67 +
0.004x; R®= 0.069; Fig. 5).
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Figura 5. Relacion entre el peso corporal y la concentracion sanguinea del factor de
crecimiento similar a la insulina | (IGF-I; A) y de leptina (B) en becerras pre-puberes. Los puntos
representan valores individules (n=20), la linea continua corresponde a la linea de regresion y
las lineas punteadas corresponden al intervalo de confianza al 95 %.

Poco antes (-6 a 0 h) y un dia después del tratamiento con kisspeptina-10 (24 a 30
h), el niumero de pulsos de LH y la concentracion media de LH, FSH y GH fueron
similares, independientemente de la dosis de kisspeptina-10 aplicada, como lo fueron

también las concentraciones sanguineas de progesterona (Cuadro 3). En estos

periodos de muestreo, no se detectaron diferencias significativas atribuibles a la
dosis de kisspeptina-10 (p>0.05) o a la interaccién de la dosis con el periodo de

muestreo (p>0.05).
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Cuadro 3. Media (+ error estandar de la media) de la frecuencia de pulsos de LH y la
concentracion media de LH, FSH y GH antes y después del tratamiento de kisspeptina-10 en
becerras pre-puberes (n=20).

Pre kisspeptina-10 Pos kisspeptina-10 P=

Variable (-6a0h) (24 a 30 h)

LH, pulsos/6 h 0.68+0.14 0.83+0.14 0.361
LH, ng/ml 0.40+0.07 0.34+0.07 0.297
FSH, ng/ml 0.77+0.05 0.76+0.05 0.698
GH, ng/ml 9.99+1.39 12.84+1.39 0.112
Progesterona,ng/ml 0.32+0.15 0.35+0.16 0.709
Discusion

El presente estudio muestra que el eje gonadotrépico, pero no el somatotrépico, de
las becerras prepuberes es altamente sensible a la kisspeptina exégena y que las
becerras con bajas concentraciones sanguineas de IGF-I liberan mas LH al aumentar
la dosis de kisspeptina-10 que las becerras con mas IGF-I.

En estudios previos desarrollados en hembras bovinas pre-puberes (Kadokawa et al.,
2008a; Ezzat et al., 2009) y adultas (Whitlock et al, 2008), la kisspeptina-10
administrada como bolo i.v indujo un incremento de LH (Kadokawa et al., 2008a;
Ezzat et al., 2009; Whitlock et al.,, 2011) y FSH (Ezzat et al., 2009) que inicié dentro
de los primeros 30 min pos-tratamiento. Independientemente de la dosis, en nuestro
estudio la LH y FSH presentaron un aumento significativo en la concentracion
sanguinea a partir de los 15 min posteriores al tratamiento de kisspeptina-10 por lo
que nuevamente se confirma el marcado efecto regulador del neuropéptido en la
actividad del eje gonadotropico de las becerras pre-puberes.

57



En el presente estudio, el aumento de la dosis de kisspeptina-10 indujo un
incremento mayor de LH y de FSH; sin embargo, la LH fue més sensible al aumento
de dosis y en esta sensibilidad se vi6é involucrado al IGF-I. En becerras con bajas
concentraciones de IGF-1, la dosis alta de kisspeptina-10 indujo una respuesta de LH
mayor que con la dosis baja, pero esta diferencia no se detect6é en becerras con altas
concentraciones de IGF-I. Lo anterior indica que: a) la kisspeptina-10 es capaz de
activar a edades tempranas el sistema GnRH/LH, y b) el IGF-I, mismo que estuvo
asociado positivamente con el peso corporal de los animales, modula la magnitud de
la respuesta de LH a diferentes dosis de kisspeptina.

Las evidencias indican que la cantidad de receptores para kisspeptina en las
neuronas productoras de GnRH se mantiene constante durante el periodo prepuberal
y esta cantidad se aumenta durante la transicion puberal (Navarro et al., 2004a;
Shahab et al., 2005). Por otro lado, se demostrdé que, comparado con ratones
juveniles y pre-puberes, los ratones adultos sexualmente presentaron un numero y
periodo mayor de neuronas GnRHérgicas despolarizadas en respuesta a
kisspeptina-10 (Han et al., 2005) por lo que la magitud de la respuesta de LH a una
misma dosis de kisspeptina administrada a animales peripuberales y adultos fue
mayor que la administrada durante las fases previas a la maduracion sexual (Han et
al., 2005; Castellano et al., 2006). Lo anterior indica que durante la transicion puberal
la sensibilidad del sistema GnRH a kisspeptina es mayor que durante la fase
prepuberal. En nuestro estudio, la magnitud de la respuesta de LH a 5 ug de
kisspeptina-10/kg de peso no estuvo relacionada con el peso corporal y tampoco se
vio afectada por las concentraciones endégenas de IGF-I, lo cual permite sugerir que
en estas becerras la sensibilidad de la LH a la dosis baja fue similar; sin embargo, el
aumento de la dosis de kisspeptina-10 indujo una mayor liberacién de LH sélo en
becerras con bajas concentraciones de IGF-I, mismas que podrian corresponder a

las becerras con menor desarrollo somatico.

Esta observacion fue evidente en roedores, en donde una dosis alta de kisspeptina-
10 administrada a ratones juveniles indujo una respuesta de LH por encima de la

inducida por una dosis similar o menor administrada a ratones adultos (Han et al.,
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2005). El mecanismo asociado con esta mayor respuesta se desconoce y se ha
sugeriodo que los animales prepuberes son menos sensibles a kisspeptina que los
animales puberales requiriendo los primeros mas kisspeptina exdgena que los
segundos para liberar LH en forma similar o mayor en magnitud (Han et al., 2005;
Castellano et al., 2006). Considerando la respuesta diferenciada de LH a kisspeptina-
10 en becerras con diferentes concentraciones de IGF-I, se sugiere que kisspeptina-
10 en dosis alta podria estar superando factores inhibidores a nivel hipotalamico o
hipofisiario presentes en becerras prepuberes y con bajas concentraciones de IGF-I.

Con relaciéon al efecto de edad, aspecto asociado con los nivéles séricos de IGF-I
(Alamilla, 2013), en un estudio con monas Rhesus se inform6 que la magnitud de la
respuesta de GnRH a dos dosis de kisspeptina-10 fue similar en hembras puberes
pero la respuesta aumenté con la dosis mayor en hembras pre-puberes (Guerriero et
al., 2012a), y en borregas adultas la administracion intravenosa de kisspeptina-10 no
indujo una respuesta adicional de LH con dosis mayores a 0.65 ug/kg de peso
(Caraty et al., 2007). Lo anterior pareceria indicar que las neuronas GnRHérgicas de
animales adultos alcanzan su limite de capacidad secretora en condiciones de
hiperestimulacion de kisspeptina; sin embargo es pertinente mencionar que la
administracion de dosis altas de kisspeptina-10 a ratas adultas en forma de infusién
continua desensibiliza el eje reproductivo al inhibir la liberacién de LH pero no en
ratas pre-puberes (Roa et al., 2008), por lo que ésta corresponderia a una mejor
posibilidad de la baja respuesta de LH a una dosis alta de kisspeptina-10 en becerras
con elevadas concentraciones de IGF-I ya que en la transicién puberal el sistema
GnRH es capaz de responder a sus estimuladores, lo cual estd evidenciado por un
aumento en la frecuencia pulsatil de kisspeptina durante la transicion puberal, al

menos en primates (Keen et al., 2008; Shahab et al., 2005; Guerriero et al., 2012b).

En un estudio previo se informd que las becerras de 11 meses de edad, mismas que
mostraron las mayores concentracidon sanguinea de IGF-1 y estradiol, presentaron un
incremento de LH inducido por 5 pg de kisspeptina-10/kg de peso cuya
concentracion maxima fue mayor al de las becerras de 4 y 7 meses y con las

menores concentraciones de IGF-I (Alamilla, 2013). En el presente estudio, este
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mismo tratamiento indujo una respuesta de LH similar en magnitud
independientemente del nivel sanguineo de IGF-1 y del peso de los animales,
respuesta que podria estar determinada por los niveles sanguineos de estradiol
reducidos, mismos que son inferidos por la baja pulsatilidad de la LH de las becerras
(0.7 pulsos cada seis horas) y los bajos niveles sanguineos de progesterona (0.32
ng/ml), determinados éstos al momento del tratamiento y al dia siguiente del mismo.

Es bien conocido que durante la etapa pre-puberal de las hembras bovinas, los
estrégenos ovaricos inhiben la secrecién de gonadotropinas hipofisiarias (Day et al.,
1984). Esto puede ocurrir a través de la regulaciéon del hipotalamo, alterando la
frecuencia y amplitud de los pulsos de GnRH asi como por una regulacion directa en
la hipdfisis, alterando la respuesta de los gonadotropos a GnRH (Nett et al., 2002).
Es pertinente mencionar que, con base en informacion generada en ovinos y
murinos, se ha establecido que el sistema kisspeptinérgico es un intermediario neural
que comunica los efectos negativos y positivos de los esteroides ovaricos a las
estructuras encargadas de la liberacion de GnRH (Smith, 2009); asi mismo, que la
liberacién de LH y FSH en respuesta a kisspeptina-10 es el resultado de una accién
sobre las neuronas productoras de GnRH en el hipotdlamo (Messager et al, 2005;
Arreguin-Arevalo et al., 2007; Smith et al., 2008). Los efectos de kisspeptina en la
actividad de las neuronas GnRH parecen ser potencializados por un aumento
conjunto en los niveles sanguineo de estradiol y de IGF-l, como fue sugerido por
Alamilla (2013) en becerras prepuberes, lo cual aparentemente no sucedié en
nuestro estudio. Lo anterior se basa en que el tratamiento de IGF-I a ratas pre-
puberes evocd un incremento en la LH sérica cuando las concentraciones
endogenas de estradiol fueron superiores a 20 pg/ml pero no cuando éstas fueron
menores a dicho valor (Hiney et al., 2004); de igual manera, la incubacion de células
adenohipofisiarias bovinas (Hashizume et al., 2002) y de ratas (Xia et al., 2001) con
IGF-1 evocd un incremento en la LH al medio de cultivo cuando se adiciond estradiol
mas no cuando el IGF-I fue tratamiento Unico. Por tanto, en becerras cercanas a la
pubertad la kisspeptina-10 en dosis de 5 ug/kg de peso podria ser un estimulo
suficiente para inducir incrementos de LH de mayor magnitud que el observado en
las becerras del presente estudio.

60



En el estudio que aqui se informa, la variacion de la leptina sérica no estuvo
asociada con la respuesta de LH, FSH o GH a kisspeptina-10. En cierta manera,
dicho fendmeno se esperaba, ya que las evidencias obtenidas en roedores indican
que la disminucion de leptina, ya sea por restriccion alimenticia, inmunoneutralizacion
0 en animales con resistencia a leptina, no altera los efectos de kisspeptina-10 en la
liberacion de LH (Navarro et al., 2004a; Castellano et al., 2005). No obstante, en
ratas se detect6 una asociacion positiva de la concentracion de la leptina sérica y el
numero de receptores GPR54 en neuronas GnRHérgicas en animales de 25 dias de
edad mas no en ratas mas jévenes, (lwasa et al., 2010) por lo que la leptina podria
influir en la respuesta de LH a kisspeptina-10 en edades cercanas a la pubertad,
apoyando el concepto de papel permisivo de la leptina durante la etapa de transicion
puberal (Zieba et al., 2005; Wylie, 2010). En el presente estudio, las concentraciones
de leptina promediaron 2.4 ng/ml, valores similares a los reportados para becerras
Holstein en estado pre-puberal (2.3 ng/ml; Block et al., 2003). Por tanto, se sugiere
que factores adicionales a leptina, mismos que aumentan o disminuyen antes que
ella alcance un valor umbral, determinan o contribuyen en el proceso de maduracion

sexual desde edades tempranas.

En el presente estudio, como en otros efectuados con becerras pre-puberes (Ezzat et
al., 2009; Alamilla, 2013), la administracién de 5 pug de kisspeptina-10/kg de peso
indujo la liberacién de FSH. Sin embargo, la secrecién de esta gonadotropina no
presentdé un aumento adicional al incrementar la dosis de kisspeptina-10, lo cual
coincide parcialmente con los resultados obtenidos en cerdas pre-puberes (Lents et
al., 2008), pero si indujo una respuesta mas duradera. Es importante senalar que el
valor maximo de FSH en respuesta a una dosis alta de kisspeptina-10 se mantuvo
elevado por mas tiempo, comparado con una dosis baja (Fig.1-B), lo cual podria
explicar en parte la respuesta mas duradera observada con la dosis mayor.
Independientemente de ello, los mecanismos de liberacion de FSH fueron menos
sensibles a kisspeptina-10 que los de LH y no se detectd variacidén alguna atribuible a
alguna de las medidas corporales o concentracion sanguinea de IGF-1 o leptina. La
mayor sensibilidad de la LH se basa en que el grado de incremento entre los valores
basales y el valor maximo para cada hormona fue de un poco mas de 2 veces para
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FSH y de mas de 16 veces para LH. Esta diferenciada sensibilidad también fue
reportada por otros autores quienes trabajaron con borregas en anestro estacional
(Caraty et al., 2007) y con ratas machos pre-puberes (Navarro et al., 2005), por tanto
la regulacion de kisspeptina-10 en la actividad del eje gonadotropico parece ser mas
importante para LH que para FSH. Si bien es cierto que la liberacién de FSH es
regulada principalmente por GnRH, en el control de la secreciéon de FSH interviene
ademas del estradiol, inhibina y activina (Padmanabhan y McNeilly, 2001). Por tanto,
la presencia de factores inhibidores o la falta de factores estimuladores de FSH
podrian estar limitando la liberacion de FSH en respuesta a un tratamiento de
kisspeptina-10.

Con respecto a GH, los resultados del presente estudio difieren a lo reportado por
Kadokawa et al. (2008a) y concuerdan con lo reportado por Ezzat et al. (2009),
ambos estudios con becerras pre-puberes y similar dosis de kisspeptina-10 (5 pg/kg
de peso) ya que la GH no presentd un incremento significativo en el periodo posterior
al tratamiento, por lo que un bolo i.v. de kisspeptina-10 no reguld la actividad del eje
somatotrdpico de estas becerras. En el presente estudio, una dosis diez veces mayor
de kisspeptina-10 no indujo la liberacién de GH, lo cual corresponde a lo reportado
por Lents et al. (2008) en cuya investigacién emplearon cerdas pre-puberes y dosis
de kisspeptina-10 incluso mayores. En otros estudios efectuados con cabras en
diestro (Hashizume et al., 2010), borregas ovariectomizadas (Whitlock et al., 2010) y
vacas secas Yy lactantes (Whitlock et al, 2011), tampoco se observdé que la
kisspeptina-10, administrada en forma de un bolo i.v., indujera la liberacién de GH.
En oposicién a lo anterior y en coincidencia con los resultados de Kadokawa et al.
(2008a), un incremento de GH en respuesta a kisspeptina-10 fue observado cuando
el citado neuropéptido fue administrado a vacas ovariectomizadas presensibilizadas
con esteroides ovaricos (Whitlock et al, 2008), a borregas adultas en anestro
estacional (tratamiento prolongado de kisspeptina-10; Sébert et al., 2010) y a
becerras pre-puberes con concentraciones elevadas de estradiol (Alamilla, 2013). Lo
anterior sugiere que los niveles circulantes de estradiol podrian determinar/modular
los efectos de kisspeptina en la liberacion de GH. En el presente estudio, la baja
pulsatilidad de la LH de las becerras y los bajos niveles sanguineos de progesterona,
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al momento del tratamiento y al dia siguiente del mismo, sugiere una limitada
actividad ovarica, y en turno, reducidos niveles de estradiol en sangre, razén que
podria explicar la falta de respuesta en esta variable. En vacas ovariectomizadas, la
kisspeptina-10 no aumenta la respuesta de GH a GHRH (Whitlock et al., 2010) pero
varias evidencias derivadas de estudios in vitro sugieren una accion de la
kisspeptina-10 a nivel hipofisiario en bovinos (Ezzat et al., 2010; Kadokawa et al.,
2008b), ratas (Gutiérrez-Pascual et al.,, 2007) y primates (Luque et al., 2011). Por
tanto, es pertinente proponer a los estrogenos ovaricos como moduladores, a nivel
hipofisiario, de la sensibilidad de los somatotropos a la kisspeptina exégena, lo cual
podria estar asociado con la presencia de receptores especificos para dicho
neuropéptido, mismos que han sido encontrados en somatotropos provenientes de
borregas con ovarios intactos (Smith et al., 2008).

Finalmente, es adecuado puntualizar que la secrecién de LH, FSH y GH antes y 24
horas después del tratamiento de kisspeptina-10 fue similar en los animales de
ambos tratamientos, lo cual exime a la kisspeptina-10 exégena de un efecto residual
a nivel del generador de pulsos de GnRH o de los reguladores hipotaldmicos de la
GH. Las evidencias generadas en borregos indican que la liberacion de LH y FSH en
respuesta a kisspeptina-10 es el resultado de una acciéon sobre las neuronas
productoras de GnRH en el hipotalamo (Messager et al, 2005; Arreguin-Arevalo et
al., 2007; Smith et al, 2008) y a nivel de las terminaciones nerviosas de esas
neuronas en la eminencia media (Anglemont de Tassigny et al., 2008; Smith et al.,
2011), por tanto la kisspeptina-10 exdgena podria influir en la liberacién de GnRH

MAs que en su sintesis.

En conclusién, a diferencia del eje somatotrépico, el eje gonadotrépico es mas
sensible a la kisspeptina exdégena. Ademas, a diferencia de la FSH, la sensibilidad de
los mecanismos de liberacion de la LH en respuesta a kisspeptina es mayor al
aumentar la dosis de kisspeptina-10 y dicha sensibilidad esta inversamente
relacionada con los niveles endogenos de IGF-I, lo cual sugiere que las becerras con
menor desarrollo somatico liberan mas LH en respuesta a una dosis mayor de

kisspeptina-10. La sensibilidad de la LH a 5 ug de kisspeptina-10/kg no cambio a
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través de los rangos de edad, composicion corporal y concentracion serica de IGF-I
de las becerras del presente estudio, por lo que factores adicionales como estradiol
podria potencializar los efectos de kisspeptina-10 en becerras de mas edad y al
acercarse la pubertad. Leptina no fue un factor limitante en la secrecion de LH y FSH
inducida por kisspeptina-10 6 en la concentracion de GH pos kisspeptina-10, siendo
esta un factor potencial de cambio de sensibilidad del eje gonadotrépico a

kisspeptina-10 a partir del inicio de la pubertad.
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Hormona luteinizante y actividad ovarica en
respuesta a kisspeptina-10 y su asociacion con
IGF-1y leptina en becerras pre-puberes

Luteinizing hormone and ovarian activity in response to
kisspeptin-10 and its association with IGF-1 and leptin in
prepubertal heifers

Rubén Santos Echeverriaa:b, René Carlos Calderén Robles¢, Héctor Raymundo Vera Avilad, Gerardo Perera-Marina,
JesUs Alejandro Arreguin Arévalo®, Terry M. Nette, Carlos Gutiérrez Aguilara, Alejandro Villa-Godoy?a

RESUMEN

Se evaluo el efecto de la kisspeptina-10 (Kiss-10), administrada repetidamente, sobre la liberacion de LH y la
actividad ovarica en becerras pre-puberes. Asimismo, se determinod la asociacion de | GF-1 y leptina séricas con dichos
efectos. Catorce (14) becerras Holstein o Suizo Pardo por Cebu (11.2+ 0.2 meses de edad; 187.416.3 kg de peso),
se asignaron aleatoriamente para recibir cada dos horas, durante tres dias una aplicacion i.v. de Kiss-10 (Kisspeptina-
10; 5 pg/ kg de peso; n=7) o solucion salina fisiologica (Testigo, n=7). Se colecté sangre cada 15 min de las 0-6, 24-30
y 72-78 h, y cada 2 h hasta las 84 h. Cada aplicacién de Kiss-10 fue seguida de un incremento de LH, cuya magnitud (area
bajo la curva) disminuyoé (P<0.05) con el tiempo. La Kiss-10 indujo una oleada preovulatoria de LH y formacion de
cuerpo luteo en 28.5 % de las becerras, mismas que presentaron las mayores (P<0.05) concentraciones séricas de
IGF-1 y las menores (P<0.05) de leptina. Durante 63 dias postratamiento no se detectaron cambios en las ondas
foliculares atribuibles a Kiss-10 (P>0.05), y ninguna becerra manifesto actividad ovarica ciclica. Se concluye que la
Kiss-10 administrada repetidamente a becerras pre-puberes es un estimulo suficiente para evocar incrementos
consistentes de LH, para inducir la ovulacion y actividad latea en animales con concentraciones séricas elevadas de
IGF-1 y bajas de leptina, pero no para inducir la ciclicidad estral.

PALABRAS CLAVE: Becerras pre-puberes, Kisspeptina, |GF-1, Leptina, Hormona luteinizante.

ABSTRACT

We evaluated the effect of kisspeptin-10 (Kiss-10) administered repeatedly on the release of LH and ovarian activity
in prepubertal heifers. We also assessed the association of serum IGF-1 and leptin with these effects. Fourteen
Holstein or Brown Swiss by Zebu female calves (11.2 + 0.2 mo old, 187.4 * 6.3 kg) were randomly assigned to
receive every 2 h for three days an i.v. application of Kiss-10 (Kisspeptin-10; 5 pg/ kg of body weight, n= 7) or saline
solution (control, n= 7). Blood was collected every 15 min for 0-6, 24-30 and 72-78 h, and every 2 h until 84 h. Each
application of Kiss-10 was followed by an increase of LH whose magnitude (area under the curve) decreased (P<0.05)
over time. Kiss-10 induced a preovulatory surge of LH and corpus luteum formation in 28.5 % of the calves. Ovulating
calves had the highest (P<0.05) serum concentrations of IGF-1 and the lowest (P<0.05) leptin. During 63 post-
treatment days, no changes were detected in follicular waves attributable to treatments (P> 0.05) and heifers did not
show cyclic ovarian activity. The conclusion is that Kiss-10 given repeatedly to prepubertal heifers is sufficient to
evoke consistent increases of LH, to induce ovulation and luteal activity in animals with high IGF-1 and low leptin
in peripheral blood but it is insufficient to establish regular estrous cyclicity.

KEY WORDS: Prepubertal heifers, Kisspeptin, | GF-1, Leptin, Luteinizing hormone.

Recibido el 24 de septiembre de 2013. Aceptado el 26 de noviembre de 2013.

2  Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Nacional Auténoma de México. Circuito Exterior S/N, Cubiculo 2314, Ciudad Universitaria, 04510
Coyoacan, México, DF. Tel. 52 55 56 22 59 80. aavillagodoy@gmail.com. Correspondencia al ultimo autor.

b Campo Experimental Iguala, Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), Iguala, Guerrero, México.
¢ Campo Experimental San Martinito, INIFAP. Tlahuapan, Puebla, México.

d  CENID Fisiologia y Mejoramiento Animal, INIFAP. Ajuchitlan, Querétaro, México.

€ Departamento de Ciencias Biomédicas, Universidad Estatal de Colorado, Fort Collins, Colorado, USA.

Esta investigacion fue parcialmente apoyada por: 1) Macroproyecto 7.03.02 de SDEI-UAIFE-UNAM. 2) DGAPA-PAPIIT- IN205510- UNAM. 3) Fondos fiscales INIFAP
2012: (NOm SINASO 18341619576).

181



Rubén Santos Echeverria, et al. / Rev Mex Cienc Pecu 2014;5(2):181-200

INTRODUCCION

La pubertad representa una condicién critica
en el desarrollo de los mamiferos y en la
rentabilidad de las unidades de produccion
pecuaria(l). El inicio de este proceso
reproductivo es precedido por un aumento en
la frecuencia de pulsos de la hormona
luteinizante (LH), en respuesta a un incremento
en la secrecion pulsatil de la hormona liberadora
de gonadotropinas (GnRH)(2). La LH actta en
los ovarios estimulando el desarrollo terminal
de los foliculos y el incremento en la sintesis y
secrecion de estrégenos, los cuales a su vez
son responsables de inducir el estro y la
ovulacion(2). El cambio en el patrén de secrecion
pulsatil de la GnRH es el componente clave
para iniciar la pubertad(3). Este cambio a su
vez se deriva de la modificacion funcional del
“pulsador biologico”, el generador hipotalamico
de pulsos de GnRH, cuya regulaciéon neural y
no neural es compleja y no ha sido dilucidada
por completo(4).

La kisspeptina o metastina es una familia de
péptidos hipotalamicos (Kiss-54, -14, -13 y -10;
denominados de acuerdo al numero de
aminoacidos que los componen), altamente
conservada en mamiferos(5), que esta
involucrada en la regulacién de las neuronas de
GnRH(6). La administracion de kisspeptina, ya
sea en forma sistémica(’) o central(8.9,10)
induce la liberacion de GnRH e indirectamente
de las gonadotropinas hipofisiarias(8.11), por lo
que podria tener aplicaciones potenciales para
manipular la reproduccion.

En bovinos, la informacién disponible acerca de
la participacion de la kisspeptina en la activaciéon
puberal del eje reproductivo es limitada. En
becerras pre-puberes, de las razas Holstein,
Negra Japonesa y de las de cruzas de Holstein
y Suizo por Cebu, la administracién de un bolo
i.v. de Kiss-10 (5 pg/kg de peso) indujo un
incremento transitorio en la liberacién de LH y
de la hormona foliculo estimulante (FSH)(12-15)
La respuesta a Kiss-10 a esta dosis y via de
administracién aumenta con la edad en becerras
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INTRODUCTION

Puberty is a critical condition during the
mammals development and the profitability of
livestock production units(1). The beginning of
this reproductive process is preceded by an
increase in the frequency of luteinizing hormone
(LH) pulses, in response to enhanced pulsatile
secretion of gonadotropins releasing hormone
(GnRH)(2). LH acts in the ovaries by stimulating
the final development of follicles as well as
synthesis and secretion of estrogens, which in
turn are responsible for inducing estrus and
ovulation(2). The change in the pulsatile GnRH
secretion pattern is the critical step that leads
to onset of puberty(3). This change is induced
by functional variations in the” biological switch”,
the hypothalamic generator of GnRH pulses,
whose neural and non-neural regulation is
complex and has not been completely
understood(4).

Kisspeptin or metastin is the name given to a
family of hypothalamic peptides that differ in
the number of amino acid residues (Kiss-54, -14,
-13 and -10), and that are highly conserved in
mammals(3). Kisspeptin participate in the
regulation of the GnRH neurons functions(6).
Kisspeptin administered, either systemically(7)
or centrally(8.9,10)  induces GnRH release and
indirectly the rhythmicity of gonadotropins
secretion(8,11); therefore kisspeptin has a
potential use for controlling reproduction in
mammals.

In cattle, information relative to the role of
kisspeptin on the peripuberal activation of the
gonadal axis is limited. For instance, in
prepuberal heifers of different breeds (Holstein,
Black Japanese and crosses of Holstein or Brown
Swiss by Zebu), a single i.v. administration of
Kiss-10 (5 pg/kg of body weight) induced a
transient increase in peripheral LH and follicle
stimulating hormone (FSH)(12-15); furthermore,
the LH response to Kiss-10 given by the same
route an in identical dose, increases with age
in 4 to 11 mo-old calves(14). Thus available
data suggest that heifers become more sensitive
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de 4 a 11 meses(14), lo cual permite sugerir
que los animales adquieren una mayor
sensibilidad a la kisspeptina a medida que se
acercan a la pubertad. Asimismo, en becerras
de 7 a 11 meses de edad, se demostré que la
magnitud y duraciéon de la respuesta de LH vy
FSH no aumenta al incrementar la dosis de
Kiss-10 de 5 a 50 pg/kg de peso(15). En los
estudios previos también se observé(14:15) que
la mayor respuesta de LH y FSH a Kiss-10
coincide con una elevada concentracién
circulante del factor de crecimiento parecido a
la insulina (IGF-1) y una concentracion de leptina
decreciente. Por lo tanto, es posible que la
leptina esté involucrada en acciones pre-
sensibilizadoras, mientras que el IGF-1 podria
estar modulando los efectos de la Kiss-10 sobre
el eje reproductivo de las becerras(14).

En experimentos realizados para tratar de
adelantar la pubertad, al administrar GnRH en
becerras, imitando la liberacién pulsatil de la
GnRH enddgena, se logro inducir la formacién
de cuerpo luteo en 28 y 33 % de las becerras
pero no la actividad ciclica ovulatoria(16,17).
Existen evidencias de que la Kiss-10
administrada en forma repetida induce la
apertura vaginal en ratas pre-puberes(9:10), asi
como la ovulacién y formacion de cuerpos lateos
en corderas proximas a la pubertad(18), en una
elevada proporcion de animales (>60 %). Por
lo anterior, el objetivo del presente estudio fue
determinar los efectos de la Kiss-10,
administrada repetidamente, sobre la liberacion
de LH, la funcién Iutea y el desarrollo folicular
ovarico en becerras pre-puberes; asimismo se
determind la asociacion de IGF-1 y leptina
séricas con dichos efectos.

MATERIALES Y METODOS

Todos los procedimientos empleados en este
experimento fueron aprobados por el Subcomité
Institucional para el Cuidado y Uso de Animales
en Experimentacion (SICUAE) del programa de
Posgrado en Ciencias de la Produccion y de la
Salud Animal de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia, UNAM. El estudio se
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to kisspeptin as they approach puberty. In
addition, it is known that in 7 to 11 mo old
heifer calves the magnitude and duration of LH
and FSH response does not change by increasing
the Kiss-10 dose from 5 to 50 pg/kg(19). It was
also observed(14.15) that the greatest response
of LH to Kiss-10 coincides with a high circulating
concentration of insulin-like growth factor-1
(IGF-1) and low leptin concentrations. Therefore,
it is possible that leptin is involved in pre-
sensitization actions, while 1GF-1 may be
modulating positively the effects of Kiss-10 on
the reproductive axis of heifer calves as it was
proposed in a previous work(14).

In experiments designed to advance the onset
of puberty, repeated administration of GnRH in
heifers, induce formation of a corpus luteum in
28 and 33 % of the treated heifers, however
cyclic ovulatory activity did not occur in any of
them(16,17) In contrast to observations in cattle,
there is evidence that Kiss-10 administered
repeatedly induces the vaginal opening in
prepubertal rats(9:10), as well as ovulation and
formation of corpora lutea in a high proportion
(>60 %) of lambs that were approaching
puberty(18). Consequently, the objective in the
present study was to determine the effects of
Kiss-10, administered repeatedly, on the release
of LH, luteal function and ovarian follicular
development in prepubertal heifers; collaterally
we determined the association between changes
in serum IGF-1 and leptin with the variations
on LH and ovarian responses to Kiss-10.

MATERIALS AND METHODS

All procedures used in this experiment were
approved by the Institutional Sub-Committee
for the Care and Use of Experimental Animals
(SICUAE, acronym in Spanish) of the Faculty of
“Medicina Veterinaria y Zootecnia”, UNAM. The
study was conducted at an experimental farm
located at 19° 51' 03" N and 97° 12' 48" W;
the site is 500 m asl, the climate is subtropical
humid, warm and is classified as Af (c), with
annual average temperature of 20.8 °C(19),
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realiz6 en un sitio experimental dependiente
del INIFAP, ubicado en Hueytamalco, Pue. El
sitio se encuentra a 19% 51’ 03" N y 97° 12’
48" O, a 500 msnm. El clima es subtropical
humedo semicalido Af(c), con temperatura
promedio anual de 20.8 °C(19),

Tratamientos

Se usaron 14 becerras pre-puberes de 11 a 13
meses de edad y 187.4 + 6.26 kg de peso
(media £ eem), resultantes de la cruza de
animales Suizo Pardo o Holstein por Cebu. Las
becerras se agruparon por genotipo, edad vy
peso, y de acuerdo a estos criterios, se
asignaron aleatoriamente para recibir Kiss-10
(Kisspeptina-10; 5 pg/kg de peso, i.v., cada
dos horas durante tres dias; n=7) o solucion
salina fisioldgica (SSF; Testigo; n=7). En el
presente estudio se aplicd Kiss-10 bovina(6) cuya
secuencia peptidica es YNWNSFGLRY-NH2, con
>95 % de pureza (Proimmune, Oxford, UK).
Tanto SSF como Kiss-10 fueron administrados
a través de un catéter insertado en una de las
venas yugulares, el cual a su vez se utilizé para
obtener muestras de sangre de acuerdo al
esquema que se describe en la seccién
correspondiente. Antes de su aplicacion, la Kiss-
10 fue diluida en SSF (1:125). El volumen total
aplicado por becerra en el grupo Kiss-10 se us6
como referencia para establecer el volumen de
SSF que se aplicé en las becerras de dicho

grupo.

Manejo general

Las becerras se alojaron por pares en corrales
de 4 x 6 m, con piso de cemento, area techada
(4 x 3 m), comederos y bebederos. Para su
adaptaciéon al manejo y a la rutina de muestreo
sanguineo, las becerras se introdujeron a los
corrales dos meses antes de la administracion
de tratamientos y durante este periodo se
sometieron a sujeciéon con reata (2 h/dia),
cepillado de pelo y acostumbramiento a la
presencia de personas. La alimentacién consistid
en forraje picado a libertad (heno de avena;
94.82 % MS, 8.13 % PCy 2.3 Mcal de EM/kg),
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Treatments

Fourteen (14) prepubertal Brown Swiss or
Holstein by Zebu heifers that were 11 to 13 mo
old and weighed 187.4 + 6.26 kg (mean *
SEM) were blocked by genotype, age and
weight, then they were randomly assigned to
the following treatments: Kiss-10 (Kisspeptin-
10; 5 pg/kg of body weight; n= 7) or
physiological saline solution (FSS; Control; n=
7). Both treatments were given i.v., every two
hours for three days. The peptide used(6) was
a bovine Kiss-10 (YNWNSFGLRY-NH2) with >
95% purity (Proimmune, Oxford, UK). FSS and
Kiss-10 were administered through a catheter
inserted into a jugular vein, which in turn was
used to obtain blood samples according to the
schedule described in the corresponding section.
Before the application, Kiss-10 was diluted in
FSS (1:125) and the total volume of FSS and
Kiss-10/heifer was similar.

General management

Heifers were allotted by pairs in 4 x 6 m2 pens
with cement floor, a shaded area (4 x 3 m),
and equipped with individual feeders and
drinkers. For adaptation purposes, heifers were
housed in experimental pens 2 mo before,
during and after the administration of
treatments. During the adaptation period, they
were restraint, brushed and handled (2 h/d).
Diet consisted of ad libitum chopped forage
(oat hay; 94.82% MS, 8.13% PC and 2.3 Mcal
EM/kg), 4 kg/d of concentrate (94.49% MS,
17.97% CP and 2.5 EM/kg Mcal), mineral salts
and water ad libitum. The experiment ended
63 d after treatments administration was
completed.

Body measurements

Body weight was recorded every 14 d from the
arrival of animals to pens and until the end of
the experiment. A day before first treatments
application, height, body condition (BC),
thickness of the backfat and depth of the
Longissimus dorsi muscle were determined.
Height was the vertical distance between the
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4 kg de alimento concentrado al dia (94.49 %
MS, 17.97 % PCy 2.5 Mcal de EM/kg), sales
minerales y agua a libertad. El periodo
experimental concluyé 63 dias después de
finalizados los tratamientos.

Determinaciéon de medidas corporales

El peso vivo de los animales se registré cada 14
dias desde su llegada a los corrales de
experimentacién y hasta el final del estudio; a
partir de estos registros se determiné la ganancia
diaria promedio de peso (GDP) previa al inicio del
periodo experimental. Un dia antes de la aplicacién
de tratamientos, a cada becerra se le determiné
la altura a la cruz, condicién corporal (CC), grosor
de la grasa dorsal y profundidad del musculo
Longissimus dorsi. La altura a la cruz fue la
distancia vertical entre el piso y la unién escapular.
La CC fue calificada de manera independiente por
tres personas(20) (escala de 1 a 5 puntos,
1=emaciado y 5=0beso) y el promedio de estas
calificaciones se usd como variable de respuesta.
El grosor de la grasa dorsal y la profundidad del
musculo Longissimus dorsi (medidos entre la 12va
y la 13va costilla) se determinaron mediante
ultrasonografia(21), utilizando para ello un aparato
Kaixin 5000 y transductor lineal de 3.5 MHz
(Xuzhou Kaixin Electronic Instruments Co.,
Xuzhou, Jiangsu, China).

Muestreo sanguineo

Cada tercer dia desde dos semanas antes de
iniciar el estudio y hasta finalizarlo, se obtuvieron
muestras de sangre por puncién de la vena
coxigea y coleccion en tubos “vacutainer”. Las
muestras se procesaron para obtencion de suero
(refrigeracion por 3 h y posterior centrifugacion
a 1,500 xg por 15 min). El suero se congelé a
-20 °C hasta determinar por radioinmunoanalisis
(RIA) la concentracion de progesterona (P4).
La concentracion de P4 se utiliz6 como indicador
de actividad lutea (P4; valores £ 1 ng/ml) y
confirmacion del estado pre-puberal (P4; valores
< 1 ng/ml) de las becerras.

Adicionalmente y una hora antes de iniciar los
tratamientos correspondientes, a cada becerra
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floor and the scapular union (withers). BC was
scored independently by three people(20) and
averaged (scale of 1 to 5 points, 1= emaciated
and 5= obese). Backfat thickness and depth of
L. dorsi muscle (between the 12th and the
13th rib) were determined by ultrasound(21),
using a Kaixin 5000 equipment and a linear
transducer of 3.5 MHz (Xuzhou Kaixin Electronic
Instruments Co., Xuzhou, Jiangsu, China).

Blood sampling

Every other day from 2 wk before through the
end of the experiment, blood samples were
obtained from heifers by puncture of the
coccyxgeal vein, serum was obtained and frozen
at -20 °C until progesterone concentration (P4)
was quantified. P4 was used as indicator of
luteal activity (x 1 ng/ml) and for confirmation
of prepubertal condition (<1 ng/ml) of heifers.
In addition, one hour before the beginning of
treatments a sterile, plastic catheter was inserted
in one of the jugular veins (probe Kortex caliber
5 FR and 90 cm length; Catalogue K-733; Trokar
S.A de C.V, Mexico). For this purpose, the peri-
jugular area (5 x 5 cm) was previously shaved
and anesthetized (2 % lidocaine, 2 mg/cm?).
Through the catheter, blood was collected every
15 min in the following intervals: 0 to 6 h, 24
to 30, and 72 to 78 h relative to initiation of
treatments, as well as every 2 h between
intensive sampling intervals and during 84 h
after the end of treatments application. The
first samples were obtained immediately before
each Kiss-10 or FSS administration. Serum
samples were obtained and stored as described
previously. LH concentrations were determined
in all serum samples taken through catheters.

Ultrasonography of ovaries and detection of
signs of estrus

Ultrasound images of the ovaries were obtained
at the beginning and end of treatments
application, and then every other day until the
d 63 (intra-rectal transducer of 7.5 MHz for a
500 Kaixin ultrasound). From ultrasound images
the presence of corpora lutea (CL) was
identified, and the diameter of the two largest
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se le insertd un catéter estéril de plastico en
una de las venas yugulares (Sonda Kortex calibre
5 FR y longitud 90 cm; Catalogo K-733; Trokar
S.A de C.V). Para ello, la zona peri-yugular
(5x5 cm) fue previamente rasurada y
anestesiada (lidocaina al 2 %, 2 mg/cm?2). A
través del catéter, se colecté sangre cada 15
min en los periodos: 0 a6 h, 24 a 30 h, y 72
a 78 h de iniciados los tratamientos, asi como
cada 2 h entre muestreos intensivos, y al
terminar estos hasta las 84 h. Las primeras
muestras se obtuvieron inmediatamente antes
de cada administracién de Kiss-10 o SSF. El
suero de estas muestras se obtuvo y almacené
como se indicé anteriormente.

Ultrasonografia de ovarios y deteccion de
signos de estro

En cada becerra se obtuvieron imagenes
ultrasonogréficas de los ovarios el dia previo al
inicio de los tratamientos y, después de
terminados estos cada tercer dia hasta el dia
63 (transductor intra-rectal de 7.5 MHz para
equipo Kaixin 500). A partir de estos registros
se identifico la presencia de cuerpo luteo (CL)
y se obtuvo el diametro de los dos foliculos de
mayor tamafo, asi como el nUmero de foliculos
mayores a 5 mm(22).

Desde dos meses antes de iniciar el estudio y
hasta su final, se llevé a cabo una supervision
para identificar a las becerras que presentaran
conducta de estro (dos periodos de observacion/
dia en un corral comunal; 0700 a 0800 y 1900
a 2000 h).

Medicion de hormonas

La LH se determiné mediante RIA en todas las
muestras obtenidas entre las 0 y 84 h con
relacién a la aplicacién de tratamientos. El RIA
para LH fue en fase liquida de 120 h de
incubacién a 4° C, siguiendo el procedimiento
descrito por Arrieta et al(23). La hormona USDA-
bLH (AFP11743B) se utilizd6 como trazador
incorporando Na'25 mediante el método del
lodo-gen y como curva patrén a dosis desde
0.01 hasta 10 ng por tubo. El primer anticuerpo
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follicles as well as the number of follicles >5
mm were recorded(22).

From two months before through the end of
the study, heifers were moved twice a day to
a farmyard to be observed for detection of
signs of estrus (0700 to 0800 h and 1900 to
2000 h).

Hormonal measurements

LH was determined by a liquid phase
radioimmuneassay (RIA) in all samples obtained
between 0 and 84 h relative to treatments
application, following the procedure described
by Arrieta et al(23). USDA-bLH (AFP11743B) was
used as a tracer, incorporating Na'25| by the
iodo-gen method. The standard curve was
constructed from 0.01 through 10 ng per tube.
The first antibody was obtained from rabbit to
NIDDK-oLH-26 (anti-oLH-26), validated in cattle
by Perera-Marin et al(24) and taken to a final
dilution of 1:400,000. Separation of bound and
free fractions was by the addition of a second
antibody against rabbit 1gG produced in donkey
(1:80 dilution). In three assays, the sensitivity
was 0.03 ng/ml and the intra- and inter-assay
C.V. were 6.73 and 6.57 %, respectively. 1GF-1
and leptin were quantified in samples obtained
at 0, 24, 48 and 72 h from the beginning of
treatments. IGF-1 was measured by an
immunoabsorbent assay (IGF-1 ELISA® , ALPCO
Diagnostics, Salem, NH, USA); the sensitivity of
the assay was 5.86 ng/ml and the intra-assay
CV was 0.57 %. Leptin was analyzed by a
multi-species liquid phase RIA kit (XL - 85 K,
Linco Research Inc., St. Charles, MO, USA)(25),
The sensitivity of the assay was 1.0 ng/ml and
the within assay CV was 3.8 %. Progesterone
was determined by RIA by a solid phase RIA
kit (PROG - CTRIA ®, Cisbio Bioassay, Sorgues,
France) with a sensitivity of 0.15 ng/ml, and an
intra-assay CV of 8.8 %.

Response variables

From each increment of Kiss-10 induced LH in
serum, the area under the curve (AUC) was
calculated; similarly, during the same periods,
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generado en conejo correspondid a la hormona
NIDDK-oLH-26 (anti-oLH-26) validado en
bovinos por Perera-Marin et al(24) a una dilucién
final de 1:400,000. La separacién de la fraccion
unida de la fraccion libre se realizd6 con un
segundo anticuerpo contra 1gG de conejo
generado en burro (dilucion 1:80). En tres
ensayos la cantidad minima detectable fue 0.03
ng/ml y los coeficientes de variacion (CV) intra-
e inter-ensayo fueron 6.73 y 6.57 %,
respectivamente. El IGF-1 y la leptina se
determinaron en muestras obtenidas a las 0,
24, 48 y 72 h de iniciados los tratamientos. El
IGF-1 se cuantific6 mediante un ensayo
inmunoabsorbente (IGF-1 ELISA®, ALPCO
Diagnostics, Salem, NH); la sensibilidad del
ensayo fue de 5.86 ng/ml y el CV intra-ensayo
fue 0.57 %. La leptina se analiz6 mediante RIA
con un estuche comercial multiespecies de fase
liquida (XL-85K, Linco Research Inc, St. Charles,
MO)(25), con una sensibilidad de 1.0 ng/ml y
un CV intra-ensayo de 3.8 %. La progesterona
se cuantific6 mediante RIA con un estuche
comercial de fase sélida (PROG-CTRIA®, Cisbio
Bioassay, Sorgues, France) cuya sensibilidad fue
de 0.15 ng/ml, con un CV intra-ensayo de 8.8 %.

Variables de respuesta

Se determiné el area bajo la curva (AUC) de
cada incremento en las concentraciones séricas
de LH provocado por la administracién de Kiss-
10 y, en paralelo, durante periodos similares
del pulso endégeno de LH de mayor tamano
en becerras del grupo testigo. Se consideraron
como incrementos de LH inducidos por la
administracion de Kiss-10 o pulsos endégenos
en el grupo testigo, cuando al menos en dos
muestras consecutivas la concentracion de LH
fue mayor al promedio mas dos desviaciones
estandar de las concentraciones de la hormona
alas 0, 2 y 4 h de iniciados los tratamientos.
El AUC se calculé como la suma de las
concentraciones de LH consideradas como
incrementos asociados a la administracién de
Kiss-10, 0 a un pulso enddgeno en el grupo
testigo. Para ambos grupos se determind la
frecuencia de incrementos de LH sérica, durante
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in the endogenous highest LH pulse in control
calves, AUC was determined. Both, spontaneous
pulse or Kiss-10 induced increments of LH
occurred when at least in two consecutive
samples LH concentration was higher than the
mean values plus 2 SD of the hormone
concentrations at 0, 2 and 4 h from the first
treatments application. AUC was calculated as
the sum of LH concentrations within a Kiss-10
induced increment or an endogenous pulse.
Frequency of endogenous pulses or Kiss-10
induced increments of LH/6 h of each interval
of intensive sampling was determined. LH
concentrations determined in samples collected
every two hours (0 to 84 h), were used to
identify a preovulatory surge (increase of LH
above the mean from all samples + 2 SD in
two or more consecutive samples, followed by
at least two samples at baseline level). The
occurrence of ovulation was when a preovulatory
LH surge was identified prior a CL detected by
ultrasonography and a concomitant increase of
serum P4 (> 1 ng/ml) was observed. Records
of ultrasound images of the ovaries were used
to characterize the waves of follicular
development during the experimental period(26),
as well as their number and duration.

Statistical analyses

Comparison between experimental groups for
data relative to body measurements (body
weight, pretreatment ADG, height, BC, backfat
thickness, depth of L. dorsi muscle), total
follicles > 5 mm in diameter, diameter of the
two largest follicles as well as mean serum
levels of leptin and IGF-1, were performed by
a “t” Student test. For data relative to response
variables that were recorded repeatedly during
the experiment, the analyses were by ANOVA
for a repeated measurements design (serum
concentrations of LH, leptin and IGF-1, AUC of
LH increments, duration of dominant follicles
and follicular waves). In addition, binomial
responses were compared by Chi-square
(occurrence of preovulatory LH surge and CL).
To determine the association between body
measurements and ovarian or endocrine
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cada uno de los periodos de muestreo intensivo
de 6 h (frecuencia=numero de incrementos
durante el periodo). A partir de las
concentraciones de LH determinadas en las
muestras colectadas cada dos horas (0 a 84 h),
se identificO a las becerras que presentaron
una oleada preovulatoria de LH (incremento de
LH mayor a la media + 2 DE en dos o mas
muestras consecutivas). La presentacién de
ovulaciones se determiné mediante la
identificacion ultrasonografica de CL, coincidente
con un incremento de P4 (x 1 ng/ml). Con
base en los registros ultrasonograficos de los
ovarios se caracterizaron las ondas de desarrollo
folicular durante el periodo experimental(26),
estimando su ndamero y duracion.

Analisis estadistico

La comparacién entre grupos experimentales
de los valores al inicio del estudio para peso
vivo, ganancia diaria promedio (GDP) de peso
pre-tratamientos, altura a la cruz, CC, grosor
de grasa dorsal, profundidad del muasculo L.

variables, an analysis of multiple linear correlations
was performed. The statistical package SAS was
used in all cases(27) through the procedures for
general linear models (PROC GLM) or frequency
(PROC-FREQ) analysis and when necessary,
separation of means was performed by the least
square (LSMEANS) procedure.

RESULTS

Three weeks after application of treatments,
one calf of the Kiss-10 group was withdrew
from the study due to an infectious disease, so
data from this animal related to the response
variables associated with follicular waves were
not recorded but data relative to hormones in
response to Kiss-10 were taken, analyzed and
included in results. At the beginning of the
study, heifers in the two experimental groups
were homogeneous in body measurements,
ovarian condition as well as serum leptin and
IGF-1 (Table 1; P~0.05). The ADG during the
2 mo previous to the treatments administration

Cuadro 1. Media £ EEM de la edad, medidas corporales y ganancia diaria de peso pre-tratamientos; asi como
desarrollo folicular ovarico y concentraciones de leptina e IGF-1 al inicio del experimento en

becerras pre-puberes tratadas con Kiss-10

Table 1. Mean + SEM of pre-treatment age, body measurements and daily weight gain; as well as follicular
development and leptin and IGF-1 concentrations at the beginning of the experiment in prepubertal

heifers treated with Kiss-10

Groups

Variable Control Kisspeptin-10 P=

Age, month 11.4 + 0.21 10.9 £ 0.32 0.2348
Body weight, kg 188.6 + 9.3 186.1 + 9.1 0.8510
Wither height, cm 111.0 £ 2.32 109.4 + 2.64 0.6051
Body condition score, point 2.93 £ 0.09 2.92 +0.10 0.9923
Backfat thickness, mm 2.50 £ 0.13 2.32 £ 0.10 0.3294
L. dorsi muscle depth, mm 26.87 + 1.40 25.40 + 0.85 0.3888
Daily weight gain, kg 0.71 £ 0.08 0.87 £ 0.16 0.3837
Follicles larger than 5 mm, number 13.29 £ 1.3 10.71 £ 1.16 0.1798
Diameter of the largest follicle, mm 7.71 £ 0.76 8.85 + 0.52 0.2393
Diameter of the second largest follicle, mm 5.42 £ 0.42 6.42 = 0.49 0.1518
Serum leptin, ng/ml 3.23 £ 0.44 3.32 £ 0.81 0.9206
Serum IGF-1, ng/ml 159.4 + 13.43 175.7 + 34.32 0.6677
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dorsi, total de foliculos > 5 mm, diametro del
foliculo mayor y del segundo en tamaino,
concentraciones séricas de leptina e IGF-1, se
realiz6 mediante la prueba “t” de Student. En
el caso de variables de respuesta que se
registraron en varias ocasiones durante el periodo
experimental, la comparacion fue mediante
ANDEVA para un disefio de mediciones repetidas
(concentraciones séricas de LH, leptina e IGF-1,
AUC de incrementos de LH, duracion de ondas
foliculares y didametros maximos de los foliculos
dominantes). A su vez, las respuestas binomiales
se compararon por Ji cuadrada (presentacién
de oleada preovulatoria de LH y presentacion
de CL). Por otra parte, con el fin de determinar
el grado de asociacion entre variables corporales
y de actividad ovarica y endocrina al inicio el
periodo experimental, se realiz6 un analisis de
correlacién lineal multiple. En todos los casos
se utilizd el paquete estadistico SAS(27) con
sus procedimientos para modelos lineales
generales (PROC-GLM) o para analisis de
frecuencias (PROC-FREQ) y, en su caso, la
separacion de medias por el procedimiento de
medias de cuadrados minimos (LSMEANS).

was also similar between groups, with an overall
mean of 0.79 £ 0.12 kg/d.

Repeated administration of Kiss-10 resulted in
successive increments of LH (Figure 1-A). With
each Kiss-10 application, AUC of the LH
increments gradually decreased in each of the
three first successive applications of Kiss-10 and
then remained low and stable (Figure 1-B).
Relative to endogenous LH pulses in control
animals, AUC of the LH increments induced by
Kiss-10 was 7.07, 4.95 and 3.20 times higher in
the first three applications of the neuropeptide,
respectively (P<0.01; Figure 1-B). From 26 h
after the beginning of treatments to the end of
the study, AUC corresponding to Kiss-10 induced
increments and endogenous pulses of LH did
not differ between them (P>0.05; Figure 1-B).

The AUC mean for LH during the 0 to 6 h
interval (Table 2), was approximately nine times
higher for the Kiss-10 animals than for pulses
in the control group (P<0.05). In contrast, LH
AUC did not differ between experimental groups
during the 24 to 30 h and 72 to 78 h intervals

Respuesta de hormona luteinizante (LH) a Kisspeptin-10 o pulsos espontaneos de LH en animales testigo.

A: Perfil de LH (media + EEM) después de iniciados los tratamientos (flecha). B: Area bajo la curva (AUC)
de los incrementos de LH registrados en intervalos de dos horas relativos a cada aplicacion de los

Response of luteinizing hormone (LH) to Kisspeptin-10 or LH spontaneous pulses recorded in Controls. A:

Profile of LH (Meant SEM) after the beginning of treatments (arrow). B: Area under the curve (AUC) of LH
increments during the 2 h intervals following each treatment application. * (P<0.01)
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Cuadro 2. Media £ EEM del numero y area bajo la curva (AUC) de la respuesta de LH a Kiss-10 o de pulsos
espontaneos de LH (solucidn salina) en diferentes periodos de muestreo sanguineo de becerras pre-

puberes

Table 2. Mean £ SEM of the number and area under the curve (AUC) of the LH response to Kiss-10 or LH spontaneous
pulses (saline solution) during different blood sampling intervals in pre-pubertal heifers

Sampling period (h)  Treatments (n=7 each group) Pulse frequency (pulses/6 h) AUC (ng)

0Oto 6 Control 0.28 £ 0.18 0.78 £ 0.61 2
Kisspeptin-10 — 712 +145¢

24 to 30 Control 1.00 + 0.21 1.76 £+ 0.43 b
Kisspeptin-10 — 3.37£052b

72 t0 78 Control 0.85 + 0.34 1.47 + 0.55 @
Kisspeptin-10* 0.40 + 0.24 0.62 + 0.15 a

abc Different letters within variable indicate difference between treatment means (P<0.05).
* Two heifers that had an LH preovulatory surge were not included for the analysis of data.

RESULTADOS

Tres semanas después del inicio de la aplicacion
de los tratamientos, una becerra del grupo
Kisspeptina-10 se retird del estudio por haber
padecido una enfermedad infecciosa, por lo que
no existieron datos de este animal relacionados
con las variables de respuesta asociadas a las
ondas de desarrollo folicular pos-tratamiento;
en los andlisis de respuesta hormonal a Kiss-10
si fue contabilizada.

Al inicio del estudio, las becerras en los dos
grupos experimentales fueron homogéneas en
cuanto a medidas corporales, estado ovarico y
concentracién sérica de leptina e IGF-1 (Cuadro
1; P>0.05). La GDP registrada en los dos meses
previos a la administracién de los tratamientos
también fue similar entre grupos, con una media
general de 0.79 = 0.12 kg/dia.

La administracién repetida de Kiss-10 provoco
incrementos sucesivos de LH (Figura 1-A). Con
cada aplicacién de Kiss-10, el AUC del
incremento de LH disminuy6 gradualmente en
las primeras tres aplicaciones y después se
mantuvo relativamente estable (Figura 1-B).
Comparado con el AUC de los pulsos endégenos
en el grupo testigo, el AUC del incremento de
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(P>0.05). Through these three first periods
AUC mean had a progressive decrease in the
Kisspeptin-10 group (P<0.05). In contrast, AUC
mean increased in the control group during the
24 to 30 h interval when compared with 0 to
6 h; subsequently. Once treatments were
removed (end of 72 to 78 h interval), number
and amplitude of LH pulses were similar
(P>0.05) between experimental groups.

A Kiss-10 induced preovulatory surge of LH
followed by a CL occurred in 28.5 % of the
treated heifers (vs 0 % in control animals).
The preovulatory surges began at 48 + 5.65 h
after the first application of Kiss-10 and the
mean duration of them was 8.0 £+ 2.82 h. P4
serum levels during luteal activity of the
responding heifers began 6 d after the first
application of Kiss-10, and the CLs remained
functional during 4 and 12 d. Subsequently
progesterone concentrations returned to values
<1 ng/ml that were sustained until the end of the
study, thus after ovulation heifers returned to a
prepubertal-like condition. None of the calves in
both groups displayed signs of estrous behavior
or cyclic estrous activity during the experimental
period. At 63 d post-treatment, number and
duration of follicular waves, and the maximum



HORMONA LUTEINIZANTE Y ACTIVIDAD OVARICA EN RESPUESTA A KISSPEPTINA-10 EN BECERRAS PRE-PUBERES

LH en respuesta a Kiss-10 fue 7.07, 4.95 y 3.20
veces mayor en las tres primeras aplicaciones
del neuropéptido (P<0.01; Figura 1-B). A partir
de las 26 h de iniciados los tratamientos, el
AUC del incremento de LH provocado por la
Kiss-10 fue similar en magnitud comparado con
el AUC de los pulsos endégenos de LH en el
grupo testigo (P-0.05; Figura 1-B).

El promedio del AUC durante el periodo de 0 a
6 h de iniciados los tratamientos (Cuadro 2)
fue mayor para el grupo en que se administro
Kiss-10 (P<0.05; AUC 9 veces mayor en
Kisspeptina-10 vs testigo), pero no difirié entre
grupos experimentales en los periodos de 24 a
30 h y de 72 a 78 h. A través de estos tres
periodos el valor promedio de AUC present6
una disminucién progresiva en el grupo
Kisspeptina-10 (P<0.05). En contraste, esta
variable presenté un incremento en el grupo
testigo durante el periodo de 24 a 30 h con
respecto al de 0 a 6 h; posteriormente el AUC
de LH se mantuvo. Una vez retirados los
tratamientos (periodo 72 a 78 h), el nUmero y
la amplitud de los pulsos de LH fue similar
(P>0.05) entre grupos experimentales.

diameter of the dominant follicles were similar
between experimental groups (P>0.05; Figure
2); during that interval, duration of follicular
waves and the diameter of dominant follicles
increased from the 6th and 5th wave and
thereafter, relative to previous waves in control
and Kisspeptin-10 groups, respectively (P<0.05).

Repeated application of Kiss-10 did not affect
(P>0.05) serum concentrations of IGF-1 and
leptin but heifers that ovulated in response to
Kiss-10 had the highest serum concentrations
of IGF-1 (P<0.05; Figure 3-A). In contrast,
serum concentration of leptin (Figure 3-B), which
did not vary during the sampling period, were
the lowest in heifers that ovulated (P<0.05).

Serum concentrations of IGF-1 at the beginning
of the experimental period were positively
correlated (P<0.05) with body weight (r= 0.70),
body condition (r= 0.58) and height of heifers
(r= 0.78). However, circulating leptin concen-
trations were significantly correlated only with age
of heifers (r= 0.62; P<0.05). Values at the
beginning of the experimental period of thickness
of back fat, L. dorsi muscle depth and variables

Figura 2. Media + EEM de la duracién (A) y diametro maximo (DMax) del foliculo dominante (B) de las ondas
de desarrollo folicular registradas durante 63 dias posteriores a la Ultima aplicacién de los tratamientos
de Kisspeptina-10 o solucién salina fisiolégica en becerras pre-puberes. *P<0.05

Figure 2. Mean + SEM of duration (A) and maximum diameter (DMax) of dominant follicles (B) during follicular
waves recorded during 63 d after the last application of Kisspeptin-10 or saline solution in prepubertal
heifers. *P<0.05
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There were no effects of treatment or treatment by follicular wave interaction (P>0.05).
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La Kiss-10 indujo una oleada preovulatoria de
LH seguida de formacién de un CL en 28.5 %
de las becerras tratadas, mientras que en el
grupo testigo ninguna becerra la presenté. La
oleada preovulatoria inicié 48 £ 5.65 h después
de la primera aplicacién de Kiss-10 y tuvo una
duracion de 8.0 £ 2.82 h. De acuerdo a los
niveles séricos de P4, la actividad latea
(concentracion + 1 ng/ml) en dichas becerras
inicié seis dias después de la primera aplicacion
de Kiss-10 y los dos CL permanecieron
funcionales durante 4 y 12 dias; posteriormente
las concentraciones de progesterona volvieron
a ser inferiores a 1 ng/ml, lo cual se mantuvo
hasta el final del estudio; es decir que después
de ovular, las becerras volvieron a un estado
similar al prepuberal.

Ninguna de las becerras en ambos grupos
experimentales present6 signos conductuales de
estro o actividad ciclica estral durante el periodo
experimental. En los 63 dias pos-tratamiento,
el nimero y duracién de las ondas de desarrollo

related to the ovarian follicles, were not
correlated with serum concentrations of |GF-1
and leptin (P>0.05); similarly, changes in serum
concentrations of IGF-1 and leptin were not
correlated with each other (P>0.05).

DISCUSSION

Successive applications of Kiss-10 given
intravenously induced LH release in prepubertal
heifers, nevertheless, LH increments decreased
in amplitude over time. In agreement with our
hypothesis, Kiss-10 applied repeatedly induced
ovulation but only in those heifers that had
high circulating concentrations of IGF-1 and low
concentrations of leptin. Kiss-10 did not induce
the establishment of ovulatory cyclical activity
or estrus and did not affect ovarian follicular
development after treatment; consequently it
may be considered that exogenous Kiss-10
exerts a temporary and partial effect on the
mechanisms that lead toward puberty.

Figura 3. Concentracién sérica de IGF-1 (A) y leptina (B) de becerras pre-puberes tratadas cada dos horas por
tres dias con Kiss-10 (circulos negros) o solucion salina fisioldgica (circulos blancos) en muestras de
sangre tomadas a 0, 24, 48 y 72 h de los tratamientos

Figure 3. Serum concentration of IGF-1 (A) and leptin (B) of pre-pubertal heifers treated every two hours for three
days with Kiss-10 (black circles) or saline solution (white circles). Blood samples were taken at 0, 24,

48 and 72 h relative to treatments
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Mean and confidence interval (95 %) for all heifers is depicted in each treatment. Black squares represent two heifers

that had an LH preovulatory wave in response to Kiss-10.

There was no significant effect (P>0.05) of treatment, sampling time or treatment by sampling time interaction.
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folicular, asi como el diametro maximo de los
foliculos dominantes fue similar entre grupos
experimentales (P>0.05; Figura 2). En este
intervalo, la duracién de las ondas de desarrollo
folicular y el diametro maximo del foliculo
dominante aumentaron a partir de la 62 y 52
onda en los grupos testigo y Kisspeptina-10,
respectivamente (P<0.05).

La aplicacion repetida de Kiss-10 no modifico
(P>0.05) las concentraciones séricas de |GF-1
y leptina, pero las becerras que ovularon en
respuesta a Kiss-10 presentaron concentraciones
séricas de IGF-1 mayores a las de sus
companeras de grupo (P<0.05; Figura 3-A), lo
cual no ocurrié con las concentraciones séricas
de leptina (Figura 3-B), las cuales no variaron
durante el periodo de muestreo; por el contrario,
las dos becerras que ovularon fueron de las
que presentaron concentraciones de leptina mas
bajas (P<0.05).

Las concentraciones séricas de IGF-1 al inicio
del periodo experimental se correlacionaron
positivamente (P<0.05) con el peso corporal
(r= 0.70), la condicion corporal (r= 0.58) y la
altura a la cruz de las becerras (r= 0.78). Por
su parte, las concentraciones circulantes de
leptina s6lo se correlacionaron con la edad de
las becerras (r= 0.62; P<0.05). Los valores al
inicio del periodo experimental de grosor de
grasa dorsal, profundidad del muasculo L. dorsi
y de variables relacionadas con poblaciones de
foliculos ovaricos, no se correlacionaron con los
de las concentraciones séricas de IGF-1 o de
leptina (P>0.05); a su vez, las concentraciones
séricas de estas hormonas no se correlacionaron
entre si (P>0.05).

DISCUSION

En becerras pre-puberes, la Kiss-10 administrada
en forma repetida provocd incrementos
sucesivos de LH, mismos que disminuyeron en
amplitud con el tiempo. De acuerdo con lo que
se hipotetizo, la Kiss-10 aplicada repetidamente
seria capaz de inducir la ovulacién, sin embargo,
en el presente estudio esto solo ocurrié en las
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Repeated application of Kiss-10 induced LH
increments resembling LH spontaneous pulses
that precede puberty. Therefore, Kiss-10 is a
potential tool for regulating the reproductive
axis in prepubertal heifers as it was reported
for rats(9:10) and ewes(18).

In the present study, LH response to Kiss-10
decreased gradually over time and was similar
to spontaneous pulses of LH in the control group
by 24 h after the initiation of treatments. A
similar phenomenon was observed by McLeod
et al(16) after administering GnRH to prepuberal
heifers in a pattern resembling that used for
Kiss-10 in the present work; authors attributed
this response to the effects that ovarian steroids
exert over the sensitivity of pituitary to GnRH,
instead of the progressive desensitization due
to repeated administration of the neurohormone
as we propose in the case of Kiss-10 repeated
application. It is known that Kiss-10 evokes LH
secretion indirectly through the induction of
GnRH release(11), thus in both experiments,
the present and that of McLeod et al(16) the
desensitization effect could be attributed to the
reduced action of GnRH in the pituitary; an
alternative mechanism might be the
desensitization of GnRH neurons to Kiss-10. This
is possible because it was reported that GnRH
neurons experienced refractory intervals to
kisspeptin in juvenile mice(28); besides, in the
same study, the percentage of depolarized GnRH
neurons and duration of the depolarization
period in response to Kiss-10 were lower in
prepubertal than in adult animals. Another
possible mechanism that may cause the gradual
decreased in LH release during intermittent
administration of Kiss-10, is the sudden increase
in the rate of LH secretion relative to pre-
treatment values, as it was documented in
proestrus ewes, in which estradiol induced a
reduction in amplitude but not in frequency of
LH pulses(29). Regardless of the arguments
above, it was demonstrated that in adult ewes
intermittent administration of Kiss-10, applied
intravenously induces the release of GnRH and
LH(7), as it was also observed for LH in lambs
approaching puberty(18.30)  goats in diestrus(31)
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becerras que presentaron elevadas concentraciones
circulantes de IGF-1 y bajas concentraciones de
leptina durante el periodo de muestreo. La Kiss-
10 no indujo el establecimiento de actividad
ciclica ovulatoria o estral, ni afecté el desarrollo
folicular ovarico después del tratamiento, por
lo que puede considerarse que su efecto fue
transitorio.

La Kiss-10 administrada en un protocolo de
aplicaciones repetidas provocé un aumento en
la frecuencia y magnitud de incrementos de LH
de manera similar a lo que ocurre durante la
pubertad. Por lo anterior, es factible proponer
a este neuropéptido como una herramienta
potencial para la manipulacion del eje
reproductivo en becerras pre-puberes como se
ha sugerido en ratas(9:10) y borregas(18).

En el presente estudio, la magnitud del
incremento de LH inducido por cada aplicacion
de Kiss-10 disminuy6 gradualmente con el
tiempo hasta llegar a equipararse con la
magnitud de los incrementos de LH asociados
a pulsos endoégenos en el grupo testigo. Una
disminucion similar en la magnitud de
incrementos de LH fue encontrada por McLeod
et al16) después de utilizar un esquema de
administracién de GnRH similar al de Kiss-10
empleado en el presente trabajo en becerras
pre-puberes. Los autores citados, observaron
que las becerras presentaron periodos
alternados de mayor y menor respuesta a la
GnRH exégena, atribuyendo este efecto a la
modulacién de la sensibilidad de la respuesta
hipofisiaria a GnRH ejercida por esteroides
ovaricos y no a una desensibilizacion progresiva
por efecto de la administracidon repetida de la
neurohormona. El estimulo en la secrecion de
LH asociado con la administracion de Kiss-10,
representa un efecto indirecto mediado por la
GnRH liberada a nivel hipotalamico en respuesta
al neuropéptido(11). En este sentido, no se
puede descartar como explicacién de la
disminucién en la magnitud de la respuesta de
LH ante aplicaciones repetidas de Kiss-10 a
una posible desensibilizacién de las neuronas
GnRH-érgicas, ya que se ha demostrado que
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and male rats during the beginning of
puberty(32). The cited results and data from
the present study, provide indirect evidence of
a differential sensitivity to Kiss-10 at GnRH
neurons level between pre- and peri-pubertal
animals, phenomenon that was reported in
rodents(28:33) and Rhesus monkeys(34).

Kiss-10 induced a preovulatory surge of LH and
development of a functional CL in 28 % of
heifers. A similar result was obtained in 12 to
14 mo old heifers treated with GnRH(17) given
by the same route, frequency, and time than
Kiss-10 in the present experiment. In 5 mo old
heifer calves, GnRH induced a preovulatory
surge of LH in 75 % of animals and 25 % of
them developed a short-lived CL(16); therefore,
it is proposed that response of hypothalamus
to Kiss-10 and pituitary to GnRH varies with
age. That is possible because in prepubertal
ewes approaching the onset of puberty, Kiss-
10(18) and GnRH(35) administered every hour
by 1 and 10 d respectively, induced an LH
surge and luteal function in more than 60 % of
the animals. Similarly, 74 % of rats that were
approximately 8 d before the onset of puberty,
a Kiss-10 treatment given every 12 h for 6 d,
advanced the vaginal opening (9). These studies
provide evidence about the close association
between body development and the proportion
of females that present a preovulatory surge of
LH and the subsequent functional CL, in
response to intermittent Kiss-10 or GnRH
treatments.

In a previous study, prepubertal heifers that
were 11-mo old had a greater LH response to
an intravenous Kiss-10 bolus than heifers that
were 4 and 7 mo old(14); the highest LH
response to Kiss-10 in the 11 old animals
coincided with higher concentrations of
circulating estradiol and IGF-1, and lower leptin
concentrations than in the younger heifers(14).
In the present study, calves that had an LH
surge and developed of a CL in response to
Kiss-10, had also the highest levels of IGF-1
and the lowest of leptin. Therefore, estradiol
and IGF-1 could modulate positively the
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estas neuronas pueden pasar por periodos
refractarios al neuropéptido en ratones juveniles
y pre-puberes(28), en los que se observé ademas
que el porcentaje de neuronas de GnRH
despolarizadas y la duracién del periodo de
despolarizacion en respuesta a Kiss-10, fueron
menores en animales pre-puberes que en los
de mayor edad.

Por otra parte, la disminucion de los incrementos
de LH inducidos por la administracién
intermitente de Kiss-10 puede ser consecuencia
del incremento en la frecuencia de secrecion
de LH con respecto a la del periodo pre-
tratamiento, de manera similar a lo que ocurre
en el proestro en animales con actividad ciclica
ovulatoria, cuyo estradiol disminuye en amplitud
pero no en frecuencia de los pulsos de LH(29).
Independientemente de lo anterior, en borregas
adultas la administracién i.v. de Kiss-10 en forma
intermitente induce un incremento de GnRH vy
LH similar entre aplicaciones(”), como lo ha
sido también para LH en corderas cercanas a la
pubertad(18,30) cabras en diestro(31) y ratas
macho que han cursado por la pubertad(32),
Los resultados citados y los del presente estudio,
constituyen evidencias indirectas de una
diferenciada sensibilidad a Kiss-10 a nivel de
las neuronas GnRH entre animales pre y peri-
puberales, fenémeno que fue confirmado para
algunos roedores(28:33) y monos Rhesus(34).

La Kiss-10 indujo una oleada preovulatoria de
LH y la formacién de un CL funcional en 28 %
de las becerras. Un resultado similar se observé
en becerras de 12 a 14 meses de edad tratadas
con GnRH(17) por la misma via, frecuencia y
duracién del tratamiento que en el presente
experimento. En becerras de menor edad, un
tratamiento de GnRH similar al sefialado indujo
una oleada preovulatoria de LH en 75 % de los
animales, de los cuales solo el 25 % formé un
CL de corta duracion(16). Por tanto, se propone
que la respuesta del hipotalamo a Kiss-10 y de
la hipofisis a GnRH exdgenas varia en funcién
de la edad de los animales. En apoyo a lo
mencionado, en borregas pre-pluberes en etapas
cercanas al inicio de la pubertad, la Kiss-10(18)
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kisspeptin effects over the gonadal axis activity.
It seems that for induction of puberty, relatively
high concentrations of endogenous IGF-1 and
estradiol are required as somatic maturity
signals, while the effects of leptin signaling may
be exerted by increased concentrations during
earlier stages of life that declined later on. This
phenomenon was reported by our group in an
earlier work(14) where in 4 and 7 mo old heifer
calves, leptin circulating levels were higher than
in 11-mo-old animals. Other authors were
unable to produce consistent data relative to
the association between leptin circulating levels
and the onset of puberty in heifers(36.37),

In the study reported here, all heifers presented
a pulsatile LH release of similar characteristics
in response to intermittent administration of
Kiss-10 during the first 30 h of treatment;
therefore the LH surge and subsequent luteal
function observed in some heifers treated with
Kiss-10 could be explained, at least partially,
by the gonadotropin-stimulation of ovarian
steroidogenesis in synergy with high blood levels
of IGF-1(38), which in turn would act by a
positive feedback action on the hypothalamus-
hypophysial axis. The previous statement is
supported by the fact that lambs and rats
displayed signs of puberty concurrent with
increments of estradiol peripheral concentrations
in response to repeated administration of Kiss-
10(9,10,18)  Likewise, Kiss-10 administered
continuously to adult ewes induced an LH surge
only in those animals that had elevated
concentrations of estradiol(39),

The results above suggest that in association
with the somatic development which could be
evidenced by IGF-1, Kiss-10 evokes an ovulatory
response through the induction of a greater
GnRH/LH-induced steroidogenic activity. Despite
that in the present study circulating estradiol
was not quantified, it confirms partially the
available information that supports the concept
that the IGF1 and estradiol interactions are
important during the processes that determines
the onset of puberty. Regarding the actions of
IGF-1 and estradiol at central level, these
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y la GnRH(3%) administradas cada hora por 1y
10 dias respectivamente, indujeron una oleada
de LH y la funcién Iutea en mas del 60 % de
ellas. De igual manera, en ratas que
aproximadamente se encontraban a ocho dias
del inicio de la pubertad, un tratamiento de
Kiss-10 cada 12 h por seis dias adelanté la
apertura vaginal en 74 % de ellas(9). Estos
estudios ponen en evidencia la estrecha
asociacion que parece existir entre el grado de
desarrollo corporal y la proporcién de hembras
que manifiestan una oleada preovulatoria de
LH y la subsecuente funcion latea, en respuesta
a un tratamiento intermitente de Kiss-10 o
GnRH.

En un estudio previo con becerras de 4, 7 y 11
meses de edad, se inform6 que las becerras de
11 meses en comparacion de las de menor
edad, presentaron la mayor respuesta de LH a
un bolo i.v. de Kiss-10, lo cual coincidié con
mayores concentraciones de IGF-1 y estradiol y
las menores concentraciones de leptina(14). En el
presente estudio, las becerras que presentaron
una oleada de LH y formacién de CL en respuesta
a Kiss-10 presentaron un comportamiento similar
en cuanto a IGF-1 y leptina; por lo tanto, la
IGF-1 y estradiol podrian modular positivamente
los efectos de la kisspeptina en la actividad del
eje gonadal, ya que, aparentemente, se requieren
concentraciones endogenas relativamente
elevadas de dichas hormonas como senal
indicadora de desarrollo somatico, mientras que
los efectos sefalizadores de la leptina, si es
que se ejercen en becerras, pudieron haber
ocurrido mediante incrementos en edades maés
tempranas, como fue documentado por nuestro
grupo en un trabajo anterior(14), donde se
determind que las becerras de 4 y 7 meses de
edad tuvieron niveles circulantes de leptina
mayores que las de 11 meses de edad; mientras
que otros autores no encontraron una asociacion
consistente entre los niveles de leptina y el
inicio de la pubertad en vaquillas(36,37).

En el estudio que aqui se informa, todas las
becerras presentaron una liberacién pulsétil de
LH de caracteristicas similares en respuesta a
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hormones interact to affect multiple neural
maturation processes(38:40) including: synaptic
plasticity in the GnRH neurons(41), expression
of kisspeptin in the anteroventral periventricular
nucleus(42), as well as secretion of GnRH and
LH(43,44). These processes take place in
hypothalamic regions that regulate, at least in
rodents, the occurrence of the LH preovulatory
surge(42). In heifers under different growth
rates, circulating levels of IGF-1 increased during
the accelerated growth phase that precedes the
onset of puberty(49). In the present work, |GF-1
was positively associated with variables related
to body growth, providing support for the idea
that IGF-1 is a signal from somatic tissues which
participates in the neuroendocrine maturation
events that lead toward puberty, including
among them the direct or indirect actions
involved on kisspeptin secretion and (or) GnRH/
LH release. Other evidence that gives support
to this concept is that IGF-1 administered to
prepuber Rhesus monkeys decreases the LH
sensitivity to the negative feedback effects of
estrogens(46); besides, in the same animal
model, estradiol is essential for the GnRH release
evoked by Kiss-10(47). Therefore, IGF-1 and
estradiol seem to promote a greater sensitivity
of hypothalamus to kisspeptin; once this action
is carried out, a change from negative to positive
feedback to estradiol in the hypothalamus
follows as well as an increase on frequency of LH
secretion, then the LH surge and consequently
the first ovulation and the onset of puberty.

In prepubertal heifers, circulating leptin increases
several weeks prior puberty(48); however,
exogenous leptin did not affect LH or age to
puberty(49,50)  therefore it was proposed that
leptin may be a permissive hormone for subsequent
actions of other agents such as IGF-1 or
estradiol(49,50). In addition, suppressed levels of
circulating leptin by food restriction(9:10) or by
application of antibody against leptin in rats(9),
Kiss-10 induced a higher LH rise than control
animals who had normal leptin levels;
furthermore, Kiss-10 induced puberty in 60 %
of underfed rats with low circulanting leptin,
whereas none of the control animals with normal
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la administracion intermitente de Kiss-10 durante
las primeras 30 h de tratamiento. Por tanto, la
oleada de LH y la subsecuente funcion lutea
observada en algunas becerras tratadas con
Kiss-10 podrian explicarse, en parte, por un
mayor estimulo a la actividad esteroidogénica
inducida por las gonadotropinas hipofisiarias,
en sinergia con un elevado nivel sanguineo de
I GF-1(38), retroalimentando con ello positivamente
al componente hipotalamo-hipéfisis. Es
pertinente mencionar que las borregas y ratas
con signos de pubertad en respuesta a la
administracion repetida de Kiss-10(9,10,18)
cursaron también por intervalos de aumentos
en las concentraciones sanguineas de estradiol.
Asi mismo, en otro estudio se puntualizé que la
Kiss-10 administrada en forma continua a
borregas adultas, indujo una oleada de LH sélo
en aquéllas que respondieron al tratamiento
con una elevacion de estradiol(39). Estos
resultados son sugerentes de que en asociacion
con el desarrollo somatico, el cual podria ser
evidenciado indirectamente por IGF-1, la Kiss-10
evoca una respuesta ovulatoria a través de la
promocion de una mayor actividad
esteroidogénica inducida por la actividad GnRH/
LH. En el presente estudio no se cuantifico el
estradiol circulante, pero considerando la
informacion existente en la literatura no se
puede ignorar la posible interaccién entre 1GF1
y estradiol en el inicio de la pubertad.

Por otro lado, a nivel del sistema nervioso
central, el IGF-1 y el estradiol interactian en
multiples procesos de maduracion neural(38,40)
entre los que destacan: plasticidad sinaptica
en las neuronas GnRH(41), expresién de
kisspeptina en el nucleo anteroventral
periventricular(42) y secrecion de GnRH y
LH(43,44): procesos que tienen lugar en regiones
hipotalamicas encargadas de regular la
liberacion de LH en forma de oleada(42) al
menos en roedores, lo cual podria ser un
condicionamiento neural en preparacion al
eventual inicio de la pubertad. En un estudio
efectuado en vaquillas productoras de carne
con diferente tasa de crecimiento, se puso de
manifiesto el incremento de IGF-1 en sangre
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leptin began puberty(10). The above discussion
allows us to propose that leptin might be an
essential element that should increase to
threshold levels before puberty, pre-sensitizing
the hypothalamus for a subsequent IGF-1
positive action. Once leptin declines, 1GF-1
augments and remains elevated in blood for
several weeks; then the hypothalamus responds
with an enhanced pulsatile release of kisspeptin
and GnRH who determine the accelerated
rhythm of gonadotropins secretion, which
subsequently induces the increased ovarian
follicular activity and the rise in circulating
estradiol. Increased estrogens evoke the LH
surge and thus the first ovulation occurs during
the onset of puberty.

In this study, influences of Kiss-10 treatment
were transitory and without further effects
beyond those described in the preceding
paragraphs. After removal of treatment, LH
secretion and follicular development returned
to values similar to those in the control group;
besides in both groups, post-treatment follicular
development followed a pattern resembling the
reported in growing heifers, namely the diameter
of the dominant follicle and number of follicles
increased with age(51,52),

CONCLUSIONS AND IMPLICATIONS

It is concluded that Kiss-10 applied repeatedly
to prepubertal heifers evokes a consistent
release of LH and induces ovulation and luteal
activity in animals with high 1GF-1 but low leptin
circulating concentrations; however, Kiss-10 did
not induce estrous cyclicity. An implication is
that factors that were not evaluated in this
work could be present or absent in prepubertal
heifers, modulating the kisspeptin effects that
would lead to the ovulatory response and the
subsequent cyclic activity.
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durante el desarrollo somatico precedente al
inicio de la pubertad(45). En el presente trabajo,
el IGF-1 se asocio positivamente con variables
relacionadas con el crecimiento corporal,
proporcionando apoyo al concepto de que el
IGF-1 es la sefial de origen somatico que
inicia eventos de maduracién neuroendocrina
conducentes a la pubertad, incluyendo acciones
directas o indirectas en la regulacion de la
secrecion de la kisspeptina hipotalamica o los
efectos de la Kiss-10 en la secrecién de GnRH/
LH. Otras evidencias a favor de dicho concepto
se refieren a que el IGF-1 administrado a monas
Rhesus durante la adolescencia, disminuye la
sensibilidad de la LH a la retroalimentacién
negativa de los estrogenos(46). Por otro lado,
también en monas Rhesus en fase puberal se
demostré que el estradiol es indispensable para
evocar un aumento de GnRH en respuesta a
Kiss-10(47). Por tanto, el IGF-1 y estradiol parecen
promover a nivel central una mayor sensibilidad
del hipotalamo a la kisspeptina, con lo cual se
podria inducir un cambio de retroalimentacién
negativo a positivo del estradiol en la secrecion
de LH, y consecuentemente la ovulacién.

Con relacién a leptina, se ha reportado en
vaquillas que los niveles de ésta aumentan en
las semanas préximas a la pubertad(48), sin
embargo, se ha determinado que sus efectos
son permisivos mas no inductivos para el inicio
de la misma, pues la leptina exégena no fue
suficiente estimulo para aumentar la LH vy
adelantar la pubertad en vaquillas(49.50),
Ademas, en ratas con niveles suprimidos de
leptina mediante restriccion alimenticia(9.10) o
mediante la aplicacion de anticuerpo contra
leptina(9), la Kiss-10 indujo un mayor incremento
de LH comparado con los testigos que mostraron
niveles normales de leptina. Por otro lado, la
supresion de leptina por restricciones de la dieta,
indujo la pubertad en 60 % de las ratas tratadas
con Kiss-10 en comparacion de las ratas con
niveles normales de leptina (0 %)(10). Lo
anterior, nos permite proponer que antes del
inicio de la pubertad la leptina alcanza una
concentracion umbral que posteriormente
declina antes de la primera ovulacién; en
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seguida el IGF-1 aumenta en sangre y se
mantiene elevado, sefalizando positivamente
al hipotalamo, quien responde con un aumento
en la frecuencia pulsatil de kisspeptina y de
GnRH, ocasionando aumentos sincrénicos de
las gonadotropinas hipofisiarias, lo que a su
vez evocaria el aumento de actividad folicular,
un incremento del estradiol circulante, la
presentacion de la oleada preovulatoria de LH
y con ello el desencadenamiento de la
pubertad.

En términos practicos, el tratamiento de Kiss-
10 fue transitorio y sin repercusion posterior,
ya que luego de retirar el tratamiento tanto la
secrecion de LH como el desarrollo de las
ondas foliculares fueron similares a los del
grupo testigo. En ambos grupos experimentales,
el desarrollo folicular postratamiento siguié un
comportamiento caracteristico de las vaquillas
en crecimiento, es decir hubo un aumento
asociado con la edad(51,52),

CONCLUSIONES E IMPLICACIONES

Se concluye que la Kiss-10 administrada
repetidamente a becerras pre-plberes es un
estimulo suficiente para evocar incrementos
consistentes de LH, para inducir la ovulacion y
actividad lutea en animales con concentraciones
séricas elevadas de IGF-1 y bajas de leptina,
pero no para inducir la ciclicidad estral. Una
implicacién es que factores diferentes a los aqui
evaluados, que estan presentes o ausentes en
la becerra pre-puber, determinan los efectos de
la kisspeptina en la respuesta ovulatoria y
subsecuente actividad ovérica ciclica.
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EVALUACION DE LA SENSIBILIDAD DEL EJE GONADOTROPICO A DOSIS
BAJAS DE KISSPEPTINA-10 EN BECERRAS PRE-PUBERES

RESUMEN

En becerras pre-plberes, la kisspeptina-10 (5 pg kg de peso corporal) aplicada
repetidamente durante 3 d induce incrementos de hormona luteinizante (LH) que
disminuyen en magnitud con cada aplicacién y provoca la ovulaciéon en 28 % de
ellas. El objetivo de este estudio fue determinar si a dosis menores a 5 pg kg™ la
kisspeptina-10 es capaz de inducir incrementos similares o crecientes de LH en
aplicaciones sucesivas. Se usaron seis becerras Holstein o Suizo Pardo por Cebu (8
a 9 meses de edad y 145.2+1.57 kg de peso). El disefio experimental fue un
Cuadrado Latino 6x6 (semanas x unidades experimentales) vy seis dosis de
kisspeptina-10 como tratamientos: 0.1, 1, 2, 3, 4 y 5 pg/ kg™’ de peso. Cada semana
de prueba las dosis fueron administradas intravenosamente de manera repetida de
acuerdo a la aleatorizacion de tratamientos entre becerras (tres aplicaciones
separadas entre si por periodos de 2 h). Para cuantificar LH (RIA), en cada
tratamiento se recolectd sangre cada 15 min de -0.5 a +6 h de la primera aplicacion.
Cada aplicacién de kisspeptina-10 indujo un incremento de LH cuyo valor maximo se
observé 15 min pos-tratamiento. El area bajo la curva (AUC) del incremento de LH
inducido por 0.1 pg de kisspeptina-10 kg™ (1.87+0.23 ng) fue menor (p<0.05) que el
inducido por 1, 2, 3, 4 6 5 pg kg™, y similar entre estas Ultimas dosis (6.59+0.51,
8.4710.51, 6.94+0.45, 7.31£0.45 y 7.72+0.52 ng, respectivamente; p>0.05). Excepto
la dosis menor de kisspeptina-10, el resto de las dosis indujeron una disminucién en
el AUC de LH (p<0.05) en las aplicaciones sucesivas. Se concluye que el eje
gonadotrépico de becerras pre-puberes es sensible a kisspeptina-10 en dosis
menores a 5 pg kg, y que de las dosis probadas la Unica capaz de inducir

incrementos de LH similares en aplicaciones sucesivas fue la de 0.1 pug kg™ de peso.

Palabras clave: becerras pre-puberes, kisspeptina-10, hormona luteinizante.
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INTRODUCCION

La kisspeptina corresponde a una familia de cuatro neuropéptidos codificados por
el gen Kiss1, los cuales son producidos principalmente por neuronas del hipotalamo;
estos neuropéptidos contienen 54, 14, 13 y 10 aminoacidos (kisspeptina-54, -14, -13
y -10) y todos activan eficientemente al receptor GPR54 (Oakley et al., 2009).

Las kisspeptinas son activadoras del eje reproductivo, regulando la secrecion de
las gonadotropinas hipofisiarias (hormona luteinizante, LH y foliculo estimulante,
FSH), mediante el control de la actividad de las neuronas productoras de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) (Arreguin-Arevalo et al., 2007). En becerras
pre-plberes, un bolo intravenoso de 5 pg de kisspeptina-10 kg™ de peso induce un
incremento en la concentracién circulante de LH (Kadokawa et al., 2008; Ezzat et al.,
2009) y FSH (Ezzat et al., 2009). El tratamiento con kisspeptina-10 en forma repetida
induce incrementos sucesivos de LH en forma de pulsos (Santos et al., 2014), y en
animales con concentraciones altas del factor de crecimiento similar a la insulina |
(IGF-1), dicho tratamiento induce una oleada preovulatoria de LH, ovulacion y
formacién de cuerpo luteo (CL) (Santos et al., 2014). Sin embargo, en el estudio
anterior también se observé una disminucidén en la respuesta de secrecion de LH
inducida por kisspeptina-10 a medida que se repetian las aplicaciones de ésta,
posiblemente debido a una desensibilizacion de los receptores GPR54 en las
neuronas productoras de GnRH.

En vacas, el eje gonadotrotrépico es sensible a dosis tan bajas como 0.6 ug de
kisspeptina-10 kg™ de peso, al menos en la respuesta de LH (Whitlock et al., 2011).
Asimismo, dosis relativamente bajas de kisspeptina estimulan la liberacion de LH en
cabras (1 pg de kisspeptina-10 kg™ p.v.; Hashizume et al., 2010) y borregas adultas
(0.15 pg de kisspeptina-10 kg p.v.; Caraty et al, 2007). No obstante, queda
pendiente determinar si a dosis bajas de kisspeptina-10, se manifiesta la disminucion
en la respuesta de secrecidon de LH por administracién repetida del neuropéptido
cémo fue observado en becerras pre puberes con dosis de 5 ug kg™ de p.v. (Santos
et al., 2014). La hipétesis del presente estudio fue que el eje gonadotropico de las

becerras pre-puberes es sensible a kisspeptina-10 en dosis menores a 5 pg kg™ de
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peso y que bajo estas condiciones es posible evitar la desensibilizacion de la
respuesta de LH por administracion repetida del neuropéptido. El objetivo fue
identificar si a dosis bajas la kisspeptina-10 es capaz de inducir incrementos

similares o crecientes de LH en aplicaciones sucesivas.
MATERIALES Y METODOS

Los procedimientos aplicados en el presente estudio fueron aprobados por el
Subcomité Institucional para el Cuidado de Animales en Experimentacion (Programa
de Posgrado, FMVZ, UNAM). El sitio experimental (Las Margaritas, Hueytamalco,
Pue.) esta ubicado a 192 51’ 03” N, 972 12’ 48” O y 500 msnm.

Tratamientos

Se usaron seis becerras Holstein o Suizo Pardo por Cebu (8 a 9 meses de edad y
145.2+1.57 kg de peso), a las cuales se les administraron seis dosis diferentes de
kisspeptina-10: 0.1, 1, 2, 3, 4 y 5 pug kg' de peso corporal. Cada dosis fue
administrada intravenosamente de manera repetida (tres aplicaciones separadas
entre si por 2 h), con un intervalo entre aplicaciones de dosis/becerra de 7 dias. En el
presente estudio se usé kisspeptina-10 bovina (YNWNSFGLRY-NH2; Oakley et al.,
2009) con >95 % de pureza (Proimmune, Oxford, UK). La kisspeptina-10 fue diluida
en solucion salina fisiol6gica (1:125) y administrada a través de un catéter (Sonda
Kortex calibre 5 FR y longitud 90 cm; K-733, Trokar S.A de C.V) insertado en una de
las venas yugulares. Este mismo catéter fue utilizado para el muestreo sanguineo

que se describe posteriormente.
Manejo general y registro de medidas corporales

Las becerras fueron alojadas individualmente en corrales de 2.5 x 4.5 m, con piso
de cemento, area techada (2.5 x 2.7 m), comederos y bebederos. Las becerras se
introdujeron a los corrales un mes antes del experimento y, durante ese periodo, se
sometieron a sujecién con reata (2 h d”), cepillado de pelo y acostumbramiento a la
presencia de personas. La alimentacién consistié en heno de avena a libertad (95 %
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MS, 8 % PC y 2.3 Mcal de EM kg™"), 2 kg d' de alimento concentrado (95 % MS, 18
% PCy 2.5 Mcal de EM kg™") y sales minerales y agua a libre consumo.

El peso vivo de los animales se registr6 a su llegada a los corrales de
experimentacién y al inicio y al final del estudio; a partir de estos registros se
determind la ganancia diaria de peso (GDP) durante los periodos de adaptacién y
experimental. Al inicio y al final del periodo experimental, en cada becerra se
determind la altura a la cruz (distancia entre el piso y la unién escapular), condicién
corporal (escala de 1 a 5 puntos; Wildman et al., 1982), grosor de la grasa dorsal y
profundidad del musculo Longissimus dorsi. El grosor de la grasa dorsal y la
profundidad del musculo Longissimus dorsi (medidos entre las costillas 12y 13, en el
costado izquierdo del animal), fueron determinados mediante ultrasonografia,
utilizando un aparato Kaixin 5000 y transductor lineal de 3.5 MHz (Xuzhou Kaixin
Electronic Instrument Co. Jiangsu, China).

Muestras sanguineas

Asociado con la administracion repetida de cada dosis de kisspeptina-10 se
recolectaron muestras sanguineas cada 15 min, iniciando 30 min antes y finalizando
6 h después de la primera inyeccion. En estas muestras se determind LH por
radioinmunoandlisis (RIA) y en las muestras recolectadas antes de la primera
aplicacién de kisspeptina-10 (muestras -2, -1 y 0) de la primer y Gltima semana de
estudio se cuantificé leptina mediante RIA e IGF-I mediante un ensayo
inmunoabsorbente (ELISA). Para los analisis estadisticos de leptina e IGF-I se uso el

promedio de esas tres muestras.
Analisis de hormonas

El RIA para LH fue en fase liquida siguiendo el procedimiento descrito por Arrieta
et al. (2005). La hormona USDA-bLH (AFP11743B) se utiliz6 como trazador
incorporando Na'®l mediante el método del lodo-gen y como curva patrén las
mediciones para dosis de 0.01 a 10 ng tubo™. El primer anticuerpo generado en
conejo correspondié a la hormona NIDDK-oLH-26 (anti-oLH-26), fue validado en

suero de bovinos por Perera-Marin et al. (2005) y se aplicd en el presente estudio a
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una dilucién de 1:400,000. La separacién de la fraccién unida de la fraccién libre fue
realizada con un segundo anticuerpo contra IgG de conejo generado en burro
(dilucién 1:80). La sensibilidad de los ensayos fue 0.03 ng mL™" y los coeficientes de
variacion (CV) intra- e inter-ensayo fueron 6.73 % y 6.57 %. El ELISA para IGF-I fue
un sistema cuantitativo (IGF-I ELISA®, 22-IGFHU-EO1; ALPCO Diagnostics, Salem,
NH), con sensibilidad de 5.86 ng mL" y CV intra-ensayo de 0.57 %. EL RIA para
leptina fue un sistema multiespecie de fase liquida (XL-85K, Linco Research Inc, St.
Charles, MO), con sensibilidad de 1.0 ng mL™" y CV intra-ensayo de 6.42 %.

Variables de respuesta

Un incremento de LH inducido por kisspeptina-10 fue considerado cuando luego
de su administracion, la concentracion de LH fue mayor al promedio mas dos
desviaciones estandar de las concentraciones de la hormona en las muestras -2, -1y

0 con relacidn al inicio de los tratamientos (concentracidn basal).

Para conocer las diferencias en la magnitud de la respuesta de LH inducida por
las dosis de kisspeptina-10, se determiné el valor maximo (VMax), amplitud (Amp) y
area bajo la curva (AUC) de las concentraciones hormonales que superaron el
umbral descrito. La Amp fue la diferencia entre Vmax y la concentracion basal. Para
estimar el AUC se uso la regla del trapecio y esta variable se report6 como unidades
arbitrarias. El VMax fue la concentracion mayor detectada en cada incremento de LH

inducido por kisspeptina-10.
Disefo experimental y analisis estadistico

Los cambios en las medidas corporales (peso corporal, GDP, altura a la cruz,
condicién corporal, grosor de la grasa dorsal y profundidad del musculo Longissimus
dorsi) y la concentracion de IGF-1 y leptina a través del periodo experimental fueron

analizados mediante una prueba de t para medidas pareadas.

El disefio fue un Cuadrado Latino 6x6x6 (filas=becerras, columnas=semanas,
tratamientos=dosis de kisspeptina-10) y para el analisis de los datos que se

registraron en varias ocasiones a través del periodo experimental (concentracion
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media, Ampl, VMax y AUC) fue mediante ANDEVA con mediciones repetidas (GLM
de SAS, 2002); en el model se incluyé fila, columna, tratamientos, tiempo
tratamiento*tiempo. La separacion de medias se realiz6 con el procedimiento
LSMEANS vy el criterio para definir significancia de los efectos probados y diferencias
entre medias fue (p<0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los animales tuvieron una GDP, de su ingreso a los corrales a la finalizacion del
periodo de adaptacién de 0.896+ 0.09 kg d' y de 0.653 + 0.05 kg d”' del inicio al final
del periodo experimental, lo que indica que estaban en balance positivo de energia.
Durante el periodo experimental, las becerras ganaron peso, estatura y masa
muscular indicada por la profundidad del musculo Longissimus dorsi; por el contrario,
los animales no aumentaron su condicién corporal ni el grosor de la grasa dorsal
(Cuadro 1). Debido a que el tejido adiposo no se acrecentd, las concentraciones de
leptina se mantuvieron sin cambio a lo largo del estudio; en contraste, se observd un
incremento en las concentraciones de IGF-l, como corresponde a becerras en la fase

de crecimiento (Yelich et al., 1996).
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Cuadro 1. Media  error estandar de las medidas corporales y concentracion sérica de leptina e
IGF-I en becerras pre-puberes previo a los desafios inicial y final con kisspeptina-10.

Periodo experimental

Variable Inicial (n=6) Final (n=6) p=

Peso corporal, kg 146.8 £ 5.59 164.6 £5.59 0.001
Ganancia diaria de peso, kg 0.896+ 0.09 0.653 £ 0.05 0.156
Altura a la cruz, cm 104.0 £ 1.86 106.0 +1.48 0.039
Condicion corporal, punto 2.50+0.12 2.66 +0.10 0.465
Grosor de grasa dorsal, mm 2.28 +0.11 2.38£0.15 0.557
Profundidad musculo L dorsi, mm 23.56 + 1.36 27.21+0.93 0.035
Leptina en suero, ng mL™ 1.26 £ 0.35 1.89 + 0.67 0.345
IGF-I en suero, ng mL™ 1148+20.3 181.9+1192  0.019

El eje gonadotrépico de las becerras fue sensible a todas las dosis de kisspeptina-

10, ya que las concentraciones séricas de LH se incrementaron con la aplicacion de

cada una de éstas (Figura 1). En todas las dosis probadas, el VMax del incremento

de LH inducido por kisspeptina-10 fue observado a los 15 min pos-tratamiento. Lo

observado en este estudio y uno previo (Santos et al.,, 2014) confirman el potente

efecto de kisspeptina-10, administrada repetidamente, en la actividad del eje

gonadotrépico de becerras pre-puberes, como sucede en corderas (Redmond et al.,

2011).
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Figura 1. Perfil de hormona luteinizante (LH; media % error estandar de la media) en becerras
pre-puberes tratadas con diferentes dosis de kisspeptina-10 (flechas), aplicadas tres
veces a intervalos de 2 h. La linea horizontal corresponde a la media + dos
desviaciones estandar de la concentracion basal. n= 6 becerras para cada
tratamiento

En un analisis detallado, se observd que la magnitud de la respuesta de LH a
kisspeptina-10 dependié de la dosis (efecto de dosis, p<0.05). El VMax, Ampl y AUC
de LH en respuesta a kisspeptina-10 fue menor (p<0.05) cuando las becerras fueron
tratadas con 0.1 pg kg comparado con el resto de las dosis (Cuadro 2). De acuerdo
a VMax y Ampl, la magnitud de la respuesta de LH a kisspeptina-10 fue similar
cuando las becerras fueron tratadas con 1 a 5 pg kg™ (p>0.05).
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Cuadro 2. Media * error estandar del valor maximo (VMax), amplitud (Ampl) y area bajo la curva
(AUC; unidades arbitrarias) de las concentraciones de hormona luteinizante (LH)
posteriores a la administracion de diferentes dosis de kisspeptina-10 kg™ de peso en
becerras pre-puberes.

Kisspeptina-10 Concentracion LH (ng mL™)

(ng kg™) VMax? Ampl? Auct

5.0 (n=6) 2.91+0.382 2.77+0.38° 115.7+9.82
4.0 (n=6) 2.64+0.38° 2.53+0.38° 104.0+9.8°
3.0 (n=6) 2.62+0.38° 2.48+0.38° 117.0+9.8°
2.0 (n=6) 3.74+0.38° 3.59+0.38° 127.8+9.8°
1.0 (n=6) 3.26+0.38° 3.19+0.38° 93.69.8°
0.1(n=6) 0.88+0.38° 0.83+0.38° 25.2+9.8°

Tliterales distintas entre lineas difieren (p<0.05)

No se encontr6 en la literatura disponible algun estudio en becerras pre-puberes
donde examinaran el efecto de kisspeptina-10 administrada en varias dosis y en
dosis menores a 5 pg kg de peso. Por tanto, aparentemente el presente estudio es
el primero donde se informa que la sensibilidad del eje gonadotrépico de becerras
pre-puberes a kisspeptina-10, al menos en lo que a la liberacién de LH se refiere, es
mucho mayor a la que asumiamos (Santos et al, 2014). En el presente estudio se
demostré que las becerras pre-puberes responden a una dosis que es 50 veces
menor a la dosis experimental comunmente usada (Kadokawa et al., 2008; Ezzat et
al., 2009; Santos et al., 2014). Estos resultados confirman los de Redmond et al.
(2011) en corderas, Caraty et al. (2007) en borregas adultas y Whitlock et al. (2011)
en vacas lecheras quienes informaron que el eje gonadotrépico de las hembras peri-
puberales y adultas responde a una dosis menor a 1 pug de kisspeptina-10 kg™ de
peso, antecedentes que permitieron emitir la hipbtesis de este estudio. Por tanto, en
becerras pre-puberes es factible bajar significativamente la dosis de kisspeptina-10

obteniendo una la respuesta de LH similar, lo cual representaria una disminucién
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significativa en el costo por concepto de adquisicion del péptido para cuando se
disenen tratamientos reproductivos “comerciales” basados en kisspeptina.

Con respecto a las aplicaciones repetidas del neuropéptido, se detectd un efecto
de periodo (p<0.05) para VMax, Ampl y AUC, mismo que indicé que la magnitud de
la LH liberada disminuyé con cada cada aplicacion del kisspeptina-10 (Cuadro 3).
Adicionalmente se detectd un efecto significativo (p<0.05) de la interaccion dosis de
kisspeptina-10 por periodo en el AUC de LH (Figura 2). Dicha interaccion indicé que
la magnitud de la respuesta de LH a inyecciones sucesivas de kisspeptina-10
disminuyé cuando las becerras fueron tratadas con dosis de entre 5y 1 ug kg' de
peso, fenémeno que no fue observado cuando las becerras recibieron 0.1 ug kg™
(Figura 2), ya que en esta dosis, el AUC de LH fue similar (p=0.05) entre
aplicaciones. Ademas, el AUC de LH producto de la tercera aplicacion de
kisspeptina-10 fue similar en todas las dosis evaluadas (p>0.05). Lo anterior significa
que la dosis menor induce una respuesta similar entre aplicaciones y similar a la de
dosis mayor después de la segunda aplicacién.

Cuadro 3. Media * error estandar del valor maximo (VMax), amplitud (Ampl) y area bajo la curva

(AUC; unidades arbitrarias) de las concentraciones de hormona luteinizante (LH)
posteriores a cada aplicacion de kisspeptina-10 en becerras pre-puberes.

Concentracion LH (ng mL™)

Aplicacion VMax® Amplt AUCt

12 Iny (n=36) 3.75+0.27° 3.73%0.27° 130.6+6.9°
22 Iny (n=36) 2.47+0.27° 2.30+0.27"° 98.2.0+6.9™
32 Iny (n=36) 1.80+0.27° 1.66+0.27° 62.846.8°

Tliterales distintas entre lineas difieren (p<0.05).
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Figura 2. Area bajo la curva (AUC) del incremento de hormona luteinizante (LH) inducido por
diferentes dosis de kisspeptina-10 administrada en tres aplicaciones cada 2 h.
Interaccion dosis de kisspeptina-10 por periodo (p<0.05). 3| jterales distintas
denotan diferencias (p<0.05). h= 6 becerras para cada tratamiento.

Con base en estos resultados, es factible proponer que la kisspeptina-10 podria
provocar una desensibilizacion del eje gonadotropico cuando se administra en dosis
de 1 a5 pg kg’ de peso pero no cuando se administra a la dosis menor. Al respecto,
estda demostrado que en animales peri-puberales y bajo condiciones normales de
alimentacién, la infusién de kisspeptina-10 en dosis mayores a 2 pg kg de peso
provoca desensibilizacion del eje gonadotrépico en monos Rhesus (Seminara et al.,
2006) y ratas hembras (Roa et al., 2008). Con base en informacion generada en
tejidos hipotalamicos de ratones se sugerié que el tratamiento intermitente de
kisspeptina desensibiliza la secreciéon de GnRH cuando los procesos de transcripcion
y secrecién de GnRH no estan acoplados (Choe et al., 2013) y por tanto la GnRH
liberable disminuye. Sin embargo, el hecho de que la administracion de NMDA (acido
aspartic N-Methyl-DL) durante la infusién continua de kisspeptina-10 induce un
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aumento de LH (Seminara et al., 2006) sugiere que el mecanismo implicado es una

desensibilizacion del receptor GPR54.

Por otro lado, en primates se observd que la secrecion hipotaldamica de
kisspeptina aumenta durante el periodo de transicién de la condicién pre-puberal a la
puberal (Keen et al, 2008; Guerriero et al, 2012) y que este incremento es
concomitante con el de secrecion de GnRH (Keen et al., 2008); asi mismo, que la
mutacién espontanea con sobre-expresion del gen Kiss1 indujo la pubertad
prematura en humanos (Teles et al., 2008; Silveira et al., 2010). Por tanto, la
administracion de kisspeptina-10 en dosis, frecuencia y periodo apropiados podria
tener implicaciones préacticas en la induccion temprana de la pubertad en hembras
bovinas de sistemas tropicales de produccion, ya que éstas se caracterizan por una
edad tardia al inicio de la actividad reproductiva (Abeygunawardena y Dematawewa,
2004). Una interpretacion de los resultados discutidos en este parrafo es que con una
dosis de kisspeptina-10 situada entre 1y 0.1 pg kg™’ por h, pudiera ser factible inducir
una oleada preovulatoria de LH, ovulacién y formacién de CL en vaquillas pre-
puberes, después de promover un incremento de estradiol salguineo como ocurre en

borregas anéstricas tratadas con kisspeptina-10 (Sébert et al., 2010).

Lo anterior es posible puesto que en borregas peri-puberes, la administracion de
0.47 pg de kisspeptina-10 kg, cada hora durante un dia, indujo la formacién de CL
en el 67 % de ellas (Redmond et al., 2011); asi mismo, la infusion continua de 0.3 ug
de kisspeptina-10 h™ durante dos dias lo hizo en méas del 80 % de borregas adultas
durante a la mitad del periodo de anestro estacional (Caraty et al., 2007; Sébert et
al., 2010). A diferencia de lo observado en ovejas, en becerras pre-puberes la
kisspeptina-10 administrada en dosis de 5 pg kg™’ de peso, cada dos horas durante
tres dias, indujo la ovulacion sélo en 2 de 7 becerras (Santos et al., 2014).
Considerando lo observado en roedores (Han et al., 2005) y en un estudio nuestro
(capitulo V), dosis elevadas de kisspeptina-10 podrian ser justificadas para aumentar
la respuesta de LH solo cuando los individuos son muy jévenes (Han et al., 2005),
gue cursan con bajas concentraciones de IGF-1 (capitulo V), o cuando se encuentran
en balance negativo de energia (Roa et al., 2008). El empleo de dosis menores a 1
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Hg de kisspeptina-10 kg, en presencia de cantidades adecuadas de agentes
sefnalizadores de origen somatico, podrian estimular la ovulacién en la mayoria de
los individuos, como parece haber ocurrido en las borregas que ovularon en los
trabajos antes citados.

Con base en informacion nuestra (capitulo V), los datos del presente estudio con
becerras en crecimiento y la informacion discutida en el parrafo anterior permite
proponer que un tratamiento prolongado con las dosis bajas de kisspeptina-10
empleadas en el presente estudio podrian inducir en becerras de mas edad que las
aqui utilizadas, una respuesta de LH de mayor magnitud, apoyando el concepto de
que la pubertad se presenta cuando hay un aumento sostenido en la secrecion
endogena de kisspeptina (Guerriero et al., 2012), may6r numero de receptores
GPR54 (Navarro et al., 2004) y/o mayor eficiencia en el sistema kisspeptidérgico de
sefalizacion intracelular a nivel de las neuronas productoras de GnRH (Han et al.,
2005).

CONCLUSIONES

El eje gonadotropico de las becerras pre-puberes es sensible a kisspepina-10 en
dosis menores a 5 ug kg™, lo cual representa una disminucién significativa en el
costo por concepto de adquisicion del péptido; sin embargo, el citado neuropéptido
inhibe el eje gonadotrépico cuando se administran dosis repetidas iguales o mayores
a 1 ug kg de peso. Aunque de menor magnitud que dosis de 1 ug kg™’ o mayores,
la dosis de kisspeptina-10 capaz de inducir incrementos de LH similares en
aplicaciones sucesivas es 0.1 ug kg”'. Una implicacién de lo anterior es que con la
aplicacion repetida o infusién continua de kisspeptina-10 para intentar promover la
pubertad en hembras bovinas, la dosis debera ser menor a 1 ug kg™ de peso.
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RESPUESTA DE HORMONA LUTEINIZANTE A LA INFUSION CONTINUA DE
KISSPEPTINA-10 EN BECERRAS PRE-PUBERES

RESUMEN

En borregas adultas en anestro estacional, la infusion constante de 0.3 ug de
kisspeptina-10/kg/h, durante 48 h, induce incrementos de LH y la ovulacién. En
becerras pre-puberes, dosis de 1 a 5 pug de kisspeptina-10/kg de peso inducen
incrementos de LH que disminuyen con cada aplicacion intravenosa (1V). La hipétesis
es que la infusion continua de dosis menores a 1 ug de kisspeptina-10/kg de peso
induce la liberacion de LH y la ovulacién en becerras pre-puberes. Se efectuaron dos
experimentos (EX). EX1: Se usaron becerras pre-puberes Holstein o Suizo Pardo por
Cebu (n=18; 21.2+0.6 m de edad; 264+9.5 kg de peso), las cuales recibieron durante
48 h una infusion subcutdanea (SC) de solucién salina fisiolégica (Control),
kisspeptina-10 (0.1 6 0.5 ug/kg/h) 6 GnRH (1 pug de gonadorelina®/animal/h mas un
bolo IV de 4 ug de gonadorelina/animal/h). La GnRH, pero no la kisspeptina-10,
indujo la liberacion de LH y funcion lutea de corta duracion en 40 % de las becerras.
EX2: Se usaron becerras Cebu Sardo Negro agrupadas (n= 2/grupo) como pequenas
(146+2 kg), medianas (182+10 kg) o grandes (269+26 kg) que, de acuerdo a un
disenio permutable repetido, recibieron por infusién IV continua, a intervalo de una
semana, 0.5 6 1.0 pg de kisspeptina-10/kg/h durante 6 h. Ambas dosis de
kisspeptina-10 indujeron la liberacién LH pero ésta disminuy6 a partir de la tercera
hora de infusion, debido a una desensibilizacién hipotaldmica. Con respecto a 0.5 g,
1.0 pg de kisspeptina-10/kg indujo una mayor liberacién de LH en becerras pequerias
pero no en las medianas y grandes. Ninguna de las becerras involucradas en ambos
EX ovularon. En conclusion, la infusion IV mas no la SC de 0.5 pg de kisspeptina-10
induce la liberacion de LH en becerras pequenas, medianas o grandes, por lo que en
un tratamiento de 48 a 72 horas podria inducir la ovulacién en becerras relativamente

cercanas a la pubertad, como lo hace en borregas adultas.

PALABRAS CLAVE: becerras pre-puberes, kisspeptina, hormona luteinizante.
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INTRODUCCION

La kisspeptina es una familia de cuatro neuropéptidos estructuralmente relacionados
(kissppetina-54, -14, -13 y -10), resultantes de la escisidén proteolitica de la prepro-
kisspeptina, la cual es codificada por el gen Kiss-1 (Roa et al., 2008a). La kisspeptina
ha sido propuesta como un activador del eje reproductor, a través de la regulacion de
la actividad de la neuronas productoras de la hormona liberadora de las
gonadotropinas (GnRH) en el hipotalamo (Messager et al, 2005). Los cuatro
neuropéptidos mencionados se unen y activan al receptor de membrana denominado
GPR54 6 Kiss1r (Kotani et al.,, 2001) y esta localizado en las neuronas productoras
de GnRH (Messager et al., 2005).

Una vez activadas, las neuronas productoras de GnRH regulan la sintesis vy
secrecion de la hormona luteinizante (LH) y la foliculoestimulante (FSH). En ratas
(Roa et al., 2008b), borregas (Messager et al., 2005; Caraty et al., 2007) y becerras
(Santos et al.,, 2014) se ha evidenciado que la kisspeptina puede ser usada como
herramienta para manipular la secrecién de gonadotropinas hipofisiarias e inducir la
ovulacién. En borregas en anestro estacional, la infusién continua de 0.6 pug de
kisseptina-10/kg de peso por hora, durante seis horas indujo un incremento de LH y
FSH en sangre a partir de los 15 a 30 min de haber iniciado la infusién, induciendo la
concentracion maxima entre las 3 y las 4 h para luego retornar a niveles basales
entre las 8 y 10 h posteriores al inicio del tratamiento (Caraty et al., 2007); no
obstante, en un tratamiento de 24 6 48 h y con una dosis 50 % menor de kisspeptina-
10 (0.3 pg/kg por hora) se detectd un incremento adicional de LH de mayor magnitud
y la formacion de cuerpos luteos en mas del 80 % de las borregas (Caraty et al.,
2007; Sébert et al, 2010) por lo que la kisspeptina-10 aplicada en dosis
relativamente bajas y de una manera constante estimula la secrecién de las
gonadotropinas hipofisiarias en un formato adecuado para inducir la ovulaciéon en
hembras adultas.

Previamente demostramos que en becerras pre-puberes la aplicacion de 5 pug de
kisspeptina-10/kg de peso, en forma repetida induce incrementos de LH pero la
maxima respuesta disminuye con cada aplicacién sucesiva (Santos et al., 2014).
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Dicho tratamiento indujo la la formacion de cuerpo luteo en 2 de 7 becerras, mismas
que presentaron las mayores concentraciones circulantes del factor de crecimiento
parecido a la insulina-l (IGF-I) y las menores de leptina. Es factible que las becerras
que no formaron un cuerpo luteo en respuesta a kisspeptina-10 con pulsos repetidos
pudieran haber experimentado la desensibilizacién del eje gonadotrdpico, fenémeno
observado en ratas (Roa et al., 2008b), borregas (Messager et al., 2005) y monos
Rhesus (Seminara et al., 2006; Ramaswamy et al., 2007) adultos, tratadas mediante
la infusién de dosis elevadas de kisspeptina-10. Tomando esto en consideracién, en
un estudio con becerras pre-puberes de 8 a 9 meses de edad, en el que evaluamos
los efectos de 5, 4, 3, 2, 1 y 0.1 ug de kisspeptina-10/kg de peso vivo administrada
en forma de bolos cada dos horas (capitulo VII), se observé que excepto la dosis
menor, todas las demas disminuyeron la liberacibn de LH en las aplicaciones
subsecuentes a la primera por lo que asumimos que la dosis de kisspeptina-10 capaz
de inducir incrementos crecientes de LH en aplicaciones sucesivas, se encuentra
entre 0.1 y 1.0 pug/kg. Con base en lo antes discutido, en el presente estudio se
probaron las siguientes hipotesis: a) En becerras pre-puberes la dosis de
kisspeptina-10 en forma de infusién continua capaz de inducir incrementos de LH y
ovulaciéon es menor a 1.0 pg/kg/hora, b) La sensibilidad a la infusion continua de
kisspeptina-10 en términos de la respuesta de LH es dependiente el peso de las
becerras, y c) La infusién continua de 1.0 ug de kisspeptina-10/kg de peso induce
desensibilizacion del eje gonadotropico.

MATERIALES Y METODOS
Manejo general de los animales

Los procedimientos aplicados en el presente estudio fueron aprobados por el
Subcomité Institucional para el Cuidado de Animales en Experimentacion (Programa
de Posgrado, FMVZ, UNAM). El sitio experimental (Las Margaritas, Hueytamalco,
Puebla, México) estd ubicado en 192 51’ 03” N y 972 12’ 48” O y a 500 msnm. Al
inicio del tratamiento y durante una semana previa al mismo, todas las becerras
usadas en el presente estudio fueron pre-puberes, lo cual fue determinado por la
ausencia de actividad estral (dos observaciones/dia: 0700 y 1800 h), de cuerpo luteo
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(registro ultrasonografico de ovarios cada dos dias) y niveles sanguineos de
progesterona (P4) <1 ng/ml en muestras colectadas de la vena coccigea cada 2 a 3
dias. Los animales se alojaron individualmente en corrales de 2.5 x 4.5 metros, con
piso de cemento, area techada (2.5 x 2.7 metros), comederos y bebederos. En este
lugar permanecieron desde un mes antes de la administracion del tratamiento,
periodo en el que se sometieron a sujecién con reata (2 h/dia), cepillado de pelo y
acostumbramiento a la presencia de personas para su adaptacion al manejo. La
alimentacion consistio en forraje picado a libertad (heno de Avena; 94.82 % MS, 8.13
% PC y 2.3 Mcal de EM/kg), 2 a 4 kg de alimento concentrado al dia (94.49 % MS,
17.97 % PC y 2.5 Mcal de EM/KkQ), sales minerales y agua a libertad.

Materiales.

La kisspeptina-10 (Tyr-Asn-Trp-Asn-Ser-Phe-Gly-Leu-Arg-Tyr-NH2;  Proimmune,
Oxford, UK) fue garantizada para 95 % de pureza. La GnRH empleada fue
gonadolerina (Pyr-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2; Sanfer® D.F., México).
El dimetil sulféxido (DMSO) se adquirié de Fort Dodge® (D.F., México) y las bombas
osmdticas Alzet® (modelo 2ML1) de Durect Corporation (Cupertino, CA).

Experimento 1. Efecto de la infusion subcutanea de kisspeptina-10 en la
liberacion de LH y ovulacion.

Dieciocho becerras pre-puberes, Holstein o Suizo Pardo por Cebu (21.2+0.6 m de
edad; 264+9.5 kg de peso; media + EEM), fueron estratificadas por genotipo, edad y
peso, y asignadas al azar para recibir una infusién subcutanea durante 48 h de
solucion salina fisiologica (Control), kisspeptina-10 (0.1 é6 0.5 pg/kg/h) o GnRH
(1pg/h/animal; 4 a 5 animales/grupo). La GnRH fue empleada para comprobar la
capacidad hipofisiaria de las becerras para liberar LH, por lo que adicionalmente las
becerras de este grupo recibieron 4 ug de gonadolerina/animal cada hora mediante
bolo intravenoso. Tanto kisspeptina-10 como GnRH fueron diluidas en solucién salina
fisioldgica (SSF) con 15 % de DMSO, misma proporcion de diluyentes usada en el

grupo Control.
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La infusion de los tratamientos fue realizada mediante bomba osmética Alzet, previa
incubaciéon de cada solucién en forma individual por 12 h en tubos de centrifuga
(estériles de 50 ml; Nirko®) que contenian SSF a 37°C. La instalacién de cada
bomba fue subcutaneamente, en un area situada en la inmediacion posterior a la
escapula izquierda de los animales y cuyo método quirdrgico consistié en: rasurado
de piel (5x5 cm), desinfeccién del area con jabdn y solucion de lodopovidona
(Germisin®, Altamirano farmacéuticos de México; D.F., México), anestesia local
(lidocaina al 2 %, 2 mg/cm?; Pisacaina®, laboratorios Pisa; D.F., México), incisién de
piel con bisturi (2 cm en forma vertical), insercion subcutanea de la bomba osmética
(con el portal de liberacién hacia arriba), sutura con nylon (dos puntos) y desinfeccion
del area (Furazolidona®, laboratorios Pisa; D.F., México). Por su parte, el retiro de
las bombas (50 h post-instalacion) consistié en: desinfeccién del area con jaboén y
yodo, anestesia local, retiro de suturas, expulsiéon de las bombas mediante presion
digital, aplicacién local de antibidético a base de penicilina y estreptomicina
(Cambicilin®; Witthey de México SA de CV, D.F., México), sutura con nylon y
desinfeccion (Furazolidona® Pisa Agropecuaria SA de CV, D.F., México). Una vez
retiradas, las bombas osmaticas, fueron lavadas con SSF e incubadas nuevamente
en SSF con antibiético (Cambicilin®; Wittney de México SA de CV, D.F., México)

durante 12 h, de manera similar a lo descrito anteriormente.

Para evaluar el efecto de los tratamientos en la secrecion de LH, se colecté una
muestra de sangre cada 15 min en los periodos -0.5 a 6, 24 a 30 y 48 a 54 h con
respecto a la instalacion de las bombas osmoéticas; asi mismo se colecté una
muestra de sangre cada dos horas entre muestreos intensivos hasta las 72 h. La
coleccion sanguinea se realizo a través de un catéter estéril de plastico en una de las
venas yugulares (Sonda Kortex calibre 5 FR y longitud 90 cm; Catalogo K-733;
Trokar S.A de C.V). Para ello, la zona periyugular (5x5 cm) fue previamente rasurada
y anestesiada (lidocaina al 2 %, 2 mg/cm?). Las muestras fueron procesadas para
obtencién de suero (refrigeracion por 3 h y posterior centrifugacién a 1500 xg por 15
min). El suero fue congelado a -20 °C hasta determinar por radioinmunoanalisis (RIA)

la concentracion de LH.
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Durante el tratamiento y hasta 32 dias de iniciado el mismo, la ovulacién fue
monitoreada de acuerdo a la metodologia establecida por Calderén et al. (1996):
concentracion sanguinea de P4 mediante RIA, supervisién de conducta estral (2/dia:
0700 y 1800 h), inspeccién ultrasonografica de ovarios (cada dos dias). El equipo de
ultrasonografia fue un Kaixin 500 (Xuzhou Kaixin Electronic Instrument Co. Xuzhou,

Jiangsu, China) con transductor trans-rectal de 7.5 MHz.

Para determinar el estado corporal, metabdlico y reproductivo de las becerras al
inicio de la infusion, se registraron las siguientes variables: 1). Peso corporal, 2).
Ganancia diaria de peso (GDP) determinada a partir del registro de peso corporal a
su llegada a los corrales de experimentacién y al inicio del experimento; 3).
Condicién corporal (CC), calificada de manera independiente por tres personas
(Wildman et al., 1982; escala de 1 a 5 puntos, 1=emaciado y 5=0beso) y el promedio
de estas calificaciones se us6 como variable de respuesta; 4). Concentracion
sanguinea de IGF-l y leptina-(promedio de las concentraciones determinadas por RIA
de muestras tomadas a las -2, -1 y 0 h con relacion al inicio de la infusién); 5).
Diametro del foliculo dominante (FD), determinado por ultrasonografia un dia antes

de la infusién.

Pada determinar la viabilidad de las bombas osméticas para administrar kisspeptina-
10 (ambas dosis) y GnRH, en ocho becerras adicionales (7 a 8 meses de edad y
14011 kg de peso) se administré un bolo intravenoso de la solucién salina
fisiolégica contenida en los tubos de centrifuga en los cuales fueron incubadas las
bombas osméticas con kisspeptina-10, GnRH o SSF (2 animales por tratamiento). El
procedimiento fue realizado al inicio y al final del periodo experimental. En estos
animales, se determind la LH mediante RIA de muestras sanguineas colectadas de
la vena yugular a los 0, 15 y 30 min de la administracion de cada solucion
incubadora; el RIA para LH se describe posteriormente. Por otra parte, se determin6
la cantidad de solucion remanente en las bombas osméticas al finalizar los
procedimientos descritos, cuyos valores estuvieron dentro de valores pre-
establecidos para el modelo de bomba usada. Al inicio y final del periodo

experimental, la solucién incubadora de bombas osméticas Alzet® conteniendo
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kisspeptina-10 6 GnRH, indujo un incremento de LH en sangre (Fig. 1). Lo anterior
significa que durante el estudio las bombas osmdticas liberaron la kisspeptina-10 6
GnRH y que ambas sustancias permanecieron activas durante el periodo

experimental.

A 6 B 4 -®- Control
] - KiSS-0.1
- ~ 3 & KiSS-0.5
E 4 E & GnRH
> EN
£ £
T 2 T
| = 1
0- L4 0-
) ) ) ) ) )
0 15 30 0 15 30

Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 1. Respuesta de LH a una inyeccidn intravenosa (flecha) de la soluciéon incubadora de
bombas osmoticas (ALZET® model 2ML1), conteniendo ya sea kisspeptina-10 (KISS-0.1, KISS-
0.5), GnRH o solucion salina (Control), al inicio (A) y final (B) del experimento (media * error
estandar de la media). Las bombas osmoticas permanecieron durante 12 horas en la solucion
incubadora. Los grupos con kisspeptina-10 y GnRH difieren del Control a los 15 y 30 min
(p<0.05). n= 2/grupo.

Experimento 2. Efecto de la infusion intravenosa de kisspeptina-10 en la
liberacion de LH en becerras de de distinto peso corporal.

Seis becerras Cebu de la raza Sardo Negro, de 14612 (pequefias; n=2), 182+10
(medianas; n=2) y 269126 kg (grandes; n=2) fueron usadas en un disefo
experimental permutable repetido (Kuehl, 2001). Para ello, con un intervalo de una
semana, cada becerra recibi®é una infusion intravenosa de 0.5 6 1.0 ug de
kisspeptina-10/kg/h durante 6 h (asignacién aleatoria en las semanas 1 y 3); de esta
manera, cada becerra recibi6 ambos tratamientos en dos ocasiones y semanas

diferentes. El manejo y alimentacién de los animales fue similar al del explerimento 1.

La kisspeptina-10 fue administrada a través de una de las venas yugulares, mediante
sonda Tygon® (I.D. 2.52 y O.D. 9.7 mm; Cole Palmer, IL, USA) conectada a una
bomba de infusion kdScientific® (modelo KDS270; Holliston, MA, UK) con jeringas
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individuales (Terumo® de 60 ml; Terumo Medical de México SA de CV, D.F,,
México). De acuerdo al peso semanal, para cada animal y antes de su aplicacion, la
dosis de kisspeptina-10 correspondiente fue diluida en 30 ml de SSF con 0.5 % de
albumina sérica bovina (BSA; A7284; Sigma-Aldrich Quimica S.A. De C.V., Toluca,
México, México) y se administrdé simultdneamente a los seis animales, con una tasa
de liberacion de 5 ml de solucion/hora. Cada semana, las sondas fueron esterilizadas
en autoclave y doce horas antes de su uso fueron incubadas en SSF con 0.5 % de
BSA.

En cada semana de evaluacién, se colectaron muestras sanguineas cada 15 min,
desde 2 h antes del inicio de la infusién de kisspeptina-10 hasta dos horas después
de finalizado el tratamiento. En estas muestras, se determiné LH por RIA, previa
obtencién y almacenamiento del suero como fue descrito anteriormente. Ademas, en
cada semana de evaluacion se determind la concentracion sanguinea de IGF-1 y
leptina por RIA de muestras tomadas a las -2, -1 y 0 h con relacién al inicio de la
infusion, de cuyos valores se obtuvo el promedio de cada hormona. La obtencion de
sangre se realizd a través de un catéter que fue insertado en la vena yugular opuesta
a la de la infusién de kisspeptina-10. El catéter usado y el procedimiento empleado
para su instalacién fueron similares a los descritos en el experimento 1. Para la
colocacion de la sonda de infusion se siguié un procedimiento similar al descrito para

el catéter con que se obtuvieron las muestras sanguineas.

Al inicio del experimento y cada semana hasta el final del mismo, se reqistrd el peso
corporal y la condicién corporal de las beceras como fue descrito antes. De estos
registros se determind el promedio de la ganancia diaria de peso (GDP) y la

condicién corporal durante el estudio.

Para discriminar el sitio de desensibilizacién de la respuesta de LH a la infusién
continua de kisspeptina-10, una semana después de finalizado el presente estudio
(semana 5), cinco de las seis becerras recibieron una infusién intravenosa de 1.0 pg
de kisspeptina-10/kg/h durante 7 h y un bolo intravenoso de 5 ug de GnRH alas 5y
7 h de iniciada la infusion. Se colectaron muestras sanguineas cada 30 min de las 0
a las 4.5 h y a partir de ahi cada 15 min hasta la hora 8 posterior al inicio de la
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infusién. La obtencion de suero sanguineo fue de manera similar a la antes descrita 'y

de este material se cuantifico la LH mediante RIA.
Medicion de hormonas

El RIA para LH fue en fase liquida de 120 h de incubacién a 4° C, siguiendo el
procedimiento descrito por Arrieta et al (2006). La hormona USDA-bLH (AFP11743B)
se utilizé como trazador, incorporando Na'®| mediante el método del lodo-gen y para
la curva patron se usaron dosis desde 0.01 hasta 10 ng por tubo. El primer
anticuerpo generado en conejo correspondio a la hormona NIDDK-oLH-26 (anti-oLH-
26), validado en bovinos por Perera-Marin et al (2005), a una dilucién final de
1:400,000. La separacién de la fraccién unida de la fraccién libre fue realizada con un
segundo anticuerpo contra IgG de conejo generado en burro (dilucién 1:80). En cinco
ensayos la cantidad minima detectable de LH fue 0.03 ng/ml y los coeficientes de
variacion (CV) intra- e inter-ensayo fueron 6.73% y 6.57%, respectivamente. El RIA
para IGF-l1 fue un sistema en fase sélida (IGF-I-RIACT®, Cisbio Internacional,
Francia); la sensibilidad del ensayo fue de 5.86 ng/ml y el CV intra-ensayo fue 6.89
%. El RIA para leptina fue un sistema en fase liquida multiespecies (XL-85K, Linco
Research Inc, St. Charles, MO, USA), con una sensibilidad de 1.0 ng/ml y un CV
intra-ensayo de 7.93 %. El RIA para P4 fue un sistema en fase soélida (PROG-
CTRIA®, Cisbio Bioassay, Sorgues, France) cuya sensibilidad fue de 0.14 ng/ml, con
un CV intra-ensayo de 2.4 %.

Variables de respuesta.

Un incremento de LH inducido por kisspeptina-10 fue considerado cuando luego de
la instalacion de la bomba osmotica (experimento 1) o la bomba de infusion
(experimento 2), la concentracion de LH fue mayor al promedio mas dos
desviaciones estandar de la concentracion basal. En el experimento 1, la
concentracion basal fue el promedio de la LH registrada en las muestras -2, -1 y 0
con relacion a la instalacion de la bomba de infusidn. En el experimento 2, la
concentracion basal fue el promedio de la LH registrada en las muestras

recolectadas durante las dos horas previas a la instalacion de la bomba de infusién.
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Las variables asociadas con la magnitud del incremento de LH en respuesta a la

dosis de kisspeptina-10 fueron:

Experimento 1: Concentracion media y numero de pulsos de LH registrados en los
periodos 0 a 6, 24 a 30 y 48 a 54 h de iniciados los tratamientos. El criterio para
determinar un pulso de LH fue definido previamente (Arreguin-Arevalo y Nett, 2006);
para el analisis, la variable nimero de pulsos de LH fue transformada en arco seno.
Oleada preovulatoria de LH, misma que fue definida a partir del muestreo sanguineo
cada dos horas (0 a 72 h), usando como criterio un aumento en la concentracion de
LH en al menos dos muestras consecutivas mayores al promedio mas dos

desviaciones estandar de la concentracion basal.

Experimento 2. Area bajo la curva (AUC) y duracién del incremento de LH inducido
por kisspeptina-10. Para el AUC se us6 el método del trapecio y ésta se registro
como unidades arbitrarias. La duracién fue el periodo entre inicio de infusidn y ultima

concentracion de LH registrada en el AUC.
Analisis estadistico

La comparacion entre grupos experimentales de los valores al inicio de cada
experimento para peso corporal, CC, GDP, diametro del FD, concentracion
sanguinea de leptina, IGF-1 6 LH, se realiz6 mediante ANDEVA para disefios

completamente aleatorizados (DCA).

Para conocer las diferencias entre dosis de kisspeptina-10 a través del tiempo en la
concentracion sanguinea de LH se realiz6 un analisis de varianza (ANDEVA) con
mediciones repetidas usando para ello el procedimiento MIXED de SAS (SAS, 2002),
en cuyo modelo se incluyé la dosis, el tiempo de muestreo y la interaccion
dosis*tiempo; en este modelo, el animal fue anidado en el tratamiento y usado como
un efecto aleatorizado, mismo que fue el objeto de mediciones repetidas en una

estructura de covarianza.

En el caso de variables de respuesta que se registraron en varias ocasiones a través

del periodo experimental (concentracion media y numero de pulsos de LH) la
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comparacién fue mediante ANDEVA para un DCA con mediciones repetidas. En el
modelo experimental se incluyé dosis de kisspeptina-10, periodo y la interaccion
dosis x periodo.

El efecto de diferentes dosis de kisspeptina-10 en el AUC y la duracién del
incremento de LH para becerras de diferente peso corporal (experimento 2), fue
analizado mediante ANDEVA de dos factores (GLM de SAS, 2002); en el modelo se
incluy6 al grupo de peso corporal, dosis de kisspeptina-10 y la interaccién de ambos.
La concentracibn maxima de LH en respuesta a cada bolo intravenoso de GnRH
durante la infusién continua de kisspeptina-10 fue analizada mediante una prueba de
t para medidas pareadas. De igual manera, para conocer los cambios en la
concentracion de IGF-l y leptina a través de periodo experimental se aplicé una

prueba de t para medidas pareadas (inicial vs 2, 3 y 42 semana de estudio).

La separaciéon de medias se realizé con el procedimiento LSMEANS vy el criterio para

definir significancia de los efectos probados y diferencias entre medias fue (p<0.05).
RESULTADOS
Experimento 1

Al inicio del estudio, las becerras en los cuatro grupos experimentales fueron
homogéneos en las medidas corporales, estado ovarico y concentracion sérica de
IGF-I (Cuadro 1; p>0.05). Por coincidencia, la concentracién sérica de leptina fue
mayor en los animales del grupo KiSS-0.5 que en los de los grupos restantes (p<
0.05), los cuales a su vez fueron similares entre si (p>0.05).
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Cuadro 1. Media (x error estandar de la media) de las medidas corporales, diametro del foliculo
dominante (FD) y concentraciones sanguineas de leptin e IGF-I en becerras pre-puberes de los
grupos experimentales al inicio del estudio.

Tratamiento

Control KiSS-0.1 KiSS-0.5 GnRH
(n=4) (n=5) (n=4) (n=5)

Peso corporal, kg 264118 284120 286+18 294118 0.753
Condicién corporal, punto 2.91+0.12 2.6£0.20 2.8#0.12 2.7#0.15 0.782

Ganancia diaria de peso, kg 0.40+0.25 0.67#0.25 0.74#0.18 0.86+0.23 0.581

Leptina en suero, ng/ml 3.641.5° 54+1.2® 11.8+3.1° 4.8+0.88% 0.039
IGF-I en suero, ng/ml 103124 142124 103+18 1307 0.304
Diametro del FD, mm 7.720.7  9.9%1.0 7.610.7 8.3+1.3 0.693

a_ |iterales distintas entre columnas indican diferencia entre medias.

La capacidad hipofisiaria de las becerras para liberar LH fue comprobada, ya que la
GnRH indujo un marcado incremento en la concentracion sanguinea de dicha
gonadotropina (Fig. 2-A). En respuesta a GnRH, la LH alcanzé una concentracion
maxima entre las 2 y 3 h, disminuyendo progresivamente a partir de entonces, para
alcanzar niveles similares al resto de los grupos a las 12 h de iniciado el tratamiento.
Por ello, en el grupo GnRH, la concentracion media de LH de la 0 las 6 h de iniciados
los tratamientos también fue mayor (p<0.01) que la del resto de los grupos (Fig. 2-B).
A diferencia de GnRH, la infusién continua de kisspeptina-10 a dosis de 0.1 6 0.5
Hg/kg/h no alterd (p<0.05) las concentraciones sanguineas de LH (Fig. 2-A y B) ni la
pulsatilidad de la misma (Fig. 3), ya que los valores de estas variables fueron
similares (p>0.05) a los del grupo Control. Una vez retirados los tratamientos (periodo
de 48 a 54 h), la concentracién media (Fig. 2-B) y el numero de pulsos de LH (Fig. 3)
fueron similares (p>0.05) en los cuatro grupos experimentales.
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Figura 2. Perfil (A) y concentracion media (B) de la hormona luteinizante (LH) en becerras pre-
puberes tratadas durante 48 horas con una infusion subcutanea mediante bomba osmética
Alzet® de solucidon salina (Control), kisspeptina-10 (0.1 6 0.5 pg/kg/h) o GnRH (1 pg of
gonadorelina®/animal/h, mas un bolo intravenoso de 4 ug de gonadorelina/animal/h). En A, los
valores de LH corresponden a muestras de de sangre colectadas cada 2 h a partir de la
instalacion de la boma osmética (flecha o tiempo 0). En B son valores de LH del promedio de
muestras de sangre colectadas cada 15 min registradas de las 0 a 6, 24 a 30 y 48 a 54 h, desde
la instalacion de la bomba osmaética (tiempo 0). *p<0.01 vs resto de los grupos.

Durante el tratamiento y los siguientes 30 dias después de finalizados los
tratamientos, ninguna becerra manifest6 comportamiento de estro o actividad ovarica
ciclica. Sin embargo, 2 de 5 becerras del grupo GnRH (40 %) presentaron un
aumento transitorio de 2 a 3 dias en la concentracion sanguinea de P4 a partir del
dia 6 de iniciado el tratamiento. El aumento de progesterona no fue precedido por
oleada preovulatoria de LH, en el periodo de muestreo sanguineo, o por evidencias

ultrasonograficas de ovulacion o formacion de cuerpo luteo.
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Figura 3. Media (t error estandar de la media) del numero de pulsos de hormona luteinizante
(LH) en beceras pre-puberes tratadas durante 48 horas con una infusion subcutanea mediante
bomba osmética Alzet® de solucion salina (Control), kisspeptina-10 (0.1 6 0.5 ug/kgh/h) o GnRH
(1 pg de gonadorelina®/animal/h mas un bolo IV de 4 ug of gonadorelina/animal/h). Los valores
son la media (x error estandar de la media) de los pulsos registrados en los diferentes periodos
de muestreo sanguineo.

Experimento 2

En el cuadro 2 se presenta el peso corporal, la condicion corporal y la concentracién
sanguinea de IGF-I, leptina y LH al inicio del estudio. De la primera a la ultima
semana de experimentacion, la condicidén corporal de las becerras fue en promedio
de 2.8+0.15 puntos y la GDP de 0.34 kg/dia, sin diferencias entre grupos de peso
(p>0.05). Desde una semana antes y hasta una semana posterior al ultimo
tratamiento, todas las becerras presentaron concentraciones basales de P4 (<
0.5£0.01 ng/ml, promedio general) por lo que fueron consideradas pre-puberes.

106



Cuadro 2. Media (t error estandar de la media) de las medidas corporales y concentraciones
sanguineas de leptin, IGF-1 y LH en becerras pre-puberes de los grupos experimentales al inicio
del estudio.

Grupo de becerras

Pequenas Medianas Grandes p=
(n=2) (n=2) (n=2)
Peso corporal, kg 146.0#2.0°  182.0+10.0° 269.0+26.0° 0.026
Condicion corporal, punto 2.5+0.0 2.75+0.25 2.75£0.25 0.650
IGF-I en suero, ng/ml 162.2+44.0 162.9+22.0 162.8+401.0 1.000
Leptina en suero, ng/ml 3.88+1.25 6.04+1.42 7.54+4.16  0.650
LH basal, ng/ml 0.044+0.027 0.032+0.011  0.023+0.008 0.736

Durante el transcurso del estudio, la concentraciéon sanguinea de IGF-I presento un
incremento progresivo en todas las becerras (p<0.05; Fig. 4-A) y la de leptina se
presentd sin cambios a través del estudio (p>0.05; Fig. 4-B). En el periodo de estudio

no se detectaron diferencias significativas entre grupos de peso corporal (p>0.05).
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Figura 4. Media de la concentracion sanguinea del factor de crecimiento similar a la insulina |
(IGF-1) y leptina a través del estudio en becerras pre-puberes de los diferentes grupos de peso
corporal. h=2/grupo de peso.
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Independientemente del peso de los animales, 0.5 y 1.0 ug de kisspeptina-10/kg/h
aplicadas mediante infusién continua, por via intravenosa, indujeron un aumento en
la concentracién sanguinea de LH (Fig. 5-A, B y C). El patron hormonal para ambas
dosis de kisspeptina-10 consistié en un primer incremento de LH, seguido de un
segundo incremento de mayor magnitud cuyo valor maximo se registré alrededor de
las 3 h de iniciada la infusidn; luego de ello, se observd una disminucion progresiva
hasta alcanzar niveles basales a las 7-8 h de iniciado el tratamiento (1 a 2 h de
finalizado el tratamiento).
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Figura 5. Respuesta de LH a la infusion continua intravenosa de 0.5 (KiSS- 0.5) 6 1.0 (KiSS-1.0)
Hg de kisspeptina-10/kg/h, durante 6 h (linea punteada) en becerras pequefias (A; 146+2 kg),
medianas (B; 182110 kg) y grandes (C; 269126 kg). Los valores de LH provienen de muestras
sanguineas colectadas cada 15 min desde 2 horas antes y hasta dos horas después de
finalizada la infusion de kisspeptina-10. La linea horizontal corresponde a la media + dos
desviaciones estandar de la concentracion basal. *p<0.05. Notese los cambios en la escala del
eje Y. n= 4/dosis y grupo de peso corporal.

La magnitud de la respuesta de LH a kisspeptina-10 dependié de la dosis y peso de
los animales (interaccion dosis x peso: p<0.05). En becerras pequenas, el AUC de
LH en respuesta a 1 ug de kisspeptina-10/kg/h fue mayor (p<0.05) que a dosis de 0.5
ug/kg/h (Fig. 6-A); en cambio, en becerras medianas y grandes dicha variable fue
similar entre dosis de kisspeptina-10. La duracién del incremento de LH inducido por

0.5 6 1 ug de kisspeptina-10/kg de peso fue similar en todos los grupos de peso (Fig.
6-B).
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Figura 6. Area bajo la curva (AUC; A) y duracion (B) del incremento de hormona luteinizante
(LH) inducido por una infusion intravenosa de 0.5 (KiSS-0.5) 6 1.0 (KiSS-1.0) ug de kisspeptina-
10/kg/h durante seis horas en becerras clasificadas como pequenas (A; 14612 kg), medianas
(B; 182110 kg) o grandes (C; 269t kg). *literales distintas indican diferencias significativas
(p<0.05).

La administracion de GnRH como bolo intravenoso, durante la disminucion
progresiva de LH inducida por la infusion de 1 pg de kisspeptina-10/kg/hora, indujo
un aumento de LH (Fig. 7); el valor maximo de la respuesta de LH a la segunda

aplicacion de GnRH fue menor que la de la primera (p<0.05).
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Figura 7. Respuesta de LH a la infusion continua de 1.0 pg de kisspeptina-10/kg/h durante 7 h
(linea punteada) y un bolo intravenoso de 5 pug of GnRH/animal (flecha) aplicada alas 5y 7
horas después del inicio de la infusion en becerras pre-puberes (n= 5). + Representa valores
individuales y la linea continua es el promedio de valores contemporaneos.

DISCUSION

Para el primer experimento se eligio la infusidn de kisspeptina-10 por via subcutanea,
por ser ésta una manera practica para administrar tratamientos de relativa larga
duracién que potencialmente induzcan la ovulacion. Existen antecedentes que
demuestran la viabilidad de aplicar kisspeptina-54 por esa via y en dosis equimolares
(0.4 nmol/kg) con respecto a las usadas en el primer experimento (0.1 y 0.5 pg/kg/h)
para elevar significativamente los niveles sanguineos de las gonadotropinas
hipofisiarias en mujeres (Dhillo et al., 2007). Usamos la kisspeptina-10 debido a que
la actividad bioldgica de las cuatro kisspeptinas se ejerce a través de la fraccién C-
terminal, la cual se conserva a través de todas ellas (Kotani et al., 2001); ademas en

dosis equimolares (3.0 nmol/kg de peso, V), la kisspeptina-10 y la kisspeptina-54
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estimulan una respuesta similar de LH en ratas (Tovar et al., 2006). A pesar de lo
anterior, en el presente trabajo ninguna de las dosis de kisspeptina-10 administradas
en forma continua mediante bomba osmética y via subcutanea indujo cambios en la
secrecion de LH y tampoco se detect6é actividad ovulatoria o lutea en las becerras
tratadas con dicho neuropéptido. Una posibilidad de la falta de efectos de los
tratamientos aplicados es que las bombas utilizadas no son un vehiculo viable para
liberar kisspeptina; sin embargo, en este trabajo se corrobor6 que las bombas
liberaron el péptido hacia la solucion donde éstas se incubaron durante 12 h, antes y
después del periodo experimental (Fig. 1). Por tanto, las bombas liberaron el péptido
por lo que se determind que si es viable en método de administracion de kisspeptina-
10, quedando como causa alternativa que ambas dosis de kisspeptina-10
administradas por via subcutdnea son insuficientes para inducir la liberacion de LH
en becerras pre-puberes. En apoyo de lo anterior, en el segundo experimento
usamos la via intravenosa para aplicar 0.5 pg (dosis mayor del experimento 1) y 1.0
Ug de Kkisspeptina-10/kg de peso. En contraste con lo registrado con la via
subcutanea, ambas dosis aplicadas intravenosamente estimularon un aumento en la
liberacién de LH, resultado que enfatiza la insuficiencia de la dosis cuando se
administra por via subcutanea. Aparentemente, la degradacién o hidrolizacién de
kisspeptina-10 ocurrié antes de alcanzar niveles sanguineos efectivos para inducir
una respuesta a nivel hipotalamico; lo anterior es posible, ya que se ha documentado
que la presencia en sangre periférica de péptidos similares a kisspeptina-10 cuando
son administrados por via subcutanea es 34 % menor que cuando se administran por
via intravenosa (Handelsman et al., 1984) y que la vida media de la kisspeptina-10
en plasma de humanos es de 3.8 a 4.1 min (Jayasena et al., 2011). A diferencia de la
kisspeptina-10, la vida media de la kisspeptina-54 en plasma de humanos es de
24.941.7 min (Dhillo et al., 2005), por lo que aparentemente la degradacién antes
descrita no ocurre cuando se emplea kisspeptina-54 aun por via subcutanea
(Thompson et al., 2006; 2009).

Si bien la infusion intravenosa de 0.5 6 1.0 pg de kisspeptina-10 indujo la liberacion
de LH en el 100 % de las becerras; el efecto fue transitorio ya que tres horas
después del inicio de la infusidbn del péptido, la liberacion de LH fue inhibida,
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aparentemente debido a una desensibilizacion del eje gonadal a nivel hipotaldmico;
fenémeno reportado en ratas hembras adultas (Roa et al., 2008b) y monos Rhesus
cercanos a la pubertad (Seminara et al.,, 2006) que recibieron en forma de infusion
continua, respectivamente, kisspeptina-10 por via intracerebroventricular vy

kisspeptina-54 por via intravenosa.

La magnitud de la respuesta de LH a la infusidn intravenosa de kisspeptina-10 fue
afectada por la interaccion entre el peso de los animales y la dosis de kisspeptina-10,
ya que en becerras pequenas, la kisspeptina-10 en dosis de 1 ug/kg de peso indujo
una mayor liberacién de LH que con la dosis menor, pero tal diferencia no fue
observada en las becerras medianas y grandes. Una respuesta similar fue observada
en becerras de 100 a 232 kg de peso y de 7 a 11 meses de edad tratadas mediante
bolo intravenoso con dos dosis de kisspeptina-10 (capitulo V) en donde las becerras
con menor concentracion de IGF-I en sangre, y presumiblemente con menor
desarrollo somatico, presentaron una mayor respuesta de LH a una dosis alta de
kisspeptina-10 que con una dosis menor. Lo anterior indica que: a) las becerras
pequenas son altamente responsivas a una dosis alta de kisspeptina, y b) las
becerras pre-puberes con mas desarrollo somatico, responden de una manera
similar a diferentes dosis de kisspeptina-10. Lo anterior fue evidente en ratas
hembras (Castellano et al., 2006) en donde una dosis alta de kisspeptina-10 (1 pg/10
gr de peso) administrada en los ventriculos cerebrales indujo una mayor respuesta
de LH en los animales de 5 que en los de 15 dias de edad. Como discutido en
capitulo V, aparentemente la cantidad de receptores para kisspeptina en las
neuronas productoras de GnRH se mantiene constante durante el periodo pre-
puberal y esta cantidad se aumenta justo en la transicion puberal (Navarro et al.,
2004; Shahab et al., 2005) por lo que no esta claro el mecanismo implicado en la
variacion de la respuesta a la dosis mayor de kisspeptina-10 entre becerras
pequenas vs medianas y grandes. Una posibilidad, es que una dosis alta de
kisspeptina-10 mediante bolo intravenoso (capitulo V) o infusion continua (presente
estudio) induzca una mayor inhibicién del eje gonadotroopico en becerras con mas
desarrollo somatico como parece ocurrir en ratas adultas alimentadas de manera

normal y ciclando que cuando estaban restringidas nutricionalmente o en fase pre-
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puberal que fueron tratadas mediante infusion intracerebroventricular de kisspeptina-
10 (Roa et al., 2008b).

La respuesta de LH a 0.5 6 1.0 de kisspeptina-10/kg/hora por infusién intravenosa,
sigui6 un patron de liberacion similar e independientemente de la dosis y del peso de
los animales, es decir se observé un incremento de LH entre los 15 y 30 min con dos
picos de liberacidn, seguidos de una inhibicién a partir de la hora tres de iniciado el
tratamiento que se mantuvo hasta el final del intervalo de muestreo. En coincidencia
con nuestros resultados, ambos picos de liberacién de LH fueron observados en
mujeres en fase lutea del ciclo mestrual tratadas con un bolo subcutaneo de 0.4 nmol
de kisspeptina-54/kg de peso (Dhillo et al,, 2007) y en hombres adultos tratados
mediante infusién continua con GnRH (Bremner et al., 1974) por lo que la respuesta
bifasica de LH a una exposicion sostenida de kisspeptina puede ser atribuida a los
gonadotropos al ser éstos activados por la GnRH inducida por la kisspeptina.

Con respecto a la inhibicién de la LH, en este estudio observamos que durante el
periodo de disminuciéon de LH inducida por la infusién intravenosa de kisspeptina-10,
una aplicacion de GnRH en forma de bolo intravenoso fue capaz de inducir un
aumento de LH, lo cual indica que en becerras pre-puberes la desenibilizacién de la
secrecion de la LH es en un nivel superior a la hipdfisis, posiblemente inhibiendo la
activacién del receptor GPR54 a nivel de la terminales nerviosas de las neuronas
productoras de GnRH en la eminencia media, como se sugiere de estudios
realizados en ratones (d’Anglemont et al., 2008) y monos Rhesus (Seminara et al.,
2006). Alternativamente, es factible que la GnRH, inducida por kisspeptina-10,
también desensibilice a los gonadotropos ya que la segunda aplicacion de GnRH
(experimento 2) indujo una menor respuesta que la primera, mientras que en el
experimento 1, la GnRH administrada continuamente y en forma de bolo intravenoso
inhibié la secrecién de LH a partir de la hora 4 de iniciado el tratamiento. De hecho, la
informacién parece apoyar este mecanismo alternativo como mas viable, ya que se
determind (Messager et al., 2005) que la infusién continua de kisspeptina-10 en
borregas adultas anéstricas indujo una fuerte inhibicion de la secrecién de LH pero

una débil inhibicion de GnRH, lo cual pudiera indicar que los rumiantes presentan, en
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repuesta a la infusién continua de kisspeptina-10, una mayor inhibicion de los

gonadotropos a GnRH que de las neuronas productoras de GnRH a kisspeptina-10.

En el presente estudio, el patrén de LH inducido por la infusion intravenosa de
kisspeptina-10 fue similar al reportado en borregas en anestro estacional tratadas por
un tiempo similar (Caraty et al.,, 2007). En un estudio adicional con tratamientos de
mayor duracion (12, 24 y 48 horas; Sébert et al, 2010), se determin6 que la
kisspeptina-10 (0.3 pg/kg/h) induce un incremento inicial de LH, similar al descrito por
nosotros; sin embargo el aumento de LH en ese experimento fue seguido por un
incremento sostenido de estradiol que retroalimenté positivamente al hipotalamo para
inducir una oleada preovulatoria de LH. En nuestro estudio, ninguna becerra
manifesté actividad Iutea después de los tratamientos de kisspeptina-10, lo cual
permite sugerir que la ovulacibn seguida de actividad latea requiere de un
tratamiento de mayor duracién que induzca un aumento de estradiol y formacion de
cuerpo luteo, como fue demostrado en borregas en anestro estacional (Sébert et al.,
2010), en las que se indujo la ovulaciéon en un 75 % y 82 % de las borregas con la
infusién de kisspeptina-10 de 24 y 48 horas, respectivamente.

En ratas, el IGF-I induce la activacién transcripcional del gen Kiss1 en el inicio de la
pubertad (Hiney et al., 2009); mientras que en bovinos se determin6 que los niveles
sanguineos de IGF-1 estan asociados positivamente con la respuesta de LH a
kisspeptina-10 (Alamilla et al., 2013). En el experimento 1 del presente estudio, los
niveles sanguineos de IGF-I fueron similares entre tratamientos; y como
consecuencia la secrecién endégena de LH también fue similar. En becerras del
experimento 2, el IGF-lI fue similar al inicio del estudio y éste se increment6
progresivamente a través del experimento en una manera similar entre grupos de
peso, razén que podria explicar en parte la respuesta similar de la LH a la dosis baja
de kisspeptina-10. En cambio, la leptina fue mayor en el grupo tratado con 0.5 ug de
kisspeptina-10 (experimento 1) pero la concentracion media y el nimero de pulsos
de LH fueron similares al resto de los grupos. En estudios previos de la presente
investigacién, se demostrd que la leptina no altera los efectos de kisspeptina-10 en la
liberacién de LH (Santos et al., 2014) y otros investigadores la han propuesto como
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senal de origen metabdlico que permite el inicio de la pubertad (Garcia et al., 2002);
sin embargo, los resultados del presente estudio apoyan el concepto propuesto por
investigadores, quienes trabajaron con vaquillas lecheras (Block et al., 2003;
Chelikani et al., 2009), de que en bovinos no se requiere de un aumento de leptina
en sangre como condicion para el inicio de la pubertad. De hecho, en el experimento
2, la concentracion de leptina, aunque no difirio significativamente, las becerras de
mas peso corporal tuvieron la mayores concentraciones de dicha hormona y la
respuesta de LH a la dosis menor de kisspeptina-10 de estas becerras fue similar
comparada con la de las becerras de menor peso.

CONCLUSIONES
La infusién subcutanea de 0.5 pg de kisspeptina-10 o dosis menores, no es estimulo
suficiente para inducir la liberacion de LH y la ovulacion en becerras en edad cercana
a la pubertad. En cambio, la infusién intravenosa de kisspeptina-10 en dosis de 0.5
Hg/kg de peso induce la liberacion de LH en becerras de cualquier tamano y una
desensibilizacion del eje gonadotropico a nivel del hipotalamo.
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IX. DISCUSION GENERAL

En la presente disertacion se profundiz6 en el conocimiento relacionado con los
efectos de kisspeptina-10, administrada en forma de bolo intravenoso, en la
liberacién de LH, FSH y GH en becerras pre-puberes. Considerando la informacion
disponible, aparentemente esta es la primera vez que se reporta en becerras pre-
puberes la sensibilidad de la LH a diferentes dosis de kisspeptina-10, asi como los
efectos de ésta cuando se administra en forma repetida o de infusiéon continua sobre

la liberacion de la LH y la actividad ovarica.

En el experimento 1, se confirmd el potente efecto estimulatorio de kisspeptina en la
liberacién de LH y FSH. Adicionalmente se muestra que comparado con la FSH, la
via de liberacion de LH en los gonadotropos es mas sensible a kisspeptina y que la
variacidon de esa sensibilidad estd determinada, al menos parcialmente, por la
concentracion sanguinea de IGF-l, misma que aumenta con el peso y al acercarse la
pubertad. A diferencia de LH y FSH, el mecanismo de secrecion de GH en los
somatotropos no fue sensible a la kisspeptina exdgena, por lo que este neuropéptido
podria regular al eje somatotropico a nivel central o su efecto periférico podria estar
siendo modulado por factores no evaluados en el presente estudio, posiblemente
estradiol. A diferencia de IGF-I, la concentracién de leptina en sangre no modulé la
respuesta de LH, FSH o GH a kisspeptina-10 por lo que aparentemente dicha
hormona no es un factor limitante para las acciones de kisspeptina en la actividad de
los ejes neuroendocrinos reproductivo y somatico de las becerras pre-puberes.

En el experimento 2, |la kisspeptina-10 (5 pug/kg de peso) administrada de manera
repetida indujo incrementos de LH y la ovulacién en 28.5 % de las becerras. Esta
respuesta es semejante a la registrada en becerras pre-puberes tratadas con GnRH.
Aun asi, los resultados obtenidos en estos estudios se encuentran muy por debajo de
los obtenidos en corderas cercanas a la pubertad que fueron tratadas con
kisspeptina o GnRH, lo cual permiten sugerir que bajo las mismas condiciones
fisiolégicas, kisspeptina y GnRH administradas repetidamente tienen una capacidad
similar de inducir la ovulacién. En el presente estudio se demostré que las becerras
que formaron un cuerpo luteo en respuesta a kisspeptina-10 presentaron las
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mayores concentraciones de IGF-l y éstas concentraciones estuvieron
correlacionadas positivamente con el peso corporal, la condicion corporal y la altura a
la cruz; por lo que es pertinente proponer al IGF-I como un factor asociado al
desarrollo somatico que potencializa los efectos de kisspeptina en la actividad del eje
gonadotrépico de las becerras durante el inicio de la pubertad (Figura 8). En este
estudio, las becerras con cuerpo luteo en respuesta a kisspeptina-10 presentaron las
menores concentraciones de leptina en sangre, por lo que esta hormona no
representd una limitante para que la kisspeptina ejerciera su efecto estimulatorio en
LH y la formacién de cuerpo luteo en becerras pre-puberes, apoyando con ello el
concepto propuesto por otros autores de que en vaquillas y humanos la pubertad

también se presenta en individuos con muy bajas concentraciones de leptina.

En el experimento 3 se buscd una dosis de kisspeptina que fuera capaz de inducir
incrementos de LH similares o ascendentes en aplicaciones sucesivas, ya que en el
experimento anterior se observé que en la mayoria de las becerras la respuesta de
LH a aplicaciones repetidas de kisspeptina-10 disminuia a través del tiempo.
Ademas, los antecedentes indican que la infusién de kisspeptina en dosis menores a
1 ug/kg de peso, ya sea por uno o dos dias induce la ovulacion en borregas en
anestro estacional. Para ello, en este estudio se probaron seis dosis de kisspeptina-
10: 5, 4, 3, 2,1 y 0.1 ug/kg de peso administradas en forma de bolos intravenosos (3
bolos cada 2 h). Los resultados indicaron que todas las dosis estimularon la
liberacién de LH y que, excepto la dosis menor, el resto de las dosis indujeron una
disminucién en la magnitud de la respuesta de LH en las aplicaciones sucesivas. La
primera interpretacion de los resultados de este experimento es que la sensibilidad
del eje gonadotropico a la kisspeptina, en lo que se refiere a la liberacion de LH, se
encuentra dentro de un rango 50 veces menor a la dosis hasta ahora usada en
becerras pre-puberes. La segunda interpretacion, partiendo de que la dosis de 0.1
Hg/kg de peso indujo una liberacidén sostenida en aplicaciones sucesivas, es que la
dosis minina de kisspeptina capaz de inducir la liberacién de LH en una forma

ascendentes se encuentra entre 0.1 y 1 ug/kg de peso.
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Los resultados del estudio anterior parecieron representar un avance hacia la
identificacidon de la dosis adecuada de kisspeptina-10 para inducir la ovulacién,
mediante la infusion continua en hembras bovinas de sistemas tropicales de
produccién, los que se caracterizan por una edad tardia a la pubertad de sus
vaquillas de reemplazo. No obstante, la kisspeptina en dosis de 0.5 pg/kg aplicadas
mediante infusiéon subcutanea no indujo un aumento de LH y tampoco la actividad
ovulatoria/lutea en las becerras tratadas con dicho neuropéptido (experimento 4),
posiblemente debido a una degradacion que evité niveles sanguineos efectivos para
inducir una respuesta a nivel hipotalamico. A diferencia de la via subcutanea, la
kisspeptina-10 aplicada en forma de infusidon intravenosa en dosis de 0.5 6 1.0
Hg/kg/h durante seis horas, indujo un aumento de LH en becerras de 140 a 295 kg de
peso. Si bien la infusion intravenosa de 0.5 pug de kisspeptina-10 indujo la liberacion
de LH en todas las becerras, el efecto fue transitorio ya que luego de tres horas de
infusién se obervé una disminucidon de la LH, aparentemente debido a una
desensibilizacion del receptor GPR54, como ha sido propuesto para ratas hembras
adultas y monos Rhesus cercanos a la pubertad tratadas con dosis mayores de
kisspeptina-10. Una interpretacion de los resultados de este experimento es que la
dosis baja de kisspeptina-10, ya sean administradas en forma de bolo intravenoso o
infusiébn continua, es mas adecuada para usarse en las becerras mas pesadas,
consecuentemente mas cercanas a la pubertad, y las dosis mayor en las becerras
con menor peso y por tanto mas alejadas temporalmente de la misma. Es importante
sefalar que un patron de LH inducido por la infusién intravenosa de kisspeptina-10,
también fue reportado en borregas en anestro estacional, y que en un tratamiento en
borregas adultas de mayor duracién que el aqui efectuado, se indujo la ovulacion;
por lo que la inhibicion inducida por 0.5 pg de kisspeptina-10/kg/h puede ser temporal
y con un tratamiento de mayor duracién podria inducir la ovulacion en becerras peri-

puberales como lo hace en borregas adultas.
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X. CONCLUSIONES GENERALES

Los resultados del presente estudio permitieron profundizar e inferir sobre los

mecanismos fisiolégicos de la kisspeptina en la activacién puberal de las hembras

bovinas (Figura 8). En este aspecto se concluye que en becerras pre-puberes:

1.

El eje gonadotropico, pero no el somatotrdpico, es altamente sensible a la
kisspeptina exdgena.

La sensibilidad del sistema kisspeptinérgico y GnRHérgico cambia con el
desarrollo corporal y este cambio puede involucrar al IGF-I pero no a la

leptina.

La administraciéon de kisspeptina-10, imitando su liberacion pulsatil endégena,
es capaz de inducir incrementos consistentes de LH en todas las becerras y la
ovulacién seguida de formacion de un cuerpo luteo sélo en becerras con un

desarrollo somatico que mas se aproxima al de las becerras puberales.

La administracion de kisspeptina-10, imitando una secrecidn constante,
inicialmente estimula la liberacion de LH y luego de ello la inhibe;

posiblemente debido a una desensibilizacion hipotalamica.

Desde un punto de vista practico, en el presente estudio se concluye que:

1.

La manipulacion de la secrecion de la LH y por tanto del eje gonadotrépico de
las becerras pre-puberes puede ser ejercida con dosis de kisspeptina-10 muy
por debajo de la hasta ahora usada en becerras, lo cual representa una
disminucion significativa del costo para cuando se disefien tratamientos

reproductivos “comerciales” basados en dicho neuropéptido.

Es necesario evaluar otras dosis de kisspeptina que, mediante infusion
continua subcutanea o aplicacién intramuscular, evoquen los fenémenos

fisiolégicos que dirigen hacia el inicio de la pubertad de manera similar a los
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que la kisspeptina intravenosa dirige hacia la ovulacion en hembras adultas.
Solamente entonces, sera factible el desarrollo de una herramienta

util/practica para optimizar la reproduccion en hembras bovinas.

3. Considerando el efecto inhibitorio de la infusiéon continua de kisspeptina-10
sobre la secrecién de LH, un uso potencial del neuropéptido es el control de la
reproduccidn en especies cuyo propésito zootécnico no es la produccion

alimentos destinados a la aimentacion de los humanos.
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Figura 8. Modelo propuesto de los efectos de la kisspeptina en la actividad de los ejes
gonadotropico y somatotropico en becerras pre-puberes. Durante esta etapa reproductiva, se
infiere una baja secrecion enddgena de kisspeptina (s) desde las neuronas KNDy (de
kisspeptina/neurokinina B/dinorfina A) inducida por la retroalimentacion negativa del estradiol
ovarico; lo anterior resulta en una actividad de las neuronas GnRHérgicas limitada y por tanto
la secrecion pulsatil de GnRH disminuida. Los fectos de la kisspeptina-10 (Kiss-10) en la
actividad de los ejes gonadotropico y somatotropico para el inicio de la pubertad se resumen
en Conclusiones generales.
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