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RESUMEN

El objetivo principal de este trabajo ha consistido en estudiar, en hembras
caprinas Mediterraneas, el papel del fotoperiodo, la alimentacion y la melatonina
exogena en la regulacion de la secrecion de LH, analizando la importancia de diferentes
sistemas neuroendocrinos que pudieran estar implicados en su regulacion. También se
ha estudiado si las concentraciones plasmaticas de melatonina tienen relacion con la
estacionalidad reproductiva, en caprinos Mediterraneos, y si estas concentraciones
varian entre ambas venas yugulares.

Para la consecucion de estos objetivos se han llevado a cabo 4 experimentos que
se presentan a continuacion. EI manejo y desarrollo experimental se realizé de acuerdo
con las directrices espafiolas de proteccion de los animales utilizados en
experimentacion animal (RD 1201/2005) y fueron llevados a cabo por personal
entrenado. Todos los experimentos se realizaron en la Granja Experimental de la
Universidad de Huelva (latitud: 37° 12° N; longitud 6° 54° O) que cumple los
requerimientos de la Comision de la Unién Europea sobre Establecimientos dedicados a
Experimentacion (Directiva 86/609) y relativa a la proteccion de los animales utilizados
para fines cientificos (Directiva 2010/63).

En el experimento 1 la hipétesis de trabajo era que el fotoperiodo es el principal
factor medioambiental que controla la actividad hipofisaria en cabras y que la nutricién
puede ser un modulador del mismo. El experimento fue un disefio factorial 2 x 2, con el
fotoperiodo artificial y el nivel de alimentacién como factores de variacion. Para ello se
utilizaron cuarenta cabras adultas (3-4 afos de edad; 49,4 + 1,6 kg de peso vivoy 2,41 +
0,4 de condicién corporal) que fueron ovariectomizadas un mes antes del inicio del
experimento. Una semana antes de ser sometidas al tratamiento fotoperiodico
experimental se les colocd un implante de estradiol de 3 cm de longitud para asegurar
unas concentraciones plasmaticas constantes de estradiol. Desde el 15 de junio fueron
distribuidas en dos lotes equilibrados en funcion del peso vivo y condicion corporal y
expuestas a cuatro intervalos de 3 meses de dias largos (16 Luz: 8 Oscuridad; DL)
seguidos de 3 meses de dias cortos (8 Luz: 16 Oscuridad; DC) (Lote DLDC, N=20), o
viceversa (Lote DCDL, N=20). Las cabras de cada uno de estos lotes fueron divididos, a
su vez, en otros dos lotes en funcion del nivel de alimentacion que recibieron: Lote A,
recibié una alimentacion que cubria 1,1 veces sus necesidades energéticas de

mantenimiento (N=10) y lote B que recibio 0,7 veces sus necesidades energéticas de
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mantenimiento (N=10). Estos lotes también fueron equilibrados en funcién de su peso
vivo y condicion corporal.

Durante todo el periodo experimental, dos veces por semana, se extrajeron
muestras de sangre para analizar las concentraciones plasmaticas de LH v,
semanalmente, se control6 el peso vivo y la condicién corporal. Con el fin de establecer
la pulsatilidad de la secrecion de LH se realizaron tres periodos de muestreo intensivo:
(1) al inicio de la inhibicion de la secrecion de la LH, a los 27 dias de iniciarse los dias
largos, (2) durante la inhibicion de la secrecion de LH, tras 86 dias largos, y (3) al inicio
de la estimulacion de la secrecion de LH, transcurridos 55 dias cortos. Durante estos
periodos de muestreo las muestras de sangre fueron tomadas cada 10 minutos durante 6
horas.

Para comprobar que los animales interpretaban adecuadamente el fotoperiodo al
que estaban sometidos se extrajeron muestras de sangre para determinar las
concentraciones plasméticas de melatonina. Ese muestreo se llevo a cabo a los 45 dias
de estar las cabras sometidas a dias largos (lote DLDC) o dias cortos (lote DCDL), en la
transicion entre el segundo y tercer intervalo fotoperiddico. Las muestras de sangre se
extrajeron, a intervalos de una hora, durante 2 horas antes del apagado de las luces y
durante 2 horas después del encendido de las luces. Durante el resto del periodo de
oscuridad, las muestras se tomaron a intervalos de 2 horas. Las cabras fueron
muestreadas siempre en el mismo orden y en oscuridad, utilizando una lampara frontal
que emitia menos de 1 lux de intensidad de luz a la altura de los ojos de las hembras.
Estos muestreos fueron realizados por dos personas para extraer la sangre
simultadneamente y a la misma altura de ambas venas yugulares.

El fotoperiodo ejercio un claro efecto sobre las ganancias y pérdidas de peso
vivo (P<0,001), de manera que las hembras incrementaban su peso durante los dias
largos y perdian peso durante los dias cortos.

Las concentraciones plasmaticas de LH fueron modificadas tanto por el nivel de
alimentacion como por el tratamiento fotoperiodico en todos los grupos. A lo largo del
experimento, las concentraciones plasmaticas de LH del lote A fueron superiores al lote
B (0,60 + 0,01 ng/ml vs. 0,41 £+ 0,01 ng/ml, respectivamente; P<0,001). Igualmente, las
concentraciones plasmaticas de LH fueron superiores durante los dias cortos (0,58 +
0,01 ng/ml vs. 0,44 £ 0,01 ng/ml, para los dias cortos y dias largos, respectivamente;
P<0,001). El intervalo medio entre el cambio de dias largos a cortos y la estimulacion
de la secrecion de LH fue diferente para cada lote de alimentacion (45,7 £ 3,1 dias vs.
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65,8 £+ 2,1 dias, para el lote A y B, respectivamente; P<0,001). Igualmente ocurri6 con
el intervalo entre el cambio de dias cortos a dias largos y la inhibicién de la secrecion de
LH (29,6 £ 1,9 dias vs. 22,2 + 1,7 dias, para el lote A y B, respectivamente; P<0,05).

Durante los periodos intensivos de muestreo, el nivel de alimentacién no
modifico la frecuencia de pulsos de LH, pero si se dieron diferencias en cuanto a la
concentracion y frecuencia de pulsos de LH entre los diferentes periodos de muestreo
(P<0,001), siendo en el momento de estimulacién de la secrecion de LH por los dias
cortos cuando se observaron los valores mas elevados (0,84 + 0,02 ng/ml y 0,52 + 0,07
ng/ml; para concentracion y frecuencia de pulsos de LH, respectivamente).

Las concentraciones plasmaticas de melatonina fueron menores durante el dia
que en las horas de oscuridad (P<0,001), con importantes variaciones entre animales
(P<0,001) y entre los tratamientos fotoperiddicos, con mayores concentraciones en las
hembras que en ese momento estaban siendo sometidas a dias largos (45,8 + 3,6 pg/ml
vs. 34,9 + 1,7 pg/ml, para el lote DLDC y DCDL, respectivamente, P<0,01). Sin
embargo, no se observo efecto alguno del nivel de alimentacion. También se observo
una interaccion significativa entre vena yugular y animal (P<0,001).

En conjunto, los resultaron del presente experimento, confirmaron que las cabras
Mediterraneas son sensibles a los efectos del fotoperiodo, siendo éste el principal factor
medioambiental que puede controlar la actividad hipofisaria en condiciones naturales y
que la alimentacion juega un papel importante como modulador en el efecto que el
fotoperiodo ejerce sobre la secrecion de LH. Sin embargo, los niveles de alimentacién
utilizados parecen no modificar las concentraciones plasméticas de melatonina.

En el experimento 2 se investigd la posible implicacion de diferentes
mecanismos neuronales (opioideos enddgenos, sistema dopaminérgico y sistema
serotoninérgico) en la regulacion de la secrecion de la LH, en funcién del nivel de
alimentacién y en diferentes momentos del ciclo fotoperiddico. Es este experimento se
utilizaron 36 cabras adultas, ovariectomizadas un mes antes de comenzar el experimento
y portadoras de un implante de estradiol con las mismas caracteristicas que en el
experimento 1. Las hembras fueron distribuidas en dos lotes equilibrados en funcién de
su peso vivo y condicién corporal, recibiendo cada uno 1,1 (Lote A, N=18) 6 0,7 (Lote
B, N=18) veces sus necesidades energéticas de mantenimiento. Todas las cabras fueron
sometidas, durante 9 meses, de forma alternativa a 3 meses de dias largos (DL, 16 h luz)
seguidos de 3 meses de dias cortos (DC, 8 h luz) y finalizando con otros 3 meses de dias

largos. Dos veces por semana se extrajeron muestras de sangre para analizar las
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concentraciones plasméticas de LH y semanalmente se controld el peso vivo y la
condicion corporal.

Para determinar el papel de los diferentes sistemas neuronales que podrian estar
implicados en la regulacion de la secrecién de LH, se estudid el efecto de la
administracion intravenosa de naloxona (antagonista de los receptores opioideos
enddgenos), pimozide (antagonista de los receptores dopaminérgicos;) y cyproheptadina
(antagonista de los receptores serotoninérgicos 5-hidroxitriptamina,) sobre la secrecion
de LH. Previamente, se establecié cual era la dosis efectiva que estimulaba la secrecién
de LH de cada uno de los fa&rmacos. Esta prueba fue realizada en 3 diferentes momentos
a lo largo de las 6 semanas posteriores al cambio de DL a DC y se probaron 3 dosis
distintas por cada uno de los farmacos (baja, media y alta). Los animales que recibieron
las dosis fueron los mismos para cada farmaco y pertenecientes al lote A. Para evitar el
posible efecto de permanencia del farmaco en sangre se administré en primer lugar la
dosis baja, cinco dias después la dosis media y 7 dias después la dosis alta. Las dosis
utilizadas fueron: 0,50, 1,00 y 2,00 mg/kg peso vivo de naloxona; 0,25, 0,50 y 0,75
mg/kg peso vivo de pimozide; y 0,1, 0,25 y 0,75 mg/kg peso vivo de cyproheptadina.
Cada dosis de cada farmaco se aplicd a 3 cabras. Las muestras de sangre fueron
obtenidas a intervalos de 10 minutos durante 3 horas [1 hora antes de la inyeccion del
farmaco (periodo control) y 2 horas después de la administracion del farmaco (periodo
experimental)]. Solo las concentraciones mas altas en los 3 farmacos provocaron una
mayor elevacion en las concentraciones medias de LH. De este modo, las dosis
finalmente utilizadas fueron: 2, 0,75 y 0,75 mg/kg de peso vivo para la naloxona, el
pimozide y la cyproheptadina, respectivamente.

Una vez determinada la dosis efectiva que modificaba la secrecion de LH se
estudio el papel de cada uno de los farmacos en tres momentos diferentes del ciclo
fotoperiddico: al inicio de la estimulacion de la secrecion de LH por los dias cortos, al
inicio de la inhibicion de la secrecion de LH por efecto de los dias largos y durante la
inhibicidn por los dias largos. Las muestras de sangre fueron obtenidas a intervalos de
10 minutos durante 6 horas, divididos en 2 periodos de 3 horas: periodo control (antes
de aplicar el farmaco) y periodo tratamiento (tras la aplicacién del farmaco).

El peso vivo y la condicion corporal fueron superiores en el lote A (P<0,001).
De igual manera, las concentraciones plasmaticas de LH fueron superiores en este
mismo lote (0,59 £ 0,02 ng/ml) respecto al lote B (0,40 £ 0,01 ng/ml) (P<0,001) y
también durante los dias cortos con respecto a los dias largos (0,54 + 0,01 vs. 0,43 £
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0,01 ng/ml, para dias cortos y largos, respectivamente) (P<0,001). Ademas, se
observaron diferencias en las concentraciones medias de LH entre los grupos
nutricionales durante los dias cortos (0,65 + 0,02 vs. 0,44 £ 0,02 ng/ml, para los lotes A
y B, respectivamente; P<0,001) y los dias largos (0,51 + 0,02 vs. 0,35 + 0,02 ng/ml,
para los lotes A y B, respectivamente; P<0,001). El intervalo medio entre el cambio de
dias largos a dias cortos y la estimulacion de la secrecion de LH fue diferente entre
ambos niveles de alimentacién (46,6 + 3,8 dias vs. 65,4 + 2,5 dias, para el lote Ay B,
respectivamente; P<0,001). Igualmente, el intervalo entre el cambio de dias cortos a
dias largos y la inhibicion de la secrecion de LH fue més largo en el lote que estaba
mejor alimentado (27,9 + 1,6 dias) que en el peor alimentado (22,6 + 1,8 dias) (P<0,05).

Las concentraciones plasmaticas de LH del lote subalimentado sélo fueron
modificadas por la inyeccion de naloxona en el comienzo de la inhibicion de la
secrecion de LH por los dias largos. Sin embargo, el lote mejor alimentado respondio
con un incremento en las concentraciones (P<0,001) y pulsatilidad (P<0,05) de la
secrecion de LH tras la inyeccion de naloxona y cyproheptadina durante el comienzo de
la estimulacion de la secrecion la LH por los dias cortos y el comienzo de la inhibicion
de la secreciéon de la LH por los dias largos. Ademas, parece ser que el sistema
dopaminérgico esta implicado en el comienzo de la inhibicion de la secrecion de la LH
por los dias largos, puesto que en el lote bien alimentado la inyeccion de pimozide
incremento las concentraciones (P<0,001) y la pulsatilidad (P<0,05) de LH. Finalmente,
durante la inhibicion de la secrecién de la LH por los dias largos tanto el pimozide
como la cyproheptadina incrementaron las concentraciones plasmaticas de LH en el lote
A.

En el experimento 3 se estudid el efecto de la administracion intravenosa de
naloxona, pimozide, cyproheptadina y N-metil-D,L-aspéartico (NMDA, agonista de los
receptores de los aminoécidos excitatorios) sobre la secrecion de LH, en respuesta a la
aplicacion de melatonina exdgena en cabras Mediterraneas. Se realizd un disefio
factorial 2 x 2, incluyendo como factores de variacion el tratamiento de melatonina
exogena (Melovine®, CEVA Salud Animal, Barcelona, Espafia) (Melatonina: M;
Control: C) y el nivel de alimentacion (Alto: A; Bajo: B). Se seleccionaron 48 cabras
adultas, ovariectomizadas 1 mes antes de realizar el experimento y portadoras de un
implante de estradiol de 3 cm de longitud. Fueron distribuidas en dos lotes
experimentales, equilibrados en funcion de su peso vivo y condicion corporal, que

recibieron 1,1 (Lote A, N=24) 6 0,7 (Lote B, N=24) veces sus necesidades energéticas
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de mantenimiento. Todas las cabras fueron sometidas al mismo tratamiento
fotoperiddico que en el experimento 2. Tras la finalizacion del segundo periodo de dias
largos, la mitad de cada lote de alimentacion recibié un implante subcutaneo de
melatonina (Lotes AM, N=12 y BM, N=12 y Lotes AC, N=12 y BC, N=12), quedando
todos los animales en fotoperiodo de dias largos. Dos veces por semana se extrajeron
muestras de sangre para analizar las concentraciones plasmaticas de LH vy
semanalmente se control6 el peso vivo y la condicion corporal.

Para los farmacos utilizados en el experimento 2 se utilizaron dosis similares (2,
06 y 06 mg/kg de peso vivo de naloxona, pimozide y cyproheptadina,
respectivamente) y, previamente a la realizacion de este experimento, se determind la
dosis efectiva a administrar de NMDA. Para ello, se utilizaron 3 cabras del lote Ay se
les inyectd 3 dosis crecientes de NMDA (1, 2, and 4 mg/kg peso vivo), transcurriendo
48 horas entre una administracion y la siguiente. Las muestras de sangre fueron
obtenidas a intervalos de 10 minutos durante 3 horas [1 hora antes de la inyeccion del
farmaco (periodo control) y 2 horas después de la administracion del farmaco (periodo
experimental)]. Se demostrd que las concentraciones de LH se incrementaron mas
claramente con la dosis mas alta de NMDA usada (4 mg/kg de peso vivo) que fue,
finalmente, la utilizada en el experimento principal.

Una vez fijadas las dosis de cada farmaco, se determinaron las concentraciones
plasmaticas de LH en tres momentos distintos del tratamiento con melatonina: (1) el dia
anterior, dia -1; (2) a los 30 dias y (3) a los 45 dias de la colocacion del implante de
melatonina. En cada momento, cada animal, recibié naloxona y NMDA 5 dias més tarde
(N=6), o cyproheptadina y pimozide 5 dias mas tarde (utilizando otras 6 hembras). Esos
5 dias de intervalo se consideraron para permitir la eliminacion del farmaco previo. Los
farmacos fueron siempre administrados en el mismo orden. En cada momento, las
muestras de sangre se extrajeron cada 10 minutos durante 6 horas [3 hora antes de la
inyeccion del farmaco (periodo control) y 3 horas después de la administracion del
farmaco (periodo experimental)].

De nuevo, se observo un efecto significativo del nivel de alimentacion utilizado
sobre las concentraciones plasmaticas de LH, previamente a la colocacion del implante
(0,65 = 0,02 ng/ml vs. 0,45 + 0,01 ng/ml, para el lote A y B, respectivamente, P<0,01).
Ademas, se observaron mayores concentraciones de LH durante los dias cortos (0,57 +
0,02 ng/ml) que durante los dias largos (0,49 + 0,02 ng/ml) (P<0,001). Una vez

colocado el implante de melatonina las concentraciones de LH se incrementaron a los
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31,3 + 3,4 dias, independientemente del nivel de alimentacion. Sin embargo, se observé
una interaccion significativa entre el nivel de alimentacion y el tratamiento de
melatonina (P<0,05), de tal manera que las concentraciones de LH se incrementaron
mas claramente en el lote B tratado con melatonina.

En el dia -1, es decir, durante la plena inhibicion de la secrecion de la LH por los
dias largos, el NMDA increment6 las concentraciones (P<0,001) y la pulsatilidad
(P<0,05) de LH en ambos lotes de alimentacion y la cyproheptadina sélo en el lote A
(concentraciones: P<0,01 y pulsatilidad: P<0,05). A los 30 dias de la colocacion del
implante de melatonina, la naloxona incremento las concentraciones de LH en los lotes
tratados con melatonina (Lote AM: P<0,01 y lote BM: P<0,05) y el NMDA en las
cabras bien alimentadas (Lotes AM y AC: P<0,01). Respecto a la pulsatilidad de la LH,
solo se vio modificada por la inyeccion de naloxona y NMDA en el lote AM (P<0,05).
Finalmente, a los 45 dias de la colocacion del implante, la naloxona incrementd las
concentraciones de LH en el lote AM, la cyproheptadina en las cabras bien alimentadas
(AM y AC: P<0,01) y el NMDA en todos los lotes experimentales (P<0,01). Sin
embargo, la pulsatilidad de secrecion de LH s6lo se vio incrementada por la inyeccién
de cyproheptadina en el lote de hembras bien alimentadas (P<0,05).

Los resultados del presente experimento demuestran que en caprinos
Mediterraneos existe una clara interaccion entre el nivel de alimentacion y el
tratamiento con melatonina exogena. Se ha observado que el papel de los diferentes
mecanismos neuronales estudiados, que podrian estar implicados en la estimulacion de
la secrecion de la LH por la melatonina exdgena, es muy reducido. Asi, los opioideos
enddgenos (naloxona) parecen estar implicados en la estimulacion de la secrecion de
LH por la melatonina, ya que la naloxona incrementd las concentraciones de LH a los
30 dias de la colocacion del implante, independientemente del nivel de alimentaciony a
los 45 dias de la implantacién en las hembras que recibian una racion que cubria 1,1
veces sus necesidades energéticas de mantenimiento. El sistema serotoninérgico
(cyproheptadina) parece estar mas implicado en el control de la secrecién de LH por la
alimentacion que por la melatonina, ya que una respuesta positiva se observé a los 45
dias de la colocacion del implante, tanto en animales tratados con melatonina como en
los no tratados. En cuanto al papel de los aminoacidos excitatorios (NMDA), parece que
es un mecanismo que no esta implicado en la estimulacién de la secrecion de LH por la

melatonina, ya que se incrementd la secrecion de LH en el Lote A a los 30 dias de la
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colocacién del implante, independientemente del tratamiento con melatonina y en todas
las hembras a los 45 dias de su colocacion.

Finalmente, en el cuarto experimento, se investigd si las concentraciones
plasmaticas de melatonina absolutas (nocturnas) o relativas (ratio concentraciones
nocturnas/concentraciones diurna) estdn asociadas con la actividad reproductiva
estacional en cabras Mediterraneas de raza Payoya y si estas concentraciones de
melatonina varian entre las dos venas yugulares. Se utilizaron 32 cabras adultas enteras
que habian parido al menos 5 meses antes y que fueron mantenidas en condiciones de
fotoperiodo natural. Diariamente se controld el celo de las cabras mediante machos
enteros provistos de mandil y dos veces por semana se tomaron muestras de sangre para
la determinacion de las concentraciones plasmaticas de progesterona. Ademas, en cada
uno de los equinoccios y solsticios del afio se obtuvieron, de cada cabra, muestras de
sangre cada hora (3 nocturnas y 2 diurnas) para estudiar las concentraciones plasmaticas
de melatonina. Estas muestras fueron obtenidas simultdneamente de ambas venas
yugulares por dos personas. En el caso de las muestras nocturnas, se obtuvieron
utilizando ldmparas que emitian luz roja con una intensidad inferior a 1 lux a la altura de
los ojos de los animales.

Las concentraciones plasméticas de melatonina fueron menores en las muestras
diurnas que en las nocturnas para ambas venas yugulares (P<0,001). No se observaron
diferencias significativas entre ambas venas en relacion al momento de muestreo pero se
encontrd una elevada repetibilidad. Ademas, en las concentraciones nocturnas de
melatonina, existié una interaccion significativa entre vena yugular y animal (P<0,001).
Los analisis realizados indican que ni las concentraciones absolutas ni las relativas de
melatonina estuvieron relacionadas con las fechas de inicio o final de la actividad
reproductiva, ya fuera por la detecciéon de celo o por la actividad ovulatoria. Por lo
tanto, se puede concluir que (1) las concentraciones plasmaticas de melatonina son muy
variables entre ambas venas yugulares del mismo individuo pero no en la poblacién
general (2) las concentraciones de melatonina son altamente repetibles para un mismo
individuo y (3) la amplitud en las concentracion de melatonina absoluta o relativa no
estan relacionadas con la estacionalidad reproductiva.
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SUMMARY

The overall aim of this thesis was to study, in Mediterranean female goats,
which is the role of photoperiod, nutrition and exogenous melatonin in the regulation of
LH secretion, analyzing the importance of different neuroendocrine systems that may be
involved in its regulation. Likewise, we have examined whether plasma melatonin
concentrations vary between the two jugular veins and what is its relation with seasonal
reproductive activity in Mediterranean goats.

To achieve these objectives, we have conducted 4 experiments which are
presented below. The handling and experimental development were performed in strict
accordance with Spanish guidelines for the protection of experimental animals (RD
1201/2005) and were conducted by trained personnel. All experiments were performed
at the University of Huelva experimental farm (latitude 37 ° 12 'N; longitude 6 ° 54' W)
that meets the requirements of the European Community Commission for Scientific
Procedure Establishments (Directive 86/609) and related to the protection of animals
used for scientific purposes (Directive 2010/63).

In experiment 1 the working hypothesis was that the photoperiod is the main
environmental factor controlling pituitary activity in female Mediterranean goats, but
that its effect might be modulated by the level of nutrition. The experimental design was
a factorial 2 x 2 with photoperiod and nutritional treatments as factors of variation.
Forty adult goats (3-4 years of age, 49.4 £ 1.6 kg and 2.41 + 0.4 of body condition
score), ovariectomized one month before the beginning of the experiment, were used.
One week before the beginning of the experimental photoperiodic treatment, they
received a 3 cm-long subcutaneous silastic implant containing estradiol to ensure
constant plasma concentrations of estradiol. On 15" June the goats were randomly
assigned into two balanced groups according to live weight and body condition score
and exposed at intervals of 3 months of long days (16 h of light: 8 h of darkness; LD)
followed by 3 months of short days (8 h of light: 16 h of darkness; SD) (group LDSD,
N=20) or vice versa (group SDLD, N=20). Likewise, the does of each group, were
randomly assigned to one of two experimental nutrition groups: Group H, received 1.1
times their nutritional maintenance requirements (N=10) and group L, received 0.7
times their maintenance requirements (N=10). All groups were balanced in terms of

animal live weight and body condition score.
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For the entire observation period, blood samples were collected twice weekly to
analyze plasma LH concentrations and live weight and body condition score of all
animals were recorded weekly. In order to establish the pulsatility of LH secretion, there
were 3 intensive sampling periods: (1) at the onset of the inhibition of LH secretion,
after 27 d of long days, (2) during the inhibition of LH secretion, after 86 d of long
days, and (3) at the onset of stimulation of LH secretion, after 55 d of short days.
During these sampling periods, blood samples were taken at 10 minute intervals over a
period of 6 hours.

The nocturnal and diurnal plasma melatonin concentrations of the does were
assessed on day 45 in both the LDSD (under long days) and SDLD (under short days)
groups following the transition from the second to the third photoperiod interval. Blood
samples were taken at hourly intervals, starting and finishing 2 hours before and after
“lights off” or “lights on”, respectively. The does were always sampled in the same
order at each sampling time and under dim-red light and less than 1 lux at 20 cm,
avoiding any direct illumination of the eyes. These samples were taken via jugular
catheters by two operators ensuring simultaneous sampling from both jugular veins.

The photoperiod had a clear effect on live weight gains and losses of the does
(P<0.001), with an increase in live weight during the long day photoperiod and slight
reduction during the short days.

Plasma LH concentrations in all groups were modified by nutrition and
photoperiodic treatment. Throughout the experiment, plasma LH concentrations were
higher in the H group than in L group (0.60 = 0.01 ng/mL vs. 0.41 = 0.01 ng/mL,
respectively; P<0.001). Further, higher LH concentrations were observed during the
short day photoperiod (0.58 + 0.01 ng/mL vs. 0.44 = 0.01 ng/mL, for short days and
long day photoperiod respectively; P<0.001). The mean interval between the shift from
long to short days and the stimulation of LH secretion was different for each nutritional
group (45.7 £ 3.1 d vs. 65.8 + 2.1 d, for H and L group respectively; P<0.001).
Similarly, the mean interval between the shift from short to long days and the inhibition
of LH secretion was different between nutrition groups (29.6 + 1.9 d vs. 22.2 + 1.7 d,
for H and L group, respectively; P<0.05).

The frequency of LH pulses did not differ between nutrition groups during the
intensive sampling period, however, differences in concentration and LH pulse
frequency were observed between sampling periods (P<0.001), with higher pulse
frequencies at the time of the beginning of the stimulation of LH secretion by short days
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when higher values were observed (0.84 + 0.02 ng/mL and 0.52 + 0.07 ng/mL, for
concentration and LH pulse frequency, respectively).

Diurnal melatonin concentrations were lower than nocturnal (P<0.001), with
large variations between animals (P<0.001) and between photoperiodic groups, with
higher melatonin concentrations in the groups during the long day photoperiod (45.8
3.6 pg/mL vs. 34.9 + 1.7 pg/mL for LDSD and SDLD respectively; P<0.01), but no
significant differences appeared between the nutrition treatments. The interaction
jugular vein x animal had a significant effect on melatonin concentration (P<0.001).

All together, this data demonstrates that Mediterranean female goats are
sensitive to changes in photoperiod, and that this environmental cue may control the
timing of the breeding season under natural conditions and that nutrition modulates the
effect of photoperiod on LH secretion. However, nutrition would appear to have no
effect on melatonin concentrations.

In experiment 2, we studied which neural mechanism (endogenous opioid,
dopaminergic and serotonergic system) is involved in the regulation of LH secretion,
with and without nutritional modulation and at different times of the photoperiodic
cycle. Thirty-six adult female goats were used in this study. They were ovariectomized
one month before the onset of the experiment and simultaneously implanted
subcutaneously with an estradiol implant, as in experiment 1. Does were randomly
assigned into two experimental groups based on the provision of nutrition and balanced
for live weight and body condition score, each group receiving 1.1 (H group, N=18) or
0.7 (L group, N=18) times their maintenance requirements. All goats were exposed for
9 months to alternations of 3 months of long days (LD, 16 h light) and 3 months of short
days (SD, 8 h light) and ending with another 3 months of long days. Plasma LH
concentrations were measured twice a week and live weight and body condition score
were recorded weekly.

The effects of intravenous injections of naloxone (endogenous opioid receptor
antagonist), pimozide (dopaminergic, receptor antagonist) and cyproheptadine
(serotonin 5-hydroxytriptamine, receptor antagonist) on the LH secretion were studied.
A challenge was conducted in order to define the effective dose of each drug that
modifies LH concentrations in goats. This challenge was performed on 3 occasions over
6 weeks after the shift from LD to SD and 3 different doses were tested for each drug
(low, medium and high). The animals that received doses were the same for each drug
and all were in the H group. To avoid possible carry-over effects, the first time, the
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same goats received the lowest dose of each drug intravenously. Five days later, they
received the intermediate dose and 7 days later received the highest dose of each drug.
The doses used were: 0.50, 1.00 and 2.00 mg/kg live weight of naloxone; 0.25, 0.50 and
0.75 mg/kg live weight of pimozide; and 0.1, 0.25 and 0.75 mg/kg live weight of
cyproheptadine. Three goats received each dose of each drug. Blood samples were
collected at 10-minute intervals for 3 hours starting one hour before the injection of the
drug (control period) and continuing 2 hours after intravenous injection of the drug
(treatment period). Of all the doses used, only the highest in the 3 drugs elicited an
elevation in mean LH concentrations. Thus, the final doses used were 2, 0.75 and 0.75
mg/kg live weight for naloxone, pimozide and cyproheptadine, respectively.

Once the effective dose of each drug that modifies LH secretion was defined,
blood samples were assessed during tests in three different photoperiodic situations: the
onset of LH stimulation by short days, the onset of LH inhibition by long days and
during the LH inhibition by long days. The samples were collected at 10-minute
intervals for 6 hours and divided into 2 periods of 3 hours: control period (before the
injection of the drug) and treatment period (after drug intravenous injection).

Mean live weight and body condition score were higher in Group H (P<0.001).
Likewise, the LH concentrations were higher in Group H (0.59 = 0.02 vs. 0.40 + 0.01
ng/mL, for the H and L groups, respectively; P<0.001) and during the short day
photoperiod compared with long day photoperiod (0.54 + 0.01 vs. 0.43 + 0.01 ng/mL
for short and long days, respectively, P<0.001). Moreover, differences in mean LH
concentrations between nutritional groups were observed during short-day (0.65 + 0.02
vs. 0.44 + 0.02 ng/mL for the A and B groups, respectively, P<0.001) and long-day
experiments (0.51 £ 0.02 vs. 0.35 = 0.02 ng/mL for the A and B group, respectively,
P<0.001). The mean interval between the shift from long to short days and the
stimulation of the LH secretion differed between nutritional groups (46.6 = 3.8 d vs.
65.4 + 2.5 d for the H and L groups respectively, P<0.001). Similar results were
demonstrated with the mean interval between the change from short to long days at the
onset of the inhibition of LH secretion with a clear effect of nutrition (27.9 £ 1.6 d vs.
22.6 + 1.8 d for the H and L groups respectively, P<0.05).

Plasma LH concentrations of L group were increased by the injection of
naloxone at the onset of the inhibition of LH secretion by long days. However, during
the post injection period, naloxone and cyproheptadine induced a clear increase in LH
concentrations (P<0.001) and the mean number of pulses in the H group (P<0.05) at the
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onset of the stimulation of LH secretion by short days and at the beginning of the
inhibition of LH secretion by long days. Furthermore, we observed that the pimozide
injection increased the LH concentration (P<0.001) and the mean number of pulses in
the H group (P<0.05). These results demonstrated that the dopaminergic system is
involved during the onset of the inhibition of LH secretion by long days. Finally, during
the inhibition of LH secretion by long days both pimozide and cyproheptadine increased
LH concentrations in the H group.

In the 3" experiment we evaluated the effect of intravenous injections of
naloxone, pimozide, cyproheptadine and N-methyl-D,L-aspartic acid (NMDA,
excitatory amino acids agonist) in the stimulation of LH secretion by melatonin
implants in Mediterranean female goats. The experiment had a 2 x 2 factorial design,
including the implantation or not of exogenous melatonin (Melovine®, CEVA Salud
Animal, Barcelona, Spain) (Melatonin: M; Control: C) and the nutritional level (High:
H; Low: L) as factors. Forty-eight adult female goats were used, ovariectomized one
month before the start of the experiment and simultaneously implanted subcutaneously
with a 3 cm length implant of estradiol. Does were assigned to two experimental groups
based on the provision of nutrition and balanced for live weight and body condition
score receiving 1.1 (group H, N=24) or 0.7 (group L, N=24) times the nutritional
maintenance requirements. Both groups were subjected to the same photoperiodic
treatment as experiment 2. At the end of the second period of long days, each nutritional
group was divided into two subgroups, i.e., those received a subcutaneous melatonin
implant (Groups HM, N=12 and LM, N=12; and Groups HC, N=12 and LC, N=12), and
all animals were maintained under a long day photoperiod. Blood samples were
collected twice a week by jugular venipuncture to analyze LH concentrations. The live
weight and body condition score of all animals were recorded weekly.

For the drugs used in experiment 2, we used similar doses (2, 0.6 and 0.6 mg/kg
live weight for naloxone, pimozide and cyproheptadine, respectively). A dose response
curve for the effect of NMDA on LH secretion was constructed in a preliminary
experiment to determine the dosage to use in the main experiment, using 3 goats from
the H group. Three doses of NMDA were tested at 48 h intervals on the same animals
(1, 2, and 4 mg/kg live weight) in increasing order. LH secretion was assessed in serial
samples of jugular blood obtained every 10 minute during the hour preceding the drug

injection, and every 10 minute for 2 hours thereafter. After the injection of the highest
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dosage of NMDA (4 mg/kg live weight), the LH concentrations were higher, and this
dose was used for the main experiment.

Once settled the dose of each drug, plasma LH concentrations were determined
at different times following melatonin implantation: (1) the day before, day -1, (2) on
day 30, and (3) at 45 days after the melatonin subcutaneous implant. At each time, each
animal, received naloxone and then NMDA after 5 days (n=6), or cyproheptadine and
then pimozide after 5 days (using the other six females), the 5-day period allowing for
washout of the previously administered drug. Drugs were always administered in the
same order. During all drug challenges, blood samples were collected at 10 min
intervals 3 h before (control period) and 3 h after (drug period) the i.v. injection of the
drug or corresponding vehicle (controls).

Nutrition had a significant effect on LH secretion prior to melatonin
implantation (0.65 = 0.02 ng/mL vs. 0.45 + 0.01 ng/mL for the H and L groups
respectively, P<0.01). Further, higher LH concentrations were observed during the short
days (0.57 + 0.02 ng/mL) than during the long days (0.49 £ 0.02 ng/mL) (P<0.001). The
mean interval between melatonin implantation and the stimulation of LH secretion was
31.3 £ 3.4 days, with no differences between nutritional groups. An interaction between
nutrition and melatonin implantation (P<0.05) affecting LH secretion was also
observed, indicating that the LH concentrations increased more clearly in the L group
treated with melatonin.

On day -1, before melatonin implantation, at the time when LH secretion is
inhibited by long days, the NMDA treatment induced higher LH concentrations
(P<0.001) and pulsatility (P<0.05) in both the H and L groups and cyproheptadine only
in the H group (LH concentration: P<0.01 and LH pulsatility: P<0.05). On day 30, after
melatonin implantation, naloxone increased the LH concentrations during the post-
injection period in the implanted animals (HM group: P<0.01 and LM group: P<0.05)
and NMDA increased the LH concentrations in H groups (HM and HC group: P<0.01).
The injection of both naloxone and NMDA increased the mean number of LH pulses in
the HM animals (P<0.05). Finally, after 45 days of melatonin implantation, naloxone
increased LH concentrations in the HM group, cyproheptadine increased in well-fed
goats (HM and HC: P<0.01) and NMDA clearly increased LH concentrations in all
experimental groups (P<0.01). However, LH pulsatility was only increased by

cyproheptadine in the does of H groups (P<0.05).
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These results provide evidence of a clear interaction between nutrition and
exogenous melatonin treatment in Mediterranean female goats. In the present
experiment, it has been observed that the effects of different neural systems involved in
the stimulation of LH secretion by melatonin seem to be very small. Thus, endogenous
opioids (naloxone) appear to be most strongly involved in stimulating the LH secretion
by melatonin. Thirty days after implantation, naloxone increased LH concentrations
irrespective of level of nutrition and at 45 days after implantation in those animals that
received 1.1 times their nutritional maintenance requirements. The serotonergic system
(cyproheptadine) appears to be most influenced by nutritional level in the control of LH
secretion than melatonin, since a clear response was observed at 45 days after the
moment of melatonin implantation, irrespective of whether they received melatonin or
not. There is no evidence that supports the hypothesis that the stimulation of LH
secretion by excitatory amino acids (NMDA) may occur by melatonin influence since a
positive effect on the LH secretion was observed in the H group 30 days after
implantation, irrespective of whether they received melatonin or not, and in all does at
45 days after melatonin implantation.

Finally, in the fourth experiment, we investigated whether melatonin
concentrations vary between the two jugular veins and whether absolute (nocturnal) or
relative (nocturnal/diurnal ratio) plasma melatonin concentrations are associated with
seasonal reproductive activity in Mediterranean female goats of Payoya breed. Thirty-
two adult goats, which had kidded at least 5 months previously, were used and penned
under natural photoperiod. Oestrus activity was tested daily using entire aproned males
and blood samples were collected twice a week for progesterone concentrations.
Nocturnal and diurnal melatonin plasma concentrations from each jugular vein were
studied at each equinox and solstice of the year. These samples were assessed at hourly
intervals (3 nocturnal samples and 2 diurnal samples) from each goat. Blood samples
from the two jugular veins were obtained by venipuncture by two operators under dim
red light lamps, less than 1 lux of intensity at eye level, during the nocturnal phase.

Diurnal melatonin concentrations were lower than nocturnal in each jugular vein
(P<0.001). No differences between the two veins were observed related to sampling
period, but the coefficient of correlation between sampling periods was very high.
Additionally, there was a significant interaction (P<0.001) between jugular vein and
animal nocturnal melatonin concentrations. The analyses performed indicated that

neither the absolute nor the relative melatonin concentrations were related with the dates
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of onset or end of reproductive activity, either by oestrus detection or ovulatory activity.
Therefore, we can conclude that in goats (1) melatonin concentrations are highly
variable between jugular veins in the same individual but not in the general population,
(2) melatonin concentrations are highly repeatable for each individual, and (3) absolute
and relative amplitudes of melatonin concentrations are not linked to the seasonal

breeding activity in Mediterranean goats.
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JUSTIFICACION

La ganaderia es una de las actividades productivas que han acompafiado al
hombre desde tiempo inmemorial, forjando los patrones y principales aspectos de su
desarrollo historico y economico. Los pequefios rumiantes, dentro del cual se
encuentran los ovinos y caprinos, han ocupado desde siempre un escalafén importante
dentro de los sistemas de produccion tradicionales en Espafia. Estos han sido
considerados una actividad econémica importante en varias regiones, sobre todo en
zonas rurales donde predominan mayormente los sistemas extensivos y semiextensivos.
Este hecho se debe a que, por su reducido tamafio, se adaptan a zonas dificiles y poco
productivas, sobre todo el caprino, y a que tienen un aprovechamiento mas eficiente de
los recursos forrajeros. Todo estoha permitido a las poblaciones locales contar con este
ganado como medio de vida en diversas zonas, que van desde la montafia hasta el
desierto, donde otro rumiante no seria capaz de llegar.

Desde la incorporacion de Espafia en la Union Europea, la ganaderia caprina ha
tenido que hacer frente a una serie de situaciones no previstas en un principio, debido a
la apertura de las fronteras. Asi, a principios del afio 2010, el precio de la leche del
sector caprino experimenté una bajada alarmante debido a que su principal comprador,
Francia, empezd a importar leche proveniente de Holanda, con un precio de venta
ligeramente inferior al espafiol. A pesar de que el censo caprino se ha visto
incrementado, el numero de explotaciones se ha reducido, ya que lo que se busca
actualmente es la especializacion de la produccidn para hacer frente a estas dificultades
del mercado, lo que podria traducirse en conseguir una mayor productividad y eficiencia
en el futuro.

Por lo tanto, para lograr esto, es importante que la produccion de leche sea mas o
menos constante a lo largo del afio, evitando los altibajos de la produccion, debido a la
abundancia de leche en la primavera, por la concentracién de los partos. Esta
estacionalidad en la produccion resulta una desventaja para el ganadero, sobre todo por
la disminucidn de los precios de la leche y también del cabrito, que supone un ingreso
secundario en la produccion.

La estacionalidad es una estrategia adaptativa mediante la cual las especies
animales, mantenidas en su habitat natural, definen sus periodos de actividad

reproductiva segin las variaciones de horas de luz diurna a lo largo del afio
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(fotoperiodo), la situacion geografica (latitud), temperatura, disponibilidad de alimento,
interacciones sociales, etc. Esta adaptacion genética crea estrategias reproductivas
encaminadas a condicionar que la época de partos se produzca en la estacion del afio en
donde las condiciones ambientales, climaticas y de alimentacién sean mas favorables
para el crecimiento y desarrollo de las crias. En el caso de los pequefios rumiantes,
como los ovinos y caprinos, el periodo reproductivo se inicia con la luz decreciente del
otofio y el periodo de anestro estacional con el inicio de los dias crecientes de la
primavera. Este periodo de inactividad sexual constituye un importante factor al limitar
la productividad de la especie.

A diferencia de otras razas mas estacionales, las cabras del Mediterraneo (dentro
de las cuales se encuentran las razas espafiolas) no tienen un periodo de descanso
reproductivo tan marcado, de modo que puede permitir la aplicacion de técnicas de
manejo en funcion al grado de conocimiento del comportamiento reproductivo de la
especie que se tenga. Y aungue ya hay algunos tratamientos para estimular la actividad
sexual, el costo de estos tratamientos, a pesar de ser eficaces, los hace, en la mayoria de
los casos, inviables e impracticos comercialmente. Todo esto ha motivado, desde hace
varios afos, a la realizacion de estudios que permitan comprender l0os mecanismos que
controlan esta estacionalidad en la especie caprina.

En el ovino se han realizado numerosos estudios con el propdsito de explicar los
mecanismos neuroendocrinos que regulan su ciclo reproductivo anual y su relacion con
los cambios en el fotoperiodo. Particularmente, se han estudiado los neurotransmisores
que regulan la secreciéon de hormonas reproductivas especificas, tales como la GnRH y
la LH, de manera que se ha observado que en algunos aspectos los ovinos
Mediterraneos podrian presentar mecanismos neuroendocrinos que regulan la actividad
reproductiva de manera diferente a los ovinos del norte de Europa.

Sin embargo, hay una serie de hechos que nos hacen pensar que los mecanismos
neuroendocrinos que controlan la actividad reproductiva en caprino y ovino son
diferentes y no extrapolables de una especie a otra. En primer lugar, son muy escasos
los trabajos que han tratado de estudiar los aspectos reproductivos en caprino y mucho
menos en razas Mediterraneas; en segundo lugar, cuando se analiza la estacionalidad
reproductiva se observan importantes diferencias entre ambas especies, como lo
demuestran trabajos realizados por nuestro grupo en el afio 2005 con la raza caprina
Payoya, y en tercer lugar, se ha observado un diferente comportamiento en ambas
especies, en lo que al control fotoperiddico de la reproduccion se refiere, como es el
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caso del anestro estacional, la fotorrefractariedad a dias largos y cortos, e incluso en la
respuesta a los tratamientos fotoperiodicos difieren de una manera importante.

Desde hace algunos afos se han realizado trabajos para estudiar y demostrar que
el fotoperiodo es el principal factor que controla el patron reproductivo estacional en la
especie caprina. lgualmente se ha estudiado el efecto de la nutricién sobre el inicio y
duracion de la actividad reproductiva, encontrando este efecto mas marcado en las razas
poco estacionales como las Mediterraneas y las que se encuentran en las zonas del
trépico; puesto que el papel sincronizador por el fotoperiodo no resulta ser tan intenso y
puede ser facilmente modificable por otros factores. Por eso, los mecanismos
neuronales que regulan la secrecion de LH, influidos por los cambios en el feedback
negativo del estradiol sobre el eje hipotdlamo-hipofisis, podrian resultar distintos en las
razas Mediterraneas que en aquellas de altas latitudes.

La melatonina es un importante mediador de la reproduccion por su papel en la
respuesta a los efectos estimuladores e inhibidores de los dias cortos y largos,
respectivamente. En el caprino, el uso de implantes de melatonina no ha sido tan
generalizado como en el caso del ovino, donde ha demostrado tener bastante utilidad a
la hora de organizar el ritmo reproductivo anual de las explotaciones. La mayoria de los
estudios con melatonina, en el caprino, se han realizado con razas mas estacionales,
pero en las razas Mediterraneas se suelen usar otros metodos de manejo como el efecto
macho y los cambios en la alimentacion.

En los ovinos y caprinos, la accién de los mecanismos neuronales responsables
de la transduccion de las sefiales fotoperiddicas a sefiales endocrinas no esta
complemente dilucidado. Ademas, diversos estudios sobre esta transmision del mensaje
fotoperiddico demuestran que no es de forma directa, sino que existen unos
neurotransmisores responsables de estos cambios, como son los sistemas opioideos
endogenos, dopaminérgicos, serotoninérgicos y aminoacidos excitatorios, cuyos efectos
han sido estudiados en algunas razas ovinas. Sin embargo, no existe ningun trabajo que
demuestre si el efecto de esos neurotransmisores actda de la misma forma en el ganado
caprino Mediterraneo.

Por lo tanto, el proposito de los trabajos presentados en la presente memoria,
consiste en determinar cual es el papel del fotoperiodo en la regulacion de la
reproduccion en funcion del nivel de alimentacion y cuales son los mecanismos
neuronales involucrados en el control de dicho ciclo reproductivo de la hembra caprina

Mediterranea.
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(X-REQ
3*V
5-HTP
SHT2a
5-HT

Al5
5-HTPD
AAE
AANAT
Ach
AFMK

AHA

AHP
AMK
AMPA

AMPK

aMT6S
ARC

ASMT

AVPV
C

Ca*
cAMP
CcC

Receptor a de estradiol

Tercer ventriculo
5-hidroxitriptéfano

Receptor serotoninérgico
Serotonina (5-hidroxitriptamina)

Nucleo dopaminérgico A15
5-hidroxitriptéfano decarboxilasa
Aminoé&cidos excitatorios
arilalkilamina N-acetil-transferasa
Acetilcolina

N-acetil-N-formil-5-
metoxikynuramina
Area hipotalamica anterior

Area hipotalamica posterior
N-acetil-5-metoxikynuramina

Propionato de a-amino-3-hidroxi-
5-metil-4-isoxazol

Cinasa activada por monofosfato
de adenina  (AMP-activated
protein kinase)
6-sulfatoxi-melatonina

Nucleo Arcuato
N-acetilserotonina

metiltransferasa
Area anterio- y periventricular

Carbono

Calcio
Adenosin monofosfato ciclico
Condicion corporal

CK1o
CKle
CL
CM
CRH

CRY
CYP
DA
DHA
E>
EM

EOPs

Frq
FSH
GABA

GCS

GH
GHRH

GnRH

GPR54
HIOMT

HMV
HPM
IGF-1

Caseina kinasa 1 delta
Caseina kinasa 1 epsilon
Cuerpo luteo

Cuerpo mamilar

Hormona liberadora de
corticotropinas
Gen Criptocromo

Cyproheptadina

Sistema dopaminérgico
Area hipotalamica dorsal
Estradiol

Eminencia media

Opioideos enddgenos
(Endogenous Opioids
Peptides)

Gen Frequency

Hormona Foliculo Estimulante

Acido gamma-aminobutirico
(y-aminobutirico)
Ganglio Cervical Superior

Hormona del crecimiento

Hormona liberadora de la
hormona del crecimiento
Hormona Liberadora de
Gonadotropinas

KiSS1-derived peptide receptor

hidroxiindol-O-
metiltransferasa
Hipotalamo ventromedial

Area pre-mamilar

Factor de crecimiento
insulinico tipo 1 (Insulin-like
growth factor 1)
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IML

K+
Kainat

Kiss
LCR

L-DOPA
LH
LHRH
MARN
MBH
MEL

ml

NA

Na*
NAS

NEFA

NGL
NI/EM

NMD
NMDA
NPM
NPV
NPO

NSO
NSQ
NVM
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L-3-4-dihidroxifenilalanina
Hormona Luteinizante
LH-Releasing hormone
Acido ribonucleico mensajero
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Noradrenalina
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N-acetil-serotonina
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TNF-a
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estradiol

Progesterona
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Gen Period
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Prostaglandina dinoprostona
Prostaglandina F2alfa
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Peso vivo
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(releasing hormones)
Receso pineal

S-adenosil metionina
Secretoneurina

Sistema nervioso central
Testosterona

Factor de necrosis tumoral
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Peptido vasoconstrictor
intestinal
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Area preoptica ventromedial

Vena magna cerebral o vena
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1. LAESTACIONALIDAD REPRODUCTIVA EN EL GANADO CAPRINO

1.1. INTRODUCCION

La estacionalidad reproductiva es una estrategia adaptativa mediante la cual los
animales silvestres y algunos domésticos reducen los efectos de los cambios anuales de
temperatura y disponibilidad de alimento (Karsch et al., 1984). El motivo de esta
estacionalidad es que la actividad reproductiva tenga lugar durante un periodo concreto
para que los partos se produzcan en el momento més adecuado del afio y que las crias
nazcan y se desarrollen cuando las condiciones medioambientales sean las mas
favorables. De esta manera, las especies estacionales adaptan su periodo de actividad
reproductiva en funcién de la duracion de su gestacion para que la época de los partos
sea siempre en primavera (Hafez, 1952). Esta estacionalidad se mantiene en la mayoria
de las razas ovinas y caprinas originarias de latitudes medias y altas (>35°; Malpaux et
al., 1996), en las que el periodo de actividad reproductiva se corresponde con el otofio-
invierno (dias cortos o decrecientes) y el periodo de inactividad reproductiva con la
primavera y el verano (dias largos o crecientes).

La especie caprina se define como una “especie de dias cortos”, pues son éstos
los que estimulan su actividad reproductiva, mientras que los dias largos la inhiben. Este
hecho conlleva que en nuestras latitudes la cabra presente un periodo de actividad
reproductiva entre el mes de agosto y enero (Gomez-Brunet et al., 2003; Zarazaga et al.,
2005), y que incluso los machos tengan una importante reduccion de su libido durante la
primavera independientemente del nivel de alimentacion (Walkden-Brown et al.,
1994a,b; Delgadillo et al., 2004a; Zarazaga et al., 2009a). Sin embargo, en bovinos de
leche y porcinos, el proceso de domesticacion ha conducido a la pérdida casi total de
esta forma de reproduccion.

Este ciclo anual de reproduccion en los pequefios rumiantes esta ligado al
control de la actividad neuroendocrina gonadotropa por uno o varios factores
medioambientales, siendo el factor medioambiental mas repetible, de afio en afio, la
duracién del namero de horas de luz diarias o fotoperiodo. Es por tanto légico que sea el
principal factor externo que determina el comienzo o la finalizacion de la época de
actividad reproductiva (Bissonnette, 1941; Yeates, 1949; Karsch et al., 1984; Robinson
et al., 1985; Chemineau et al., 1988; Maeda et al., 1988; Valencia et al., 1990; Santa

Maria et al., 1990). Como consecuencia, esta estacionalidad reproductiva, produce
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importantes variaciones a lo largo del afio en la disponibilidad de sus productos,
principalmente carne y leche, con épocas de exceso o de escasez de oferta, lo que

provoca, al mismo tiempo, importantes variaciones en su precio.

1.2.  FISIOLOGIA DEL CICLO SEXUAL CAPRINO
1.2.1. EL CICLO ESTRAL Y PERFILES HORMONALES

El ciclo sexual o estral comprende los diferentes cambios morfolégicos y
fisiolégicos que ocurren en el ovario y tracto genital de la cabra no gestante que
controlan la expresion del celo (Fatet et al., 2010) y cuyo principal objetivo es la
preparacion de gametos femeninos funcionales y procurar las condiciones adecuadas
que permitan su fecundacion y nidacién en el caso de que se produzca la gestacion.
Estos cambios se suceden a intervalos mas o menos regulares que estan asociados a la
estacionalidad, definiendo de esta forma un periodo de anestro o inactividad
reproductiva y otro de actividad sexual (Chemineau y Delgadillo, 1994).

A lo largo de la estacion reproductiva, las hembras pueden pasar por varios
ciclos de celo sucesivos. El intervalo de tiempo entre celo y celo en la cabra suele ser de
20 a 21 dias, aunque esa duracion es variable, habiéndose observado en esta especie
ciclos cortos (de 3 a 9 dias) y ciclos largos (de 26 a 34 dias) (Sanchez, 1981; Valencia 'y
Sanchez, 1986; Chemineau et al., 1992a). En un estudio realizado en la raza Alpina, el
77% de las cabras presentaron un ciclo entre 17 a 25 dias, el 14% present6 una media de
8 dias y el 9% de 39 dias de duracion (Baril et al., 1993).

El ciclo estral se divide clasicamente en dos fases: la fase folicular que abarca la
fase de proestro y estro y la fase luteal que comprende el metaestro y el diestro (Figura
1). A lo largo de este ciclo, el ovario sufre una serie de cambios morfolégicos
(reclutamiento, crecimiento folicular y maduracion folicular) y fisiologicos (regulacion
endocrina) que culminan en la ovulacion (Fatet et al., 2010).

La fase folicular, tiene una duracion de unos 5-6 dias (se corresponden con los
dias 18-21 de un ciclo y 1-2 del ciclo siguiente) (Figura 1). Esta fase se divide en
proestro, que corresponde al periodo de reclutamiento, seleccion y dominancia
folicular, y que se caracteriza por unas crecientes concentraciones de estradiol,
producidas por los foliculos ovéricos en desarrollo, y que desencadena la salida en celo

de la hembra. Esta fase que se conoce como estro, se corresponde con el dia 0 del ciclo
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y se caracteriza por unas concentraciones maximas de 17f estradiol en sangre
producidas en los foliculos dominantes; finalizando con la ovulacion (Fatet et al., 2010).

Durante la fase folicular, la hormona foliculo estimulante (FSH), secretada por la
hipdfisis, estimula el crecimiento de los foliculos. En esta fase, se producen pequefios
picos de secrecion de gonadotropinas y estrégenos, que corresponden a los diferentes
periodos del crecimiento folicular. De éstos foliculos existentes, solo 2 6 3 son los que
alcanzan los 4 mm de diametro y son seleccionados para entrar en la fase dominante.
Bajo la influencia de la LH, estos foliculos alcanzan el estado preovulatorio (6-9 mm),
mientras que los foliculos subordinados degeneran por un mecanismo de atresia
folicular. Este hecho conlleva un incremento periférico de las concentraciones de 1745
estradiol, secretado por los foliculos de mayor tamafio, que induce el comportamiento
del estro y actla a través de un feedback positivo sobre el eje gonadotropo. En la cabra,
la duracion del periodo de receptividad sexual o celo es de 24 a 48 horas (un promedio
de 36 horas). Durante este periodo, se produce el pico preovulatorio de LH que aparece
entre las 7 a 18 horas después de iniciado el celo y alcanza niveles de esta hormona de
20 a 100 ng/ml (Valencia y Bustamante, 1986) y que provocara la ovulacion 20-26
horas después, produciendo también la luteinizacion de las células foliculares. El
momento exacto de la ovulacion, una vez iniciado el celo, varia de 9 a 37 horas,
coincidiendo generalmente con el final del periodo del celo (Fatet et al., 2010).

La PGF,, existente en la membrana folicular ovulatoria desintegra las células de
la teca y la tunica albuginea, activando el proceso de colagenolisis, vasoconstriccion y
apoptosis (o muerte celular) en la superficie del foliculo preovulatorio. La conversion de
PGE; en PGF,, en la teca, por accion de la enzima 9-keto-PGE2-reductasa que es
dependiente de la secrecion de progesterona folicular (Murdoch et al., 1986; 1991;
1993; Murdoch y Ferris, 1988; Murdoch y Cavender, 1989) Estudios realizados usando
indometacina (inhibidor de prostaglandinas) han demostrado que el incremento en la
secrecion de prostagladinas es necesario para la ruptura folicular ya que provocan la
liberacion de la enzima TNF-a (factor de necrosis tumoral-a) que se encuentra en la
pared de las células tecales endoteliales y produce un debilitamiento y adelgazamiento
de la pared apical folicular al acercarse la ovulacion, proceso conocido como
colagenolisis (Johnson et al., 1999; Murdoch y Lund, 1999). El rol potencial de la PGE;

es menos evidente que el de la PGF,,. Es posible que contrarreste en forma transitoria el
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efecto de vasoconstriccion de la PGF,,, promoviendo un edema folicular y distension de
la membrana folicular (Murdoch et al., 1983; Murdoch y Myers, 1983).

Este estrés provocado por la accién de las PGF,, a nivel de la membrana
folicular, seria el causante de su ruptura, provocando que el ovocito de segundo orden u
6vulo maduro, junto a la zona peltcida y células de la granulosa, sea liberado al exterior
(Murdoch et al., 1986; Murdoch et al., 1997; Johnson et al., 1999). La PGE, parece
estar implicada de igual modo en el proceso de dispersion de las células de la granulosa
(Eppig, 1981), maduracién del oocito (Downs y Longo, 1983) y proceso de
luteinizacion (Armstrong, 1981).

En ciertos casos, sobre todo en razas ovinas y caprinas estacionales (Rosa y
Bryant, 2003; Fatet et al., 2010) ocurren ovulaciones sin celo aparente (silenciosas), y
de forma inversa, celos anovulatorios. Estos estados son méas frecuentes durante los
periodos de transicion entre la época de anestro y la estacion reproductiva (Land et al.,
1973; Ortavant et al., 1988). A nivel endocrino, es sabido que durante el anestro
estacionario se dan ciclos de crecimiento y regresion foliculares e incluso se han
encontrado algunos foliculos tan grandes como los que se presentan en la fase folicular
del ciclo estral (Hutchinson y Robertson, 1966; Matton et al., 1977; Webb y Gauld,
1985). A lo largo del anestro estacional, los foliculos producen esteroides y muchos de
los efectos de feedback positivos y negativos de los esteroides sobre la secrecion de LH
contintan como si estuviera en época reproductiva y son los que provocan esos estados
de ovulaciones sin celo (Gordon, 1997).

Una vez finalizada la fase folicular, comienza la fase luteal que se inicia 5 dias
después de iniciado el estro y cuya duracion es de unos 16-18 dias. Esta fase se divide
en metaestro, cuando las concentraciones periféricas de progesterona comienzan a
aumentar y en diestro, cuando las concentraciones de progesterona se mantienen altas
hasta que ocurre la luteolisis (Fatet et al., 2010). Después de la ovulacion el foliculo
ovarico se transforma en el cuerpo Iuteo, donde se produce la progesterona (P4); esta
hormona influye sobre el hipotalamo para reducir la secrecion de GnRH e impedir un
nuevo celo y ovulacion. La progesterona desempefia un papel esencial de
retroalimentacion o feedback negativo en la regulacién de las gonadotropinas durante el
ciclo, prepara el endometrio para la implantacion y mantiene la gestacion. En caprino es

indispensable contar con la presencia de este cuerpo liteo (CL) funcional para el
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mantenimiento de la gestacion (Hunzicker-Dunn y Mayo, 2006). Tras la ovulacion, las
concentraciones de progesterona se incrementan rapidamente desde el dia 4 al dia 13.

Si no hay fecundacion o el ciclo no ha sido fértil, la funcién luteal decrece como
consecuencia de la regresion del cuerpo luteo o lutedlisis debido a la liberacion de
prostaglandinas (PGF,,) por parte del Utero, y se prepara al ovario para el inicio de un

nuevo ciclo sexual (Chemineau et al., 1988; Baril et al., 1993).

1.2.2. CONTROL NEUROENDOCRINO DEL CICLO ESTRAL Y SUS
INTERRELACIONES

1.2.2.1. CONTROL HIPOTALAMICO

El hipotdlamo es una region del cerebro que controla un gran nimero de
funciones corporales (Figura 2). Se sitla en la zona media de la base cerebral rodeando
a la porcion ventral del tercer ventriculo (Lincoln, 1992). Limita cranealmente con el
quiasma 6ptico, caudalmente con los cuerpos mamilares y dorsal y ventralmente con el
talamo y la eminencia media, respectivamente (Figura 3). Su importancia radica en su
funcion como regulador nervioso y endocrinoldgico, es decir, funciona como
transductor, cambiando la informacion neuronal a humoral y sirviendo de intermediario
entre el sistema nervioso central (SNC) y la hipofisis (Malven, 1993).

El hipotdlamo se compone de neuronas que funcionan como transductores
celulares, que presentan funciones tanto endocrinas como neuronales, que se agrupan en
masas conocidas como nucleos, y entre ellos se establece una compleja red de fibras
mielinicas y amielinicas. Estos ndcleos tienen diversas funciones, contribuyendo a la
modulacion funcional de muchos procesos bioldgicos, por ejemplo, en la parte craneal
del hipotdlamo se encuentran los ndcleos que modulan la temperatura corporal
(Domanski et al., 1991) y la sintesis de la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH), de la cual se hablara posteriormente. Pero no es, ni mucho menos, la Unica
sustancia producida a este nivel. Asi, otros importantes péptidos secretados son la
hormona liberadora de tirotropina (TRH), la hormona liberadora de corticotropina
(CRH), la hormona liberadora de la hormona del crecimiento o GH (GHRH) o la

somastostatina (hormona inhibidora de la secrecion de GH).
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Figura 2. Esquema representativo del eje hipotalamo-hipofisiario-gonadal. El hipotalamo actlia como un
centro integrador de sefiales, en respuesta a las cuales secreta una serie de hormonas liberadoras a la

hipofisis, regulando la secrecion de hormonas hipofisiarias (adaptado de Gutiérrez, 2009).
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- HORMONA LIBERADORA DE GONADOTROPINAS (GnRH)

La GnRH (Gonadotrophin-Releasing Hormone) o LHRH (LH-Releasing
Hormone) es la hormona mas importante de las que se secretan en el hipotdlamo desde
un punto de vista reproductivo. Es un decapéptido perteneciente al grupo de las
hormonas liberadoras (Releasing Hormones, RH), que como tales, ejercen su accion
uniéndose a receptores especificos localizados en la superficie de células “diana”, donde
se liberara la hormona deseada. Tras esta union especifica, se activa la enzima adenil-
ciclasa, que convierte el ATP en AMP ciclico (CAMP) que actla como mensajero
intracelular provocando que la membrana celular se vuelva mas permeable al ion Ca*™.
Este i6n incrementa la contraccion de los miofilamentos que dirigen los granulos que
contienen la hormona hacia la periferia y producen su liberacion al exterior (McDonald,
1989).
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Figura 3. Dibujo esquematico mostrando el hipotadlamo y la hipdfisis con sus partes. ARC, nucleo
arcuato; AHA, area hipotalamica anterior; DHA, area hipotalamica dorsal; NMD, nlcleo medial dorsal;
EM, eminencia media; CM, cuerpo mamilar; NPM, nicleo pre-mamilar; QOp, quiasma 6ptico; NPV,
nacleo paraventricular; NPO, nlcleo preodptico; AHP, area hipotalamica posterior; NSQ, nucleo
supraquiasmatico; NSO, nucleo supradptico; NVM, nucleo ventromedial [adaptado de Lincoln (2002) y
Gutiérrez (2009)].
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Las neuronas GnRH tienen su origen en la placa embrionaria olfatoria
(Schawanzel-Fukuda y Pfaff, 1989) y, durante el desarrollo fetal, migran hacia el
cerebro, ocupando principalmente dos nucleos de la parte mas ventral del diencéfalo
que son: el hipotdlamo mediobasal (primates y humanos) y el area predptica (POA) en
el caso de roedores y ovino. Su localizacion exacta puede variar entre especies. Estas
neuronas envian sus axones hacia la parte externa de la eminencia media, que se
localiza en la base del hipotdlamo, donde la GnRH es liberada a los capilares del
sistema portal-hipofisiario y por la via del tracto septo-6ptico infundibular alcanza las
células gonadotropas de la hipofisis anterior o adenohipofisis donde estimula la
secrecion de las siguientes gonadotropinas: la hormona foliculo estimulante (FSH) y la

hormona luteinizante (LH) (Karsch et al., 1984; Barrell et al., 1992). Los lugares donde
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la GnRH tiene receptores, también llamadas areas blanco, involucran ademas al sistema
limbico, el centro gris del mesencéfalo y al sistema olfatorio, este Gltimo, involucrado
con el comportamiento sexual por la deteccion de feromonas (Goodman y Gilmans,
1990).

Una vez liberadas, las gonadotropinas se dirigen hacia las génadas para
promover el crecimiento folicular y la produccion de estradiol (E;), que a su vez
estimula la secrecion ciclica de GnRH y, como consecuencia, la liberacion de LH a
nivel hipofisiario. Estas acciones desencadenan la ovulacion a nivel del ovario, lo que
determina los acontecimientos del ciclo sexual durante la estacion reproductiva (Clarke
y Cummings, 1985; Evans et al., 2003). La liberacion de GnRH tambien esta controlada
por factores tanto internos como externos entre los que destacan el metabolismo, la
sensibilidad a los esteroides gonadales, la melatonina, la nutricién, el desarrollo, el
fotoperiodo, entre otros (Legan y Karsch, 1980). Estos factores causan una clara
reduccion en la secrecion de gonadotropinas durante el anestro estacional (Henniawati
et al., 1995; Zarazaga et al., 2005), lo que podria reflejarse en cambios en la accion del
estradiol sobre la liberacion de GnRH (Karsch et al., 1993).

La secrecion de GnRH es de tipo pulsatil, y la frecuencia y amplitud de los
pulsos varia a lo largo del ciclo sexual determinando sus acontecimientos durante la
estacion reproductiva. Debido a que las concentraciones de GnRH so6lo pueden ser
medidas a nivel de la circulacion portal hipotdlamo-hipofisiaria, siempre ha significado
una dificultad el momento de explicar la naturaleza de la secrecion de la GnRH (Barrell
et al., 1992). Dicha secrecién esté inhibida durante la fase luteal del ciclo estral a causa
de los elevados niveles de progesterona producida por el cuerpo luteo (Karsch et al.,
1987), situacion que cambia tras la luteolisis, ya que la brusca caida de los niveles
plasmaticos de progesterona provoca un aumento en los pulsos de GnRH y LH (Clarke
et al., 1987), estimulando la secrecion de estradiol en la fase folicular que inicia el pico
preovulatorio de GnRH y LH, y que desencadena la ovulacion (Clarke, 1988; Moenter
et al., 1991) (como ya se describi6 en el apartado anterior). La frecuencia de pulsos de
GnRH, y por lo tanto de LH, también se reducen considerablemente durante el periodo
de anestro estacionario, llegando a presentarse un ritmo de un pulso cada 12 horas
(Barrel et al., 1992). Esta baja frecuencia no se debe a una alteracion en la capacidad

neurosecretora de la GnRH, ya que la ovariectomia conlleva un claro aumento de la
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pulsatilidad de GnRH en el periodo de inactividad sexual (Karsch et al., 1993) (Figura
4).

Dado que las concentraciones basales de estradiol, como las de la fase folicular,
suprimen la secrecién pulsatil de GnRH durante el anestro y no en estacion sexual
(Moenter et al., 1990; Barrel et al., 1992; Karsch et al., 1993), parece confirmar el
hecho de que la variacion estacional de la frecuencia de pulsos de GnRH, y por lo tanto
de LH, es consecuencia de un cambio en la respuesta hipotaldmica al feedback negativo
del estradiol en funcién del fotoperiodo prevalente (Karsch et al., 1980; Webster y
Haresign, 1983). Por ello, las hembras ovariectomizadas y portadoras de un implante de
estradiol (OVX+E;) es un modelo experimental ampliamente utilizado para realizar
trabajos en los que se pretende demostrar la estacionalidad reproductiva de la hembra.
El motivo es que, este modelo experimental refleja claramente los cambios en la
sensibilidad del eje hipotadlamo-hipdfisis al estradiol, ya que dichos implantes logran
unas concentraciones constantes de la hormona a lo largo del afio (Legan et al., 1977;
Goodman et al., 1981). A su vez, otros sistemas de neuronas (catecolaminérgicas y
opioidérgicas) participan en la integracion de la informacion del medio externo (luz,
temperatura, olores, interacciones sociales) e interno (concentracion de esteroides)
regulando la secrecion de GnRH (Kalra y Kalra, 1984).

En la mayoria de los estados fisiologicos de la vida reproductiva se ha podido
demostrar una relacion temporal entre la sefial hipotalamica (pulsos de GnRH) y la
respuesta hipofisiaria (pulsos de LH) (Clarke y Cummings, 1982). Sin embargo, en
algunas situaciones especiales en las que la frecuencia de pulsos de GnRH se dispara,
por ejemplo en la descarga preovulatoria, la naturaleza pulsatil de la LH puede quedar
bloqueada debido a un incremento de sus niveles basales (Caraty et al., 1987). A pesar
de que se acepta esta relacidn, aun no esta claro cual es el papel de la GnRH sobre la
descarga preovulatoria de LH, y por lo tanto, sobre la ovulacion. Existen algunas teorias
para explicar esta situacion, por ejemplo la teoria del modelo deterministico indica que
es necesario gque exista una descarga previa de GnRH para inducir el pico preovulatorio

de LH y por lo tanto la ovulacion.
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Figura 4. Frecuencia de pulsos de GnRH y LH en ovejas ovariectomizadas (OVX) u ovariectomizadas e
implantadas con estradiol (OVX+E,) durante la estacion sexual y el anoestro estacionario (adaptado de
Karsch et al., 1993).
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Otra de las teorias propuestas, Ilamada modelo permisivo, dice que ese aumento
de GnRH no es necesario para que ocurra el pico preovulatorio de LH. Ambas teorias
han sido confirmadas mediante trabajos, por lo que es posible que ambas coexistan en la
formacion de ese pico de LH. Karsch et al. (1997) afirman que para que sea posible esta
descarga preovulatoria de LH es necesario que se dé un aumento en la secrecion de
GnRH, de manera intensa y continuada a lo largo de toda la descarga de LH, de tal
forma que confirma lo que plantea el modelo deterministico. Ademas, ese incremento
de GnRH es estimulado por el estradiol, y se ha comprobado que la cantidad necesaria
de GnRH para producir la ovulacion es en realidad mucho menor que la secretada. De

igual forma, existen trabajos que confirman un aumento de la sensibilidad hipofisiaria
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antes del pico de LH, confirmando asi lo que dice la teoria permisiva (Brooks y
McNeilly, 1996).

Por otro lado, diferentes estudios han mostrado que existe un marcado cambio
estacional en los efectos del feedback negativo del estradiol sobre la secrecién ténica de
GnRH y LH, hecho que ha sido demostrado inicialmente en ovejas OVX + E, (Karsch
et al., 1973) y en cabras (Zarazaga et al., 2005; Duarte et al., 2008). De este modo,
durante la estacion reproductiva, se ha confirmado que el uso de dosis bajas de estradiol
no tiene efecto inhibitorio sobre la liberacién pulsatil de GnRH, mientras que durante el
anestro, el mismo tratamiento, produce una profunda reduccién en la frecuencia de
pulsos de GnRH (Karsch et al., 1993). Igualmente, en éste trabajo se ha demostrado la
relacion entre la secrecion de GnRH y la LH durante el anestro, de modo que la
alteracion que se produce durante la época de inactividad sexual en el feedback negativo
del estradiol sobre la secrecion de LH se lleva a cabo a través de una reduccion en la
frecuencia de liberacion hipotalamica de GnRH, més que por descenso en la amplitud
de los pulsos o en la capacidad de respuesta de la hipdfisis a la secrecion de GnRH
(Karsch et al., 1993).

Durante los ultimos afios se han venido realizando estudios en la especie ovina
para determinar cuéles son los mecanismos que intervienen en la transmision del
feedback negativo del estradiol al sistema GnRH asi como la del funcionamiento de esa
compleja red neural (Chemineau et al., 2010; Goodman et al., 2010). Es sabido que en
la oveja, la actividad dopaminérgica inhibe la pulsatilidad de la GnRH probablemente al
final de esa red neuronal, a nivel de la eminencia media y el nicleo arcuato (Thiéry et
al., 1989; Viguié et al., 1997), a traves de los receptores dopaminérgico D, (Bertrand et
al., 1999). Considerables evidencias respaldan la hipétesis de que las neuronas
dopaminérgicas (DA) del nucleo A15 en el area retroquiasmética (RCh) del hipotalamo
son probablemente un ndcleo clave intermedio entre las células vinculantes del estradiol
y las neuronas GnRH localizadas en el area preoptica ventral del cerebro (Thiéry et al.,
1989, 1995; Gallegos-Sanchez et al., 1997; Anderson et al., 2001; Goodman et al.,
2010).

Los cambios estacionales en el transporte de esteroides de las zonas periféricas
hacia el cerebro, via cambios en la permeabilidad de membrana de la barrera hemato-
cerebral, podrian ser responsables de parte de este mecanismo (Thiéry y Malpaux, 2003;

Thiéry et al., 2006). Pero la parte principal de este fendmeno probablemente tiene lugar
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en varias areas hipotaldmicas especificas previamente identificadas o conteniendo
receptores de estradiol. Estudios realizados por Meyer y Goodman (1985; 1986)
demostraron que las neuronas del nucleo dopaminérgico A15, que se localiza en el RCh,
del cual se hablara en capitulos posteriores, son estimuladas por el estradiol e inhiben la
secrecion de GnRH durante el anestro, situacion que no ocurre en la época reproductiva.
Debido a que estas neuronas del nicleo A15 no contienen los receptores estrogénicos-o
(RE-0), es probable que otras neuronas que contienen receptores RE-a envien
proyecciones aferentes al nucleo A15 estimulandolas cuando las concentraciones de
estradiol aumentan durante el anestro. De este modo, estudios farmacolégicos y
anatomicos, realizados en ovino, han identificado dos &reas neuronales, donde el
estradiol inhibe la secrecion de LH durante el anestro por medio del sistema
dopaminérgico: el RCh y el area preodptica ventromedial (vmPOA) (Gallegos-Sanchez et
al., 1997; Anderson et al., 2001; Hardy et al., 2003). Sin embargo, otras areas (area
medial y lateral del POA y area ventromedial del hipotalamo) no ejercen ningun efecto
en la inhibicién de la secrecion de la LH por el estradiol durante el anestro (Gallegos-
Sanchez et al., 1997). Basado en estudios similares, se ha demostrado que las células
que contienen receptores RE-a, localizadas principalmente en el POA, tienen diferentes
neurotransmisores y principalmente del gamma-aminobutirico (y-aminobutyric acid o
GABA) y del glutamato. Estos actian de manera aferente controlando la actividad del
nucleo Al5 durante el anestro estacionario con el estradiol inhibiendo la produccién de
GABA vy estimulando la produccion de glutamato durante este periodo del afio,
combinacién que permite la activacion de las neuronas del nlcleo Al5, inhibiendo la
frecuencia de pulsos de GnRH (Herbison et al., 1993; Bogusz et al., 2008; Goodman et
al., 2010).

Estudios recientes han demostrado la existencia de otros mecanismos centrales
que participan en el control de la secrecion pulsatil de GnRH. La “plasticidad neuronal”,
Ilamada también plasticidad neural o sinaptica, se refiere a los cambios en la red
neuronal de adhesion de las moléculas cuando éstas establecen comunicacion, y que
modula la percepcion de los estimulos con el medio, tanto de entrada como de salida, y
ha sido demostrada su existencia en las neuronas GnRH (Lehman et al., 2002). Estudios
realizados a nivel del area predptica, alrededor de la periferia de los cuerpos celulares
que contienen la GnRH, mostraron que la expresion de las moléculas de GnRH, a este

nivel, fue mas activo durante la época reproductiva que en el anestro (Viguié et al.,
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2001). Ademas, se han descrito modificaciones en la plasticidad neuronal de las células
del nacleo A15 en el cambio estacional que se produce al pasar de la estacidn
reproductiva al anestro estacionario. Esta plasticidad es dependiente de las hormonas
tiroideas, sin embargo, la plasticidad de las neuronas GnRH es independiente de la
tiroides. Todo ello indica que los cambios estacionales de las neuronas GnRH, por si
solos, no son suficientes para iniciar el anestro estacionario, sino que la plasticidad de
las neuronas del nacleo A15 median el efecto del feedback negativo del estradiol y
contribuyen al inicio del periodo de inactividad reproductiva (Adams et al., 2006).

Otro factor recientemente descubierto e importante a considerar esté referido al
rol estimulatorio de la Kisspeptina y su receptor GPR54 (KiSS1-derived peptide
receptor) en el control estacional y fotoperiddico de la pulsatilidad de la GhnRH/LH, y
cuyas interacciones seran vistas mas adelante en esta revision (Clarke et al., 2009a;
2009b; Smith et al., 2009; Clarke y Smith, 2010; Chalivoix et al., 2010; Chemineau et
al., 2010).

1.2.2.2. CONTROL HIPOFISIARIO

La hipdfisis o glandula pituitaria (ver Figura 3) es un Organo de forma
redondeada localizado debajo del hipotadlamo, en la base del craneo, en una depresion
del hueso esfenoides conocido como “silla turca”, y por los lados y por arriba estd en
contacto con la duramadre craneal y la médula espinal, por lo tanto, separada de todas
las formaciones que la rodean, excepto del hipotdlamo. En esta glandula se pueden

distinguir dos partes importantes:

- La adenohipdfisis (l6bulo anterior), compuesta principalmente de células
secretoras de hormonas proteicas. Pueden distinguirse a su vez tres partes: pars
anterior (pars distalis), pars intermedia y pars tuberalis. Las células
gonadotropas se localizan en su estructura y producen la hormona foliculo
estimulante (FSH) y la luteinizante (LH), ambas moduladas por la actividad de
la GnRH (Malven, 1993). También en esta area se hallan las células lactotropas,
encargadas de la secrecion de prolactina, localizadas en la pars anterior
(Stirland et al., 2001; Romanowicz et al., 2004)

- La neurohipofisis (I6bulo posterior), se puede dividir en pars eminens y pars

nervosa, aunque esta Ultima se incluye dentro del infundibulo del hipotalamo,
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siendo conocida como eminencia media. Es considerada como una extension del
hipotdlamo ya que se compone de los axones de las neuronas hipotalamicas
pertenecientes a los ndcleos paraventricular y supradptico. En ella se almacenan

dos hormonas producidas en el hipotdlamo: la oxitocina y la vasopresina.

Existe una tercera porcion que es el tallo hipofisiario, ubicado entre la pars
eminens y la pars nervosa, y rodeado por la misma pars tuberalis de la adenohipofisis.
De hecho, en las especies animales el hipotdlamo y la hip6fisis forman un complejo
fisiologico importante para la sintesis y secrecién de hormonas peptidicas, lo que
contribuye al control de diversas actividades como son el desarrollo corporal, a nivel
gonadal el control del ciclo estral, a nivel organico la capacidad de adaptacion a los
constantes cambios que se presentan durante el dia, la secrecion lactea, excrecion renal

y otras muchas actividades (Malven, 1993).

- HORMONA FOLICULO-ESTIMULANTE (FSH)

La FSH, también llamada folitropina, es una glucoproteina con un peso
molecular de 32.000 Da y con una vida media entre 2 y 4 horas. Consiste en 2
subunidades distintas: la subunidad a, que es compartida con la hormona luteinizante
(LH), la gonadotropina coriénica humana (hCG) y por la hormona estimulante del
tiroides (TSH) y la subunidad . La FSH es producida por las células gonadotropas de
la hipdfisis anterior, y su sintesis y secrecion esta regulada por factores hipofisarios,
gonadales y neurales (Padmanabhan et al., 2002). La FSH esta sometida al control
hipotalamico a través de la secrecion de la GnRH, aunque no se encuentra tan ligada a
esta hormona como la LH, ya que a diferencia de esta tltima, la secrecion de FSH no es
pulsatil, mas bien se ha puesto de manifiesto la existencia de un ritmo enddgeno en su
secrecion, produciéndose en forma de “olas”, aproximadamente cada 6 dias (Bister y
Paquay, 1983).

La principal funcion de la FSH es estimular el crecimiento y la maduracion de
nuevas generaciones de foliculos, ademas permite la adquisicion de la capacidad
enzimatica precisa para la luteinizacion y la expresion de los receptores de LH (Heckert
y Griswold, 2002). Su papel se pone de manifiesto durante la fase folicular al participar
en la seleccion y en el desarrollo del foliculo dominante (donde el nimero de células de

la granulosa se incrementa de aproximadamente 1x10° células en el momento de la
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seleccion a mas de 50x10° células en el estado preovulatorio) (Gougeon y Testart, 1990;
Hillier, 2001). Este foliculo dominante comienza a secretar mas inhibina que el resto de
foliculos, inhibiendo el crecimiento de éstos y favoreciendo el suyo propio. La inhibina
es una hormona no esteroidea que actda a nivel de la hipofisis anterior controlando la
secrecion de FSH e incrementando la produccion de andrdgenos que a su vez
intervienen en la biosintesis de estrogenos, proceso que ocurre a través de la enzima
P450 aromatasa, secretada por las células de la granulosa y que es crucial para que el
foliculo adquiera su potencial estrogénico (Toda y Shizuta, 1993). Este proceso es
conocido como aromatizacion de las células de la granulosa (Woodruff et al., 1987;
Picton et al., 1990). La aromatizacion es un proceso que consiste en la oxidacion y
eliminacién de un grupo metil de la cadena de 4 anillos (A, B, C y D) de los esteroides,
transformando el anillo A en un estado aromatico (de alli el nombre), y permitiendo la
produccion de estrogenos. Cabe resaltar que, en el caso del macho, el estradiol también
puede ser producido por aromatizacién a partir de la testosterona (Toda y Shizuta, 1993;
Carreau et al., 2002).

- HORMONA LUTEINIZANTE (LH)

Es una glucoproteina con un peso molecular aproximado de 30.000 Da y con
una vida media de 30 minutos. Al igual que la FSH, se compone de 2 subunidades
llamadas a y B, y es una de las hormonas usadas por el cerebro para el control gonadal
(Lincoln et al., 1987). Se secreta de manera pulsatil desde la pars anterior de la
adenohipofisis en respuesta a los pulsos de la GnRH.

Los efectos principales de la LH en la hembra son estimular el desarrollo
folicular hasta la maduracion, ovulacién y el inicio de formacion del cuerpo luteo que
permite el inicio de la secrecion de progesterona (Fatet et al., 2010). El patron de
secrecion de los pulsos de LH es muy similar en todas las especies mamiferas y se
caracteriza por un rapido aumento de los niveles plasmaticos durante 5 a 10 minutos,
seguido de un progresivo descenso de dichos niveles de acuerdo a la vida media de la
hormona (Caldani et al., 1993). Durante el estro, los patrones de secrecion cambian a
una liberacion preovulatoria de LH, pudiendo aumentar las concentraciones hasta en
100 veces comparadas con las basales (Lincoln et al., 1987). La secrecién de tipo
pulsatil de la LH es muy importante, ya que de este modo se conservan activos los

receptores gonadales de gonadotropinas, permitiendo una adecuada produccion y
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secrecion de estrogenos y progesterona (Malven et al., 1990). La amplitud de los pulsos
de LH depende de la cantidad de hormona que se encuentre almacenada, preparada y
lista para ser liberada en la hipofisis; y de igual forma, esa cantidad viene determinada
por la frecuencia de pulsos de GnRH desde el hipotdlamo (Clarke y Cummings, 1985).
El principal control que se ejerce sobre la secrecion de LH es el mismo que actua
sobre la GnRH, es decir, a través de los esteroides ovaricos. Tanto la progesterona como
el estradiol suprimen la liberacién ténica de LH, pero actian de diferente manera: la
progesterona opera directamente sobre el hipotadlamo, provocando una bajada en la
frecuencia de pulsos de GnRH; en cambio, el estradiol disminuye la capacidad de
respuesta de la hipofisis a la GnRH, y por tanto, inhibiendo la amplitud de pulsos de LH
(Goodman y Karsch, 1980). Esto produce un efecto de feedback negativo, es decir, los
niveles de LH disminuyen, lo cual mantiene una secrecién de LH y esteroides de tipo
tonico o basal; y un segundo sistema de secrecidon con mayores concentraciones de
esteroides que provoca un feedback positivo incrementando asi las concentraciones y
pulsos de LH, que seria responsable de la secrecion de tipo preovulatoria de esta
hormona (Currie et al., 1991; Malpaux et al., 1993). Parece, incluso, que el estradiol
también es capaz de contribuir al incremento de la frecuencia de pulsos de LH durante
la fase folicular, que por lo tanto, es posible, que no esté sélo provocada por el descenso

de los niveles de progesterona tras la lutedlisis (Karsch et al., 1983).

- PROLACTINA

La prolactina es una hormona peptidica secretada por unas células especializadas
Ilamadas lactotrofos en la parte anterior de la hipofisis. Esta hormona existe en todos los
vertebrados y cumple funciones importantes, tanto a nivel reproductivo como a otros
niveles, como participar en todos los periodos de desarrollo de la glandula mamaria,
incluyendo su crecimiento, induccion de la lactogénesis, mantenimiento de la lactacion
y la sintesis de progesterona en el cuerpo luteo (Djiane y Kelly, 1993). El tiempo de
permanencia en sangre es de aproximadamente 21 min (Gow et al., 1983).

La secrecion de prolactina sigue un patron estacional, coincidiendo las mayores
concentraciones de la hormona durante la época de anestro (en el verano) y las mas
bajas en la estacion reproductiva (a principios del otofio), tanto en la oveja (Walton et
al., 1977; Santiago-Moreno et al., 2000; Gomez-Brunet et al., 2008) como en la cabra
(Prandi et al., 1987; Emesih et al., 1993; Santiago-Moreno et al., 2003). En un estudio
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realizado por Santiago-Moreno et al. (2003), en el ibex ibérico (Capra pyrenaica
hispanica), se mostro que las concentraciones plasmaticas de prolactina respondieron al
fotoperiodo, siendo altas durante los dias largos y bajas durante los dias cortos, con
niveles basales en octubre, muy similares a los de la cabra doméstica (Prandi et al.,
1988). Sin embargo, el momento de inicio del incremento de las concentraciones de
prolactina en abril, observado en el ibex ibérico, se produjo 3 meses mas tarde que en el
muflon europeo (Ovis gmelini musimon) (Santiago-Moreno et al., 2000) y un mes
después que en la cabra doméstica (Prandi et al., 1988). Estas diferencias genéticas
podrian estar relacionadas con los mecanismos centrales neuroendocrinos relacionados
con la duracion del dia y el control de la secrecion de las hormonas gonadotropas
(Lincoln, 1990).

La secrecion de prolactina parece tener un ritmo enddgeno. En trabajos
realizados por GoOmez-Brunet et al. (2008), donde estudiaron el efecto de los dias largos
constantes y del fotoperiodo natural sobre la secrecion de prolactina, tanto en ovejas
domeésticas como salvajes, demostraron que en ambos casos habia una variacion anual
de la secrecidén de prolactina, pero la amplitud de su secrecion fue menor en los
animales sometidos a fotoperiodo de dias largos. Ademas, se expresd de diferente
manera entre los animales domésticos y salvajes, mostrando las ovejas domésticas una
mayor sensibilidad a los dias largos constantes que las salvajes. En un estudio realizado
en cabras prefiadas por Prandi et al. (1988) se observd que la gestacién no modifica los
patrones anuales de prolactina comparados con cabras no prefiadas, demostrando que en
la cabra la duracion del dia es el principal determinante de la secrecion de prolactina,
tanto en hembras gestantes como vacias.

Existen estudios que sugieren que, durante la fase folicular, la prolactina puede
modular positivamente la secrecion de GnRH/LH (Picazo et al., 2000). Este rol de la
prolactina en la modulacion de la frecuencia de pulsos de GnRH se basa en el
descubrimiento de receptores de esta hormona en las areas hipotalamicas del cerebro de
la oveja (Tortonese et al., 1996), que estan implicados en la secrecién de GnRH (Thiéry
et al., 1989). De todos modos, alteraciones en las concentraciones de prolactina durante
la época reproductiva y en el anestro no son reflejo de alteraciones en la secrecién de las
gonadotropinas (Webster y Haresign, 1983) y de la ciclicidad ovéarica (Worthy et al.,
1985; Gomez-Brunet et al.,, 2008). Esto indica que es poco probable que las

concentraciones de prolactina estén relacionadas con la actividad reproductiva, sino que
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ésta probablemente sea controlada a través de otras vias (Karsch et al., 1989; Jansen y
Jackson, 1993). Estudios sobre comportamiento reproductivo en carneros usando
bromocriptina, antagonista dopaminérgico de la prolactina, en primavera y otofio
refuerzan esta hipotesis, ya que la accion directa de este antagonista fue sélo sobre las
concentraciones de prolactina pero no sobre las areas cerebrales que controlan el
comportamiento reproductivo (Regisford y Katz, 1994).

Se ha relacionado la estacionalidad de la secrecion de prolactina con los cambios
de pelaje a lo largo del afo, situacion que ocurre en varias especies mamiferas, como
por ejemplo en los hdmsteres (Duncan y Goldman, 1984) y en la muflén (Santiago-
Moreno et al., 2004), presentandose la muda cuando las concentraciones son mayores,
aunque en las especies domésticas parece no ejercer demasiada influencia. Estos
mismos autores (Santiago-Moreno et al., 2005), trabajando con el muflén europeo,
encontraron que la prolactina podria ejercer un posible rol sobre los cambios de
crecimiento del cuerno en animales adultos. También se ha sugerido su papel en la
regulacion del ciclo estacional de crecimiento y metabolismo, ya que el tratamiento a
base de bromocriptina provoca un descenso en el peso vivo y/o cantidad de alimento
ingerido. Estos efectos, aunque relacionados, no pueden ser revertidos del todo con la
aplicacion de prolactina, por lo que otros factores deben de estar también involucrados
(Eisermann et al., 1984).

Igualmente, las relaciones entre las variaciones de prolactina y la temperatura
son muy interesantes. Asi, independientemente de las concentraciones existentes de
prolactina en plasma, las variaciones en la temperatura media estan siempre
acompariadas por variaciones en las concentraciones de prolactina, las cuales han sido
observadas tanto en la especie bovina (Wetteman y Tucker, 1974), ovina (Pelletier,
1973) como caprina (Mori et al., 1985; Maeda et al., 1986).

1.2.2.3. CONTROL OVARICO.

El ovario de las especies mamiferas es el lugar donde se almacenan y desarrollan
los ovocitos formados durante la vida fetal y su principal funcién es la regulacion de
éstos a lo largo de la vida reproductiva del animal. El ovario se encarga del crecimiento
y desarrollo de los foliculos, ya sea hacia la ovulacion o hacia la atresia, asi como
preparar al Utero para acoger al posible ovocito fecundado. Tiene un papel fundamental

como oOrgano endocrino, que a partir de la sefial enviada por las gonadotropinas,
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produce y libera hormonas esteroides a través del foliculo, considerado la unidad
esteroidogénica fundamental del ovario, y también a través del cuerpo liteo que
produce la progesterona. La produccion de dichas hormonas es resultado de la
coordinacion de dos tipos de células sométicas, las de la teca interna y las de la
granulosa, existiendo entre ellas pequefias diferencias en cuanto a su sintesis,
provocadas, fundamentalmente, por los receptores hormonales contenidos en su
membrana celular. También difieren en cuanto a la actividad de los complejos
enzimaticos propios de cada una y de su estado dentro del foliculo (Baird et al., 1976;
Gore-Langton y Armstrong, 1988).

- HORMONAS ESTEROIDEAS

Las hormonas esteroideas o estrégenos ovaricos son los productos secretados
por los foliculos ovaricos mejor conocidos y caracterizados. Todos los esteroides son
derivados del colesterol, que estd compuesto por 27 atomos de carbono (C27), siendo su
forma circulante la principal fuente para la esteroidogénesis. Las lipoproteinas, que
contienen el colesterol, son captadas de la circulacién y almacenadas en el interior de
las células ovaricas, fundamentalmente como ésteres de acidos grasos de cadena larga.
Las hormonas esteroideas son producidas en la teca interna y en las células de la
granulosa del foliculo ovéarico bajo el control de la FSH y de la LH, ademéas de otros
factores intrafoliculares entre los que destaca la inhibina, a la cual se hara referencia
posteriormente.

Actlan a través de sus receptores intracelulares especificos, se unen a ellos e
inician la respuesta bioldgica permitiendo el desarrollo del tracto genital y determinando
su estado morfofuncional. Los estudios realizados sobre la secrecion de esteroides
ovaricos se han centrado en dos esteroides: la progesterona y el estradiol. In vivo, la
progesterona parece ser secretada en la sangre exclusivamente por el cuerpo luteo
(Bjersing et al., 1972), mientras que el estradiol es secretado sélo por los foliculos,
siendo ambos patrones de secrecidn bastante semejantes (Baird et al., 1976; Baird y
Scaramuzzi, 1976).

Los receptores a la LH se encuentran en la teca y en las células intersticiales del
ovario (Han et al., 1974; Zeleznik et al., 1974), mientras que las células de la granulosa
de los foliculos en crecimiento parecen tener receptores Unicamente para la FSH

(Zeleznik et al., 1974; Amsterdam et al., 1975). Con la maduracion del foliculo, se
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forman, en las células de la granulosa, receptores a la LH, que son estimulados por la
FSH vy el estradiol, alcanzando su mayor proporcién en el foliculo totalmente maduro,
justo antes de la ovulacion. De este modo, el hecho de que el foliculo tenga receptores a
la LH en la teca interna y en la granulosa en este momento constituye un hecho
fundamental para poder responder al pico preovulatorio de LH y asi poder ovular
(Thibault y Levasseur, 1979).

Los receptores esteroideos son controlados, por un lado, por las mismas
hormonas esteroideas y, por otro lado, por accion de otro tipo de sustancias (Spencer y
Bazer, 1995). De este modo, la autorregulacién ha quedado demostrada claramente por
la utilizacion de cultivos de lineas celulares en los que el estradiol resulto tener un papel
inductor sobre los receptores de progesterona, mientras que su papel es el contrario
sobre sus propios receptores (Robel, 1993). Esta regulacion se produce a nivel de la
transcripcion de los genes que codifican los receptores. En el caso de la regulacion por
parte de otras sustancias, llamadas antihormonas, pueden ejercer su regulacion bien a
nivel de la produccion hormonal o compitiendo en la union hormona-receptor (Zufiga,
2002).

Desde el punto de vista reproductivo, el lugar de accidén esteroidea mas
importante es el eje hipotalamo-hipdfisario, donde ocurre la regulacion de la secrecion
de GnRH, y por lo tanto de la FSH y LH. Estudios a nivel hipotalamico, realizados en
ovejas, han identificado receptores para los distintos tipos de esteroides, reflejando una
distribucion muy similar para las células hipotalamicas portadoras de los receptores
estrogénicos o y P, asi como receptores de progesterona y androgenos (Scott et al.,
2000). Gracias a estas investigaciones realizadas en la especie ovina se ha demostrado
que el ndcleo ventromedial hipotalamico es una zona clave en la regulacion de la
secrecion de GnRH por parte de los esteroides gonadales (Blache et al., 1991; Fabre-
Nys et al., 1994). También las hormonas esteroideas juegan un papel importante en la
manifestacion del comportamiento del celo (Signoret y Balthazart, 1993) y el maternal
(Poindron y Schaal, 1993).

A diferencia de como ocurre en el ovino, en la especie caprina, existen pocos
trabajos en cuanto a la descripcion del control ovarico y accién esteroidea (Chemineau
et al., 1982; Ginther y Kot, 1994; De Castro et al., 1999; Medan et al., 2003), de tal
modo que su dinamica folicular y perfiles hormonales aun no han sido del todo

clarificados a lo largo del ciclo estral de la cabra. Medan et al. (2003), segun estudios
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realizados con ultrasonografia en cabras Shiba , mostraron que la dindmica folicular y el

crecimiento de los foliculos ovaricos exhiben un patron de oleadas.

Progesterona

La progesterona, también conocida como P4 (pregn-4-ene-3,20-dione) es una
hormona esteroide C-21 y es el principal de los progestagenos. Se forma,
fundamentalmente, en el cuerpo luteo de las cabras ciclicas, y, en el caso de otros
pequefios rumiantes, en la placenta. Ademas también puede sintetizarse en las glandulas
adrenales 'y el higado. Su  estructura se deriva del ndcleo
ciclopentanoperhidrofenantreno, del que derivan los esteroides y cuya arquitectura
molecular es igual a la del colesterol.

La principal fuente de progesterona son las células luteales. Estas celulas
proceden de la transformacion de las células de la granulosa del foliculo, y tanto las
células de la granulosa como las de la teca contribuyen a la formacion del cuerpo lteo
(McClellan et al., 1975; O’Shea et al., 1980). Por lo tanto, se puede decir que en el
cuerpo luteo existen dos tipos de poblaciones celulares: un grupo de origen tecal,
formado por células pequefias y otro, cuyo origen son las células de la granulosa, y que
son de mayor tamafio (O’Shea et al., 1980) (Figura 5). Las pequefias células luteales
presentan un mayor nimero de receptores a la LH (Fitz et al., 1982), por lo que la
produccion directa de progesterona viene fundamentalmente de estas células, a partir del
colesterol captado y almacenado en ellas. Las células grandes, cuya capacidad de
respuesta a la LH es menor (Fitz et al., 1982), captan el colesterol almacenado por las
pequefias, siendo capaces de secretar progesterona por periodos mas largos (Lemon y
Mauledn, 1982). Las células pequefias se encuentran entre las células mas grandes en
base a uniones gap (gap junctions), facilitando la difusion del colesterol y de otros
precursores de la progesterona entre ellas.

Las concentraciones de progesterona son practicamente indetectables al inicio
del ciclo (Hauger et al., 1977) y se produce un aumento gradual entre los dias 2-8 para
alcanzar una concentracion maxima de 1,5 a 3 ng/ml, dependiendo de la raza (Bindon et
al., 1979; Quirke et al., 1979). Las concentraciones maximas de progesterona también
varian dentro del momento de la época reproductiva siendo las mas altas las que se
producen a la mitad que al principio o al final de ésta (Wheeler y Land, 1977).
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Figura 5. Esquema mostrando la estructura de las células de la teca interna y de la granulosa y la union
de la LH y FSH a sus receptores durante la foliculogénesis (adaptado de Liu, 2007).

TECA INTERNA GRANULOSA
SELECCION
LH FSH
| ReceD | - Foliculo dominante
expresa receptores
de LH
sl
Colesterol Colesterol i /E E 4_|
-
<— AMPc <«——— AMPc
A\ \ 4
Progesterona« Progesterona
x P450arom
\ /
Andrégeno p-Androgeno— Estrogeno-

SANGRE

Posteriormente, las concentraciones de progesterona permanecen relativamente
estables entre los dias 8 y 18 del ciclo, para disminuir bruscamente a niveles basales en
los siguientes 2-3 dias (Figura 1). En la oveja, a diferencia de lo que ocurre en las ratas
y los primates, la secrecion de progesterona no aumenta claramente en respuesta a la
oleada preovulatoria de LH, pero si que se incrementa en el interior del foliculo
preovulatorio, jugando un importante papel en el proceso de la ovulacion (Bjersing et
al., 1972). Ademas se ha observado que aumenta la cascada de prostaglandinas PGE; a
nivel del foliculo preovulatorio facilitando la sintesis de PGF,,, incrementa la actividad
del tejido folicular permitiendo la ovulacion (Murdoch et al., 1986), como ya se ha
comentado anteriormente. En estudios realizados con cabras Shiba sobre dindmica
folicular se encontré que la elevacion de las concentraciones de progesterona suprime la
secrecion pulsatil de LH y el crecimiento folicular; ademas, se observé que las
concentraciones periféricas de progesterona parecen estar correlacionadas con el
didmetro del cuerpo luteo, pudiendo ser usado como indicador de esas concentraciones
(Medan et al., 2003; Suganuma et al., 2007).
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A nivel hipotaldmico, la progesterona tiene un efecto de feeedback negativo
sobre la liberacion de gonadotropinas (Goodman y Karsch, 1980; Clarke y Cummings,
1985; Price y Webb, 1988). Una de las funciones de la progesterona es inhibir la
liberacion de LH, que es secretada en pulsos caracteristicos de baja frecuencia y gran
amplitud durante la fase luteal (Rahe et al., 1980). Cuando se produce la lutedlisis, la
concentracion de progesterona en sangre disminuye y aumenta la frecuencia de los
pulsos de LH. Igualmente, una importante accion de la progesterona es la disminucion
del nimero de receptores estrogénicos del endometrio y el aumento de las enzimas que
metabolizan el estradiol (Rivera-Lozano et al., 2006).

Tanto la progesterona como el estradiol poseen receptores en las células
endoteliales de la glandula mamaria, participando en la mamogénesis. Concretamente,
el estradiol se une a dichos receptores produciendo un aumento en el nimero de
receptores para progesterona, y la union de esta hormona limita la aparicion de
receptores para la prolactina y por tanto limita su efecto lactogénico (Delouis y Richard,
1993). Ambos esteroides, progesterona y estradiol, intervienen en la motilidad uterina
durante el celo, y son de gran importancia en el transporte de los ovocitos a lo largo del
oviducto, en la implantacion del blastocisto, en la preparacion del tracto reproductivo
para la posible gestacion en caso de que esta se produzca, en la funcionalidad del cuerpo
luteo y, ademas, en favorecer la utilizacion de los nutrientes de una forma maés eficiente
por la hembra durante la gestacién (Zarazaga, 1994).

Mientras que en la oveja, la placenta se convierte en la principal fuente de
progesterona pasados los 2 primeros meses de gestacion (Baril et al., 1993; Rivera-
Lozano et al., 2006), en la cabra, la presencia de un cuerpo luteo funcional resulta
indispensable a lo largo de toda la gestacion (Fatet et al.,, 2010). La produccion
placentaria de progesterona en la cabra resulta insuficiente para mantener la gestacion,
como lo demuestran trabajos donde los animales han sido sometidos a ovariectomia
(Sheldrick et al., 1981). El parto en las cabras ocurre como consecuencia de una bajada

dréstica de la progesterona 12 a 24h antes del inicio del parto (Fatet et al., 2010).

Estradiol

El estradiol (Illamado E, o 17f-estradiol) es una hormona esteroidea, que al igual
que otros esteroides, deriva del colesterol y se sintetiza a partir de los andrégenos por

las células de la teca. Una fraccion de la androstenodiona es convertida a testosterona
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por accion de la enzima 17-ketoreductasa y que a su vez es convertida en estradiol en
las células de la granulosa por la accion de una enzima llamada aromatasa (Figura 6).
En una via alternativa, la androstenodiona es aromatizada a estrona, que posteriormente
sera convertida a estradiol por la 17-ketoreductasa (Baird y Scaramuzzi, 1976;
Goodman e Inskeep, 2006).

Figura 6. Aromatizacion de la androstenediona en estradiol (adaptado de LaVoie y King, 2009)
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sangre venosa del ovario (Baird et al., 1976; 1981) o en la circulaciéon periférica,
(Hauger et al., 1977; Wheeler y Land, 1977; Karsch et al., 1979) concuerdan en que el
aumento de estradiol se produce después de la primera caida en las concentraciones de
progesterona en la luteolisis, y aumenta de cinco a diez veces durante los dias
siguientes. Este incremento de los picos de estradiol da inicio al comienzo de la oleada
preovulatoria de LH y rapidamente disminuye a concentraciones basales. La secrecion
de estradiol durante este periodo parece provenir en gran parte del foliculo destinado a
ovular, que esta creciendo rapidamente en este momento, afectando a nivel de la
hipdfisis y mostrando relacién con la amplitud de pulsos de LH (Bjersing et al., 1972;
Martin, 1984; Mann et al., 1992). Sin embargo, un aspecto interesante a tener en cuenta
es que, a diferencia del ovino, estudios realizados en la cabra muestran que no
solamente el foliculo destinado a ovular secreta estradiol, sino que es secretado por la
totalidad de los foliculos grandes de cada oleada folicular (Medan et al., 2003). Estos
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mismos autores encontraron que, de las 4 oleadas foliculares que se registraron en las
cabras Shiba antes de ocurrir la ovulacion, la primera y la Gltima oleada fueron en donde
los foliculos secretaron la mayor cantidad de estradiol comparadas con las fases
intermedias. Esto podria ser atribuido a la bajada de la liberacion de LH registrada en la
mitad de la fase luteal (Kawate et al., 2000).

El estradiol estimula la secrecion de pulsos de LH de alta frecuencia pero de baja
amplitud (Goodman y Karsch, 1980; Karsch et al., 1984). Como hormona esteroidea, el
estradiol tiene un papel importante, que, en general, consiste en el desarrollo y
mantenimiento de la funcionalidad de los 6rganos femeninos estrégeno-dependientes,
asi como la aparicion de los caracteres sexuales secundarios, el desarrollo corporal y de
la glandula mamaria y la aparicion del celo, entre otros (Karsch et al., 1984). Dentro de
su funcion en el desencadenamiento de la secrecion preovulatoria de LH, el E; aumenta
la sensibilidad hipofisiaria al estimulo de la GnRH (Kesner et al., 1981), con el aumento
del nimero de receptores para ésta en las células hipofisiarias (Schoenemann et al.,
1985).

Tanto la progesterona como el estradiol ejercen acciones de feedback sobre la
secrecion de GnRH que se realiza de forma opuesta y secuencial a lo largo del ciclo
sexual; existiendo, sin embargo, evidencias de que estos efectos a pesar de ser opuestos,
se encuentran relacionados estrechamente (Caraty y Skinner, 1999). Es conocida la
accion del estradiol en la inhibicién de la secrecion de pulsos de LH durante el anestro
(Baird et al., 1976), mientras que en la época reproductiva el estradiol inhibe la
amplitud de los pulsos de LH, pero no la frecuencia de los mismos (Goodman et al.,
2010). Esto sugiere que el hipotdlamo es el sitio de accién donde ocurren los cambios
estacionales de sensibilidad del eje hipotalamo-hipofisario-gonadal al estradiol, pero lo
gue aun no se tiene claro son los cambios anatomicos y funcionales que ocurren dentro
del hipotalamo y que son responsables de los cambios en la sensibilidad al feedback
negativo del estradiol.

Por otra parte, la sensibilidad de la actividad del hipotdlamo al estradiol puede
aumentar o reducirse en funcion del nivel de ingesta de alimentos (Rhind et al., 1991),
como se vera méas adelante en los siguientes capitulos. Por esa razon, el empleo de
animales OVX+E;, proporcionan un modelo experimental utilizado en la investigacion

de la estacionalidad y la nutricién, ya que reflejan los cambios en la sensibilidad del eje
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hipotdlamo-hipofisario al estradiol en una situacion de liberacion constante de este
esteroide (Henniawati et al., 1995; Zarazaga et al., 2005).

El estradiol, aparte de actuar sobre el hipotalamo en la regulacion de la secrecion
de la GnRH vy de las gonadotropinas de forma indirecta, tambiéen tiene efectos sobre la
hipofisis; demostrando que es capaz de provocar un aumento en el contenido
hipofisiario de la subunidad g de LH (Rotten, 1993). También, se ha estudiado la
estimulacion del estradiol en la secrecion de prolactina, ya sea por una hipertrofia de los
lactotrofos hipofisiarios o a través de la regulacion de la sensibilidad de dichas células a
otros factores que regulan la secrecion de prolactina como puede ser la dopamina
(Djiane y Kelly, 1993).

- INHIBINA

La inhibina se define como una hormona glicoprotéica gonadal que regula la
secrecion de FSH de la glandula hipofisaria y el desarrollo folicular en el ovario de las
especies mamiferas (Baird et al., 1991; Medan et al., 2007). Estd constituida por 2
subunidades de 230 y 134 aminoacidos, cuya funcién es inhibir la secrecion de GnRH y
FSH y, en menor extension de LH, al final del ciclo ovéarico (Franchimont et al., 1979;
Demouilin et al., 1980). Su secrecion la realizan las células de la granulosa,
fundamentalmente, de los grandes foliculos antrales y por lo tanto estd directamente
relacionada con el desarrollo folicular, actuando como mediadora en las fases de
reclutamiento y crecimiento de los foliculos, asi como en el control del nimero de
foliculos que llegaran a madurar en el proximo ciclo, interviniendo, por lo tanto, sobre
la tasa de ovulacion.

Su funcidn es controlar la secrecion de FSH a través de un mecanismo feedback
negativo, y en sinergia con el estradiol (Findlay y Clarke, 1987; Martin et al., 1988;
Baird et al., 1991; Mann et al., 1992), aumentando su produccion a medida que el
foliculo madura. De este modo, las fluctuaciones que se observan en el patrén de
secrecion de ambas hormonas podrian ser la causa de los cambios en la secrecién de
FSH, asociados con las ondas foliculares (Medan et al., 2003). Sin embargo, ese cambio
no es tan claro como en el caso del estradiol; esto puede deberse a que la inhibina no
solo es secretada por el foliculo ovulatorio sino que también se libera desde los
pequefios foliculos e incluso desde aquellos que se encuentran en proceso de atresia

(Driancourt et al., 1993). Si bien se ha demostrado que la secrecion de la inhibina A,
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uno de los complejos de esta hormona que esté relacionado con la presencia de grandes
foliculos, esta negativamente correlacionado con la concentracion de FSH (Medan et
al., 2003).

Ademéas de controlar la secrecion de FSH, la inhibina también actta sobre el
mismo ovario, incrementando la produccion de andrégenos en las células de la teca
dependiente de la LH (Findlay et al., 1992). El papel de control de la inhibina sobre la
secrecion de FSH se ha demostrado también mediante técnicas de neutralizacidn pasiva
de la inhibina durante el ciclo estral que desencadenaron un incremento de la secrecion
de FSH enddgena. Es mas, una hipersecrecion de FSH enddgena seguida de una
inmunoneutralizacién de la inhibina estimula el desarrollo de foliculos mas grandes en
el ovario (Medan et al., 2007). Otra funcién, que ha sido demostrada de la inhibina, ha
sido su papel en el control del desarrollo folicular a través de la regulacion de la
secrecion endogena de la FSH durante las primeras fases de gestacion en la cabra
(Kandiel et al., 2008).

El control de la secrecion de la inhibina es bastante complejo, si bien el principal
factor regulador es la propia FSH, que tiene efectos positivos tanto in vivo como in
vitro. Asi, un tratamiento cronico con FSH incrementa la produccién de inhibina, que
posiblemente es un reflejo de la estimulacién del desarrollo folicular (Tsonis et al.,
1988; McNeilly et al., 1989). También se ha observado que la secrecion de inhibina se
incrementa cuando se inyecta FSH y desciende cuando ésta se retira, pero estas
respuestas se producen a las 24 horas de haberse realizado el tratamiento,
correlacionadndose con el crecimiento folicular y la atresia, respectivamente. Estos
mismos autores observaron que cuando ademas de administrar FSH se suministra LH, la
secrecion de inhibina no se vio afectada (Campbell et al., 1998; 1999). Si bien, el pico
preovulatorio de LH parece suprimir la secrecién de inhibina porque las
concentraciones de ésta caen a los niveles mas bajos del ciclo sexual una horas después
del mismo (Souza et al., 1997; Knight et al., 1998). Este hecho se debe principalmente a
la ovulacion vy la atresia de los foliculos antrales por el pico preovulatorio de LH (Souza
et al., 1997), sin embargo cuando se provoca la ovulacion usando sélo LH la secrecion
de inhibina no se ve disminuida tan claramente (Campbell et al., 1999). Este Gltimo
resultado plantea la interesante posibilidad de que el aumento de la FSH preovulatoria,
o0 alguna otra hormona liberada en este momento, sea la causa de la rapida disminucién

de la inhibina al inicio del ciclo estral (Campbell et al., 1999).
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Existen otras sustancias intraovaricas que actian como reguladores locales, pues
son producidas y ejercen su actividad en el foliculo ovérico, tales como la activina, que
ejerce su accion sobre los receptores especificos en las células de la granulosa,
estimulando la produccién de hormonas inducidas por la FSH; o la folistatina, cuya
mision parece ser contraria a la de la activina, estimulando por si sola la produccion de

progesterona inducida por la FSH (Findlay et al., 1992).
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2. FOTOPERIODO, MELATONINA'Y ESTACIONALIDAD REPRODUCTIVA
2.1.  INTRODUCCION

El fotoperiodo es el principal factor ambiental que permite, a determinadas
especies estacionales, identificar e incluso definir con algunos meses de antelacion el
momento mas favorable para los nacimientos desde el punto de vista del clima y
disponibilidad de alimento a lo largo del afio (Malpaux et al., 1999).

El caracter invariable de los cambios fotoperiddicos a lo largo de los afos, junto
a la diferencia de intensidad y duracion del anestro en funcion de la latitud, demuestran
el importante papel en las variaciones de las horas de luz en la regulacion de la actividad
reproductiva (Rivera et al., 2003). Diversos estudios en el ganado ovino (Yeates, 1949;
Karsch et al., 1984) y caprino (Chemineau et al., 1992a; Gomez-Brunet et al., 2008;
Duarte et al., 2010; Delgadillo et al., 2011) han demostrado que manipulando
artificialmente el fotoperiodo natural puede condicionar que aquéllos entren en
actividad reproductiva en pleno anestro estacionario.

La domesticacion ha supuesto la casi total eliminacion de la estacionalidad en el
ganado bovino lechero y en la especie porcina; en cambio, eso no ha sucedido en el caso
de los pequefios rumiantes, como ocurre con el caprino, e incluso razas localizadas en
latitudes mas cercanas al ecuador siguen conservando, en diferente medida, esa
estacionalidad.

Este anestro estacional, en condiciones de fotoperiodo natural, es controlado por
mecanismos de fotorrefractariedad y la fotosupresion, y mediados por diferentes
procesos neuronales que han puesto de manifiesto la naturaleza enddgena del ritmo
reproductivo (Kao et al. 1992). A lo largo de las ultimas dos décadas se han realizado
numerosos estudios sobre el control de la estacionalidad y el papel de la glandula pineal
como sincronizador estacional de la actividad reproductiva, transformando las sefiales
luminosas en endocrinas a través de un complejo mecanismo en donde interviene la
melatonina, siguiendo su propio patrén circadiano en relacion a la duracién del dia 'y de
la noche (Zarazaga, 1994).

Ademaés de los ritmos circadianos existentes, en los Ultimos afios también se ha
puesto de manifiesto la existencia de otros ritmos enddgenos, conocidos como
plasticidad neuronal y los llamados genes reloj (clock genes). EIl concepto de plasticidad

neuronal estd referido a las adaptaciones circadianas y estacionales, en donde se
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contempla que las células neuronales no son estaticas como se pensaba afios atras, sino
que estan en constante dinamismo y cambian en respuesta a los cambios fisiologicos
internos del individuo, asi como a los cambios del medio ambiente (Lehman et al.,
2010). El inicio o fin de la actividad reproductiva, prefiez, lactancia, consumo de
alimento, por citar algunos ejemplos, son resultado de la modificacion de las conexiones
que ocurren a nivel cerebral en ciertos momentos del afio, aunque dichas conexiones no
son funcionales en otros momentos, lo que todavia resulta una incdgnita para los
investigadores.

Por otro lado, los genes reloj permiten anticipar al animal los cambios que
pueden ocurrir a lo largo del afio, responden independientemente del estimulo luminoso,
son caracteristicos de cada individuo y autonomos, siendo regulados por el calendario

interno propio del animal (Lincoln et al., 2003).

2.2. PAPEL DEL FOTOPERIODO EN LA REGULACION DE LA
ESTACIONALIDAD REPRODUCTIVA

2.2.1. FOTOPERIODO Y REPRODUCCION

El fotoperiodo, como definicion, es la variacion estacional de la duracion del
periodo de iluminacion diaria y es el factor ambiental méas repetible a lo largo de los
afios (Chemineau et al., 1992b; Malpaux, 2006; Chemineau et al., 2010). El papel del
fotoperiodo, como controlador de la actividad reproductiva, ha sido puesto en evidencia
en una serie de experiencias donde se ha mostrado que el periodo de actividad sexual
puede ser desplazado en el tiempo, modificando el régimen fotoperiddico y sin cambiar
otros factores medioambientales. Asi, la inversion del ciclo fotoperiddico anual provoca
un retraso de 6 meses de la estacion sexual (Karsch et al., 1984). Igualmente, mediante
la realizacion del ritmo fotoperiodico semestral, en donde se somete a los animales a
regimenes luminosos que reproducen cada 6 meses las variaciones anuales del
fotoperiodo, se generan dos estaciones reproductivas en un mismo afio (Mauleon y
Rougeot, 1962; Pelletier y Almeida, 1987). Por lo tanto, la alternancia cada tres meses
de dias largos (16 horas de luz: 8 horas de oscuridad) y dias cortos (8 horas de luz: 16
horas de oscuridad), induce una alternancia de periodos de actividad y reposo sexual, de
forma que los primeros se producen tras el inicio de los dias cortos y los segundos tras

el paso a dias largos, pero siempre con un periodo de latencia. En el caso de la oveja, la
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alternancia de 90 dias largos y 90 dias cortos induce el inicio de la actividad ovulatoria
o0 el aumento de la secrecion de LH tras 40-60 dias tras el paso de los animales de dias
largos a cortos mientras que la inactividad reproductiva se manifiesta tras 20-30 dias
después del paso de dias cortos a largos (Karsch et al., 1984; Thimonier, 1989). En el
caso de la cabras, Chemineau et al. (1988) indican que el inicio de la actividad
ovulatoria se produce tras 74-85 dias despues del paso de dias largos a cortos, indicando
que los caprinos responden un poco después que los ovinos a los tratamientos
fotoperiodicos.

Dos mecanismos principales controlan las variaciones estacionales: el ritmo
enddgeno circanual de actividad neuroendocrina que aparece cuando los animales son
mantenidos experimentalmente en fotoperiodo constante, y los cambios de la duracion
del dia y su interpretacion por el sistema nervioso central, via la duracién de secrecion
de melatonina por la glandula pineal. En concreto, la disminucion de la duracion del dia
coincide con el periodo de actividad sexual, mientras que su aumento es el periodo de
anestro.

De este modo, se pueden aplicar estrategias para manipular la actividad
reproductiva modificando el fotoperiodo. Diferentes tratamientos luminosos pueden
producir cambios tanto en machos como en hembras, sin embargo se ha demostrado que
un mismo tratamiento fotoperiodico puede tener efectos positivos o negativos segun la
experiencia fotoperiddica previa (Hafez, 1952; Robinson y Karsch, 1984; Chemineau et
al., 1992b). Estudios realizados por Robinson y Karsch (1988) han demostrado que la
percepcion de determinados momentos del fotoperiodo anual son realmente necesarias
para sincronizar la actividad reproductiva; asi, trabajos llevados a cabo en ovejas
pinealectomizadas (Wayne et al., 1990) sugieren que los dias largos que le siguen al
solsticio de invierno son los responsables de sincronizar el momento de inicio de la
actividad sexual. Otros estudios concluyen que ese periodo del afio se encarga de
romper la fotorrefractariedad a los dias cortos y por lo tanto el animal se vuelve sensible
y sera capaz de responder al acortamiento de los dias que tendra lugar tras el solsticio de
verano (Jackson et al., 1988). En otras palabras, se puede decir que el aumento de la
duracién del dia tras el inicio de la primavera podria ser el responsable del inicio de la
estacion reproductiva a finales del verano (Malpaux et al., 1989; Thimonier, 1989).

Por todo ello, son las variaciones anuales del fotoperiodo las que marcan el

comienzo y fin de la actividad reproductiva en las especies con mayores sensibilidades
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estacionales y localizadas en las zonas templadas del planeta. En el caso de la especie
caprina, estos periodos de actividad reproductiva maxima (agosto-enero, resultado de la
estimulacion de los dias decrecientes tras el solsticio de verano) se alternan con otros de
actividad sexual minima o de ausencia total de actividad reproductiva (anestro, febrero-
julio, resultado del aumento de la duracion del dia tras el solsticio de invierno)
(Chemineau et al., 1992a; Forcada et al., 2000; Zarazaga et al., 2005).

A diferencia de la oveja (Karsch et al., 1984; 1989), existen pocos estudios sobre
los mecanismos fisioldgicos que controlan la estacionalidad reproductiva en la cabra
(Rivera et al., 2003). En razas francesas (45° Latitud Norte), la época reproductiva
empieza en septiembre, cuando la duracion del dia comienza a disminuir y continta
hasta marzo (Bodin et al., 2007). En cabras criollas argentinas (30° Latitud Sur) la
época reproductiva se da entre los meses de Marzo y Septiembre (otofio/invierno) y la
estacion de anestro entre Octubre y Febrero (primavera/verano) (Rivera et al., 2003). En
un estudio realizado en México, con cabras alpinas y criollas, Delgadillo et al. (2004b)
observaron que la estacion reproductiva comprendia desde el inicio del otofio hasta el
final del invierno. Igualmente, en la raza Malaguefia, se ha descrito que los ciclos
ovaricos se producen entre los meses de septiembre y febrero (Gémez-Brunet et al.,
2003) o en la raza Payoya, donde el periodo de actividad reproductiva se presentd entre
los meses de agosto y febrero, con una disminucion de la actividad entre marzo y junio
(Zarazaga et al., 2005). De este modo, muchos de los resultados descritos sobre
estacionalidad reproductiva pueden verse influidos por la raza, la latitud o la presencia
del macho, entre otros.

Otros factores, como la temperatura o la disponibilidad de alimento desempefian
un papel secundario y son considerados como moduladores de ésta actividad (Zarazaga
et al., 2005), situacion que no ocurre en las zonas mas proximas al ecuador, donde la
amplitud de las variaciones fotoperiddicas es menor y hace que dichos factores

determinen la actividad sexual de las razas menos estacionales (Fatet et al., 2010).

2.2.2. EL ANESTRO ESTACIONARIO

El anestro estacionario es la consecuencia de un descenso en la actividad del eje
hipotalamo-hipofisario por el cual queda reducida la frecuencia de pulsos de GnRH y en
consecuencia también la secrecion de las hormonas hipofisarias (Karsch et al., 1984). El
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mecanismo regulador de la funcién reproductiva se localiza a nivel del hipotdlamo, por
lo que el mensaje fotoperiddico actda sobre €l y sobre las células neurosecretoras del
sistema nervioso central. El hipotalamo, a su vez, regula la secrecion de GnRH a través
de la retroaccion de los esteroides ovaricos, lo que se traduce en una variacién
estacional de los pulsos de LH, de tal forma que la frecuencia de los pulsos se
incrementa durante los dias cortos y disminuye en los largos. Los efectos del
fotoperiodo sobre la secrecion de LH y el feedback negativo de los esteroides pueden
ser simulados usando ovejas pinealectomizadas y utilizando infusiones seriadas de
melatonina (Bittman et al., 1985).

En estudios realizados con ovejas OVX+E, durante la época reproductiva, el
estradiol demostré tener muy poco efecto en la inhibicion de los pulsos de LH y
ninguno sobre la frecuencia de los mismos (Goodman et al., 1982); existiendo, por lo
tanto, una marcada disminucion de la sensibilidad del eje gonadotropo al feedback
negativo del estradiol durante esta época (Legan et al., 1977; Karsch et al., 1980;
Goodman et al., 1981). Por el contrario, en anestro estacional, el estradiol se convierte
en un potente inhibidor de la frecuencia de pulsos de GnRH y LH (Karsch et al., 1980;
Goodman et al., 1982), de forma que la frecuencia de liberacion de las hormonas
hipofisarias disminuye hasta llegar a niveles basales, alrededor de un pulso cada 12
horas (Barrel et al., 1992), lo que tiene lugar debido a un marcado aumento en la
sensibilidad del hipotadlamo al feedback negativo del estradiol ovarico. Como ya se
explico en el capitulo 1 de esta Revision, estos cambios en la sensibilidad al estradiol,
son un reflejo del cambio estacional que el fotoperiodo produce sobre la actividad de las
neuronas hipotalamicas que muestran sensibilidad a los estrogenos y que estan en
contacto con las neuronas GnRH del hipotdlamo mediobasal (Gayrard et al., 1994;
Havern et al., 1994; Lehman et al., 1996).

Otro aspecto importante, en relacién a las variaciones estacionales de la
reproduccion y al anestro estacionario, es que la secrecion de prolactina se ve afectada
por el fotoperiodo, siguiendo un patrén estacional, siendo las mayores concentraciones
durante la época de anestro (en el verano) y las mas bajas en la estacion reproductiva (a
principios del otofio), tanto en la oveja (Walton et al., 1977) como en la cabra (Prandi et
al., 1987; 1988). De forma que estos ultimos autores sugieren que los niveles de
prolactina son una “sefial” de la época de anestro (altos niveles) o reproductiva (bajos

niveles) mas que una “causa” de la estacionalidad reproductiva.
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2.2.3. LAFOTORREFRACTARIEDAD Y EL RITMO ENDOGENO DE
LA REPRODUCCION

La restriccion de la actividad reproductiva a una cierta época del afio es algo
comun en las especies mamiferas estacionales (Heideman y Bronson, 1994), siendo un
fenémeno dominado principalmente por el fotoperiodo. A lo largo de las ultimas dos
décadas se han realizado diversos estudios, tanto en ovino como en caprino, acerca de
los diferentes mecanismos por los cuales el ciclo anual reproductivo es controlado y de
qué forma actia el fotoperiodo sobre dicho ciclo (Malpaux et al., 1989; Wayne et al.,
1990; Chemineau et al., 2008; GOomez-Brunet et al., 2008; Chemineau et al., 2010).
Durante muchos afios se crey6 que el inicio de la actividad reproductiva se debia a la
estimulacion de los dias cortos o decrecientes y que la época de anestro era debida a la
accion de los dias largos o crecientes (Yeates, 1949; Mauleon y Rougeot, 1962; Legan y
Karsch, 1980), lo que llevo a caracterizar a la oveja y la cabra como especies de dias
cortos.

Sin embargo, la regulacion del ciclo anual de la reproduccién es mas complicada
de lo que pudiera pensarse y debe ser tratada con cierta prudencia, ya que involucra
estados de fotorrefractariedad, asi como la existencia de un ritmo enddgeno responsable

de controlar la reproduccion como se explicara mas adelante en este capitulo.

2.2.3.1. RITMO ENDOGENO DE REPRODUCCION

Malpaux et al. (1988), en un trabajo realizado con ovejas Suffolk, acerca del
papel del fotoperiodo sobre la actividad reproductiva, sugirieron que la transicion entre
la estacion sexual y el anestro estacionario no estaba especificamente controlado por los
cambios en la longitud del dia, sino que sefialaron que la oveja tenia su propio ritmo
endogeno de reproduccion. Los estados refractarios parecen ser consecuencia de este
Ilamado ritmo enddgeno de manera que en ausencia de variaciones fotoperiodicas,
usando ovejas, ya sea pinealectomizadas o sometidas a dias cortos o largos constantes
durante varios afios, éstas muestran una alternancia de periodos de reposo y de actividad
sexual (Ducker et al., 1973; Malpaux et al., 1988; Karsch et al., 1989; Thimonier, 1989;
Wayne et al., 1990; Gomez-Brunet et al., 2008; 2010); si bien, estos ultimos son muy

variables entre individuos y, ademas, no estan sincronizados en comparacion con los
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animales en estacion reproductiva normal. Por tanto, el papel del fotoperiodo natural
parece ser el de sincronizar el citado ritmo endogeno con un periodo igual a un afio
(Malpaux et al., 1989), alternando a lo largo del mismo los periodos de actividad
reproductiva y anestro estacionario.

En conjunto, todos estos trabajos han demostrado que el aumento de la longitud
del dia tras el solsticio de invierno puede actuar sobre el momento en que finaliza la
actividad sexual, pero la razon principal que determina la transicion al anestro
estacionario es, dicho en otras palabras, un apagado de la actividad reproductiva como
resultado de un ritmo enddgeno subyacente de reproducciéon (Malpaux et al., 1988).
Igualmente, se ha demostrado que los dias largos de primavera son primordiales para
iniciar el ritmo enddgeno de reproduccion y en particular determinar el momento del
inicio de la temporada reproductiva a finales de verano (Malpaux et al., 1989).

Por otra parte, los animales fotoperiddicos o que regulan su actividad
reproductiva a través del fotoperiodo, son capaces de interpretar una misma duracion
del dia (por ejemplo, 13h 6 14h) como una sefial estimulatoria o inhibitoria en funcién
del fotoperiodo precedente, lo que se conoce como “historia o experiencia fotoperiodica
previa” (Goldman, 2001; Tricoire, 2002). Este hecho se manifiesta claramente al
demostrar que la duracion del dia, en el momento de inicio de la estacion sexual en el
otofio de climas templados, es unas 2 horas superior (de media) a la duracién del dia en
el momento en que se inicia el anestro estacionario (13-14h vs. 11-12h). Robinson y
Karsch (1987) comprobaron esta afirmacion al transferir ovejas OVX+E;, de 16h a 13h
de luz, lo cual result6 en la estimulacion de la actividad ovérica, o en el caso contrario,
esta actividad fue inhibida cuando estos mismos animales fueron expuestos con
anterioridad a 10h de luz por dia. Debido a que un dia de 13h 6 14h ocurre 2 veces al
afio (inicio y final del verano), estos experimentos demuestran que los animales son
capaces de adaptar su ciclo fotoperiédico anual e identificar de forma inequivoca el
significado de la variacion de la luz del dia, por lo que es importante conocer esa
experiencia fotoperiddica para poder determinar su estado reproductivo. Sin embargo,
esto no ocurre con otras hormonas, por ejemplo la prolactina, en donde la experiencia
fotoperiddica no afecta su secrecion (Lincoln, 1999).

De este modo, y utilizando como modelo experimental las ovejas
pinealectomizadas y OVX+E,, y bajo el criterio de que las ovejas sin glandula pineal

responden en funcién de su historia fotoperiédica previa a la citada pinealectomia,
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Malpaux et al. (1989) y Wayne et al. (1990) consiguieron describir graficamente el
ritmo circanual enddgeno de reproduccion y su regulacion por el fotoperiodo, tal y
como se expone en la Figura 7. La validez de este modelo se ha propuesto a partir de
resultados obtenidos en la oveja y su validez deberia poder ser manifestada en otras

especies estacionales, como la caprina.

Figura 7. Modelo de la regulacién de la estacionalidad sexual en la oveja (mas detalles en el texto).
Accidn del fotoperiodo para sincronizar el ritmo enddgeno (~); accion inhibitoria del fotoperiodo (-);
accion estimulante del fotoperiodo para mantener la actividad reproductiva con una duracién normal (+)
(adaptado de Malpaux et al., 1989).

Anestro Estacion sexual
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Invierno Primavera Verano Otoio Invierno

El aumento de la longitud del dia, desde el solsticio de invierno hasta el solsticio
de verano, es fundamental para el inicio de la actividad sexual, de manera que la
duracion de la exposicion a este fotoperiodo creciente determina el momento de inicio
de la estacidn reproductiva (sincronizacién, ~). Ademas, los dias largos también parecen
suprimir activamente la funcion reproductiva en torno al momento del solsticio de
verano (-). el fotoperiodo decreciente, desde el solsticio de verano al equinoccio de
otofio, no es un requisito para el inicio de la estacion sexual en su momento habitual,
pero proporciona las sefiales fotoperiddicas necesarias para que la estacion reproductiva

gue va a comenzar tenga una duracion normal (Malpaux et al., 1989; Wayne et al.,
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1990; Woodfill et al., 1991), ademés de constituir un importante estimulo para lograr la
méaxima expresion de la actividad neuroendocrina que se produce al principio de la
estacion sexual. Por ultimo, el fotoperiodo decreciente que tiene lugar desde el
equinoccio de otofio al solsticio de invierno parece jugar un papel importante en la
ruptura de la fotorrefractariedad a los dias largos, asegurando que la oveja responda al
subsiguiente incremento de la duracion del dia que sincronizara la estacion sexual del
afio siguiente (+). De hecho, el eje neuroendocrino es insensible a una sefial de dias
largos iniciada tras el equinoccio de otofio y finalizada antes del solsticio de invierno, y
seguida de dias cortos (Sweeney et al., 1997). Como informacion complementaria a
estos aspectos, Woodfill et al. (1991) mostraron que ovejas pinealectomizadas no
tratadas con melatonina presentaban una actividad reproductiva asincronica respecto a
hembras enteras, concluyendo que, si bien la glandula pineal es necesaria para la
sincronizacion del ritmo, no lo es para la generacion del mismo.

Ademas, los dias largos que ocurren tras el solsticio de invierno, son los
encargados de sincronizar el momento de inicio de la actividad sexual y esto se basa en
que la informacion fotoperiddica de los dias largos de primavera sincronizan el ritmo
enddgeno para que la actividad reproductiva se inicie en el otofio, mientras que los dias
cortos de invierno serian responsables de mantener esta actividad. Entonces, a lo largo
del anestro estacionario se dan lugar dos situaciones fotoperiodicas distintas: el inicio de
dicho periodo se produce como consecuencia de una fotorrefractariedad a los dias
cortos, mientras que a partir de la mitad del mismo predomina la sensibilizacion a los
efectos inhibidores de los dias largos y crecientes antes del solsticio de verano.

Por otro lado, es necesario sefialar que existen otros factores que pueden
modular los efectos del fotoperiodo y alterar el momento de inicio de la estacidn sexual.
En este sentido, ovejas pinealectomizadas eran capaces de responder a factores sociales
tales como la presencia del macho o de hembras enteras (Wayne et al., 1990). Asi,
también se ha demostrado la existencia de una plasticidad neuronal y los genes reloj que
otorgan al animal la capacidad de predecir los cambios que podrian suceder a lo largo
de afio siguiendo un mecanismo auténomo y que seran explicados mas adelante en este

capitulo.
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2.2.3.2. LAFOTORREFRACTARIEDAD

En muchas de las especies estacionales, una prolongada exposicion a
fotoperiodos constantes induce un estado de fotorrefractariedad, causando una reversion
espontanea de la condicion fisiologica previa (Lincoln et al., 2005). En la oveja, varios
autores han aportado que la fotorrefracteridad, tanto a los dias cortos como a los dias
largos, juega un papel primordial en la regulacion de la actividad reproductiva durante
la transicion de una estacion a otra (Robinson y Karsch, 1984; Robinson et al., 1985).

Este es el primer paso para saber que existe un ritmo interno o ritmo circadiano,
cuyos cambios sincronicen el ritmo de la reproduccion (Malpaux et al., 1996). Como ya
se explico anteriormente, la actividad sexual no comienza por el estimulo del
acortamiento de los dias tras el solsticio de verano, sino que lo hace porque el animal se
vuelve refractario al efecto negativo de los dias largos que ha estado experimentando
desde el solsticio de invierno (Robinson et al., 1985; Malpaux et al., 1989). Del mismo
modo, el final de la época de actividad sexual no se debe al efecto inhibidor de los dias
largos, sino a que el animal entra en un estado de fotorrefractariedad a los dias cortos a
los que se encuentra sometido desde el solsticio de verano (Robinson y Karsch, 1984).

Esta fotorrefractariedad ha sido ampliamente estudiada en la especie ovina, pero
los estudios referentes a los estados refractarios en la especie caprina son limitados y
con resultados bastante variables. Asi, cabras sometidas a fotoperiodo de dias largos
durante 7 meses reactivaron su actividad ovulatoria de manera ciclica, y la
fotorrefractariedad a los dias cortos ocurrié con mas de 300 dias de exposicion (Mori et
al., 1984). Contrariamente a esta afirmacion, en otros estudios, se observd una
fotorrefractariedad a los 120 dias de exposicion corta, siendo la respuesta igual de los
mismos animales al ser expuestos permanentemente a dias largos (Chemineau et al.,
1992b).

Con el fin de esclarecer si el inicio de la actividad ovulatoria en la especie
caprina es consecuencia del efecto estimulatorio de los dias cortos o de la
fotorrefractariedad a los dias largos; o en el caso contrario, si el inicio del anestro
estacionario es por el efecto inhibitorio de los dias largos o la fotorrefractariedad a los
dias cortos, Gomez-Brunet et al. (2010) y Delgadillo et al. (2011) demostraron que el
final de su actividad reproductiva se debe a que los animales entran en un estado de

fotorrefractariedad a los dias cortos del invierno y no como consecuencia del efecto
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inhibitorio de los dias crecientes tras el solsticio de invierno y que el inicio de la
actividad reproductiva se produce porque los animales entran en un estado de
fotorrectractariedad a los dias largos del verano y no por los dias decrecientes tras el
solsticio de verano. Lo que sugiere que existe un ritmo enddgeno que regula los
cambios reproductivos estacionales.

De todos modos, Gomez-Brunet et al. (2010) proponen que la respuesta al
fotoperiodo, varia con la raza e incluso con la especie. Asi, en razas ovinas de latitudes
altas (>52°N), que son muy estacionales, se ha observado que el fin de la actividad
reproductiva no se ve afectada por mantener a esos animales bajo un fotoperiodo
constante de dias cortos (Robinson y Karsch 1984; O’Callaghan et al., 1992), mientras
que en latitudes mas bajas (39-40°N), donde las razas son menos estacionales, el
comienzo del anestro se retrasa cuando esas ovejas son mantenidas en condiciones de
fotoperiodo de dias cortos constantes (Minton, 1990). Incluso, estos mismos autores,
han observado diferencias en la respuesta a este fotoperiodo, sobre el inicio del anestro,
entre el muflon y la oveja de raza Manchega en la misma latitud (Gomez-Brunet et al.,
2001; 2002). De manera que el comienzo del anestro en la oveja Manchega se ve
retrasado en esas condiciones, pero no en el caso del muflon (Gémez-Brunet et al.,
2010). Este hecho podria venir dado porque existen importantes diferencias en la
estacionalidad reproductiva entre ambos (Santiago-Moreno et al., 2000).

En este sentido, la cabra, a diferencia de la oveja, es mucho mas estacional,
independientemente de su raza u origen, mostrando una estacionalidad reproductiva
similar a las ovejas de latitudes altas, lo que parece ser, les hace responder de diferente
manera cuando se las mantiene en un fotoperiodo de dias cortos. De este modo, la cabra
Malaguefia responde de manera similar al muflén, no modificandose el inicio del
anestro estacionario (Gomez-Brunet et al., 2010). Por todo ello, parece que las
diferencias genotipicas en la estacionalidad reproductiva podrian estar relacionadas con
la respuesta a la refractariedad a los dias cortos, de manera que seria, probablemente, el
mecanismo fisiolégico méas importante en la regulacion del inicio del anestro
estacionario en razas con una elevada estacionalidad reproductiva, pero no en razas
menos estacionales (Gomez-Brunet et al., 2010).

Al contrario de lo descrito hasta ahora, tanto la cabra (Gebbie et al., 1999;
Arellano et al., 2001; Gomez-Brunet et al., 2010) como la oveja (O’Callaghan et al.,

1992; Gomez-Brunet et al., 2002) cuando son mantenidas en fotoperiodo de dias largos,
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comienzan su actividad reproductiva en el mismo momento que aquellos animales a los
que no se les ha sometido a dicho fotoperiodo, por lo que en ambas especies, la
refractariedad a los dias largos podria estar implicada en el comienzo del periodo de

actividad reproductiva (Gomez-Brunet et al., 2010).

2.3. LA MELATONINA
2.3.1. INTRODUCCION

La importancia de la gldndula pineal en la fisiologia circadiana ha sido
evidenciada con los més de 1.000 trabajos de investigacion realizados en la ultima
década (Borjigin et al., 2012), los cuales seria imposible de abarcar en un solo capitulo.
La glandula pineal es considerada como el nexo de unién entre el fotoperiodo y el eje
hipotalamo-hipofisario-gonadal (Reiter, 1980), ya que es la glandula responsable de
transportar el mensaje fotoperiodico al sistema reproductivo a través de la secrecién de
melatonina.

La melatonina, también llamada N-acetil-5-metoxitriptamina fue descubierta por
Lerner et al. (1958). Es una indolamida de color amarillo claro y con un punto de fusion
entre los 116°C-118°C (Szmuszkovicz y Heinzelman, 1960); es muy poco soluble en
agua, aunque si lo hace en etanol, permitiendo su paso por las capas celulares por
difusion pasiva (Pautler y Hall, 1987). Ademas de participar en la funcion reproductiva
(Goldman, 2001; Malpaux et al., 2001; Revel et al., 2009), también le han sido
atribuidos roles en el control del suefio (Cajochen et al.,, 2003), en enfermedades
degenerativas y ciertos canceres (Bartsch y Bartsch, 2006; Reiter et al., 2007), en la
diabetes (Nishida, 2005; Peschke y Muhlbauer, 2010) y otras muchas funciones
(Watson, 2011).

Desde hace algunos afios se han venido realizando estudios acerca de los
mecanismos centrales y locales que regulan la amplitud, ritmos y tiempo de sintesis de
melatonina en la glandula pineal de los mamiferos (Zarazaga et al., 2000; Goldman,
2001; Malpaux et al., 2001; Revel et al., 2009). Esto ha permitido demostrar la
importancia de la pineal como responsable de la recepcion final de la longitud del dia y
de la transformacion de esta sefial visual a hormonal mediante la secrecion de
melatonina, ademas de la generacion de conceptos nuevos como los que seran tratados

mas adelante en este apartado.
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2.3.2. LA GLANDULA PINEAL

Denominada también epifisis en referencia a su nombre en latin epiphysis
cerebri, es el 6rgano principal de secrecion de melatonina. Su descripcion se remonta
200 afos a.C. en la antigua Grecia, donde el médico Galeno (130-200 afios d.C.), la
consider6 como una glandula que contenia numerosos vasos sanguineos, a la vez que
era rodeada y apoyada por un tejido compacto (Arendt, 1995). Siglos méas tarde, en
1662, el filésofo francés Descartes describio a la glandula pineal como “el centro del
alma”, a través del movimiento del espiritu humano, recogiendo la informacion del
cuerpo y controlandolo desde alli (Collin et al., 1988). Ademas, Descartes llegd a
afirmar que la funcion pineal era activada por los estimulos visuales de la retina,
intuicién que resultd ser correcta y demostrada mucho tiempo después. La comparacion
anatomica del organo parietal fotosensorial de los vertebrados inferiores con la glandula
pineal de los mamiferos permite aprender de la historia evolutiva de este érgano y
evidenciar la influencia constante de la luz en su funcionamiento, que puede ser de

forma directa o indirecta.

2.3.2.1. POSICION, MORFOLOGIA Y ANATOMIA

La glandula pineal es una estructura cerebral neuroendocrina Unica situada en la
linea media del cerebro, y cuya principal funcién es la de traducir la informacion de luz
y oscuridad a toda la fisiologia del cuerpo, via liberacién de la hormona melatonina
(Arendt, 1995). Se desarrolla a partir de una evaginacion de la béveda del ventriculo
medio y se localiza en el techo del tercer ventriculo (3*V), por debajo del rodete del
cuerpo calloso y entre los dos tubérculos cuadrigéminos anteriores, que forman una
pequefia depresion triangular llamada lecho de la glandula pineal, siendo su origen
embrionario comun en todas las especies mamiferas.

Su funcion principal es la sintesis ritmica de melatonina siguiendo el ciclo
dia/noche. Para ello, la glandula pineal cuenta con una estrecha relacion, por una parte,
con el sistema nervioso que le aporta la informacién luminosa proveniente de la retina
para controlar los mecanismos de sintesis de melatonina, y por otra parte, la circulacion
sanguinea a través de la cual la glandula pineal difunde su mensaje hormonal

traduciendo la informacion fotoperiddica. Debido a su origen anatomico, la glandula
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pineal estd ligada al sistema cerebroventricular: es parte del techo del 3*V, pero la

naturaleza del intercambio con este sistema ain es desconocido (Tricoire, 2002).
Vollrath (1981) realizdé una clasificacion de los diferentes tipos de glandula

pineal en los mamiferos, seglin su posicion con respecto al 3*V, en tres tipos principales

(ver Figura 8):

Figura 8. Representacion esquematica de la glandula pineal en diferentes especies en funcién del tipo
morfolégico y su posicion a nivel de la cabeza del caprino [(adaptado de Vollrath (1981) y Clarke
(2002)].
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a. Tipo A o Proximal, donde la glandula pineal tiene forma ovoide (oveja, cabra,
topo, tejon, erizo) o forma de pifia (primates, incluyendo al hombre,
marsupiales). En este caso, esta conectada a la comisura habenular con un tallo
grueso, que se inserta en una parte del 3*V, llamado recessus pineal. Este tipo
de glandula se encuentra al lado del 3*'V.

b. Tipo AB o Préximo-Intermedio, en la cual la glandula pineal estd estirada,
siendo su longitud al menos el doble de su anchura (caballo, mula, burro, vaca,
cerdo, perro). El recessus pineal aparenta ser insignificante en comparacion con
el volumen de la misma glandula, a diferencia de la glandula tipo A.

c. Tipo ABC o Proximo-Intermedio-Distal, en este caso la glandula pineal es muy
larga y una parte significativa de los tejidos de la superficie pineal aparecen
yuxtapuestos en el cerebelo (rata, ratdn, cobaya, conejo). La glandula también
puede estar formada por dos partes unidas por un tallo largo. A continuacién
estd compuesto de una “pineal profunda” adyacente al 3*V y a una “pineal

superficial” ubicado cerca de la duramadre (hamster, jerbo).

Otras dos caracteristicas morfoldgicas de la glandula pineal a ser consideradas
son el peso y el volumen, cuyas medidas han sido utilizadas desde hace tiempo como
indices de la actividad funcional de la glandula pineal y provocando una mayor o menor
produccion de melatonina (Coon et al., 1999; Gomez-Brunet et al., 2002) y variando de
manera sensible segun la latitud. Por ejemplo, la glandula pineal es mas voluminosa en
roedores en lugares con menor exposicion al sol en comparacién de aquellos que se
encuentran mas cerca al ecuador (Legait et al., 1973). Del mismo modo, las focas que
habitan cerca del circulo polar artico tienen una glandula pineal mucho mas grande que
la mayoria de los mamiferos (Stokkan et al., 1995).

Los pinealocitos son componentes de las células fotoreceptoras que forman el
organo pineal en los peces, anfibios, reptiles y aves, cuya funcion es informar
directamente al sistema nervioso central de la duracion del dia por via nerviosa (Collin
et al., 1988; 1989). Con la evolucidn, los pinealocitos de los mamiferos y las serpientes
perdieron su fotosensibilidad, y su conexion nerviosa directa con el cdrtex cerebral es a
través de prolongaciones citoplasmaticas, con funcion neurosecretora, orientadas a los
capilares sanguineos en donde se libera el mensaje hormonal, la melatonina. En los

mamiferos, la glandula pineal esta constituida en mas del 90% por pinealocitos y en los
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humanos puede contener seis tipos diferentes (Vollrath, 1981). Ademaés, de los
pinealocitos, la glandula pineal esta constituida por células gliales que cumplen la
funcién de soporte de las neuronas, células fagocitarias y neuronas de otro tipo
(Malpaux, 2006).

2.3.2.2. VASCULARIZACION

La glandula pineal estd fuertemente vascularizada por una densa red arterio-
venal, siendo muy dificil de ver debido a su pequefio diametro como se muestra en la
figura 9 (Duvernoy et al., 2000). El flujo sanguineo a ese nivel esta estimado en 4
ml/min/g, en segundo lugar después del de los rifiones (Arendt, 1995). La sangre es
llevada a la glandula pineal por las arterias del plexo coroideo (arterias coroideas
posteriores), las cuales provienen de las arterias posteriores conocidas como arterias
pineales laterales o rostrales, pasa a través de una red de capilares de la glandula para
luego unirse a una red de venas cerebrales internas que se unen en el vértice de la
glandula pineal antes de llegar a la vena de Galeno o vena magna cerebral (Duvernoy et
al., 2000).

Figura 9. Drenaje venoso de la glandula pineal de la rata en el microscopio electrénico de barrido. VMC:

Vena magna cerebral o vena de Galeno (Arendt, 1995).
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Este sistema constituye un complejo venoso profundo que drena a las venas del
cerebro y del cerebelo. El drenaje venoso pineal se efectia por las venas pineales
laterales (derecha e izquierda), actuando en la superficie de la glandula y lanza una vena
pineal mediana que drena dicho complejo venoso en la vena magna cerebral (Duvernoy
et al., 2000). Esta fuerte densidad de capilares de la pineal, y alrededor de la misma,
explica el hecho de que los cambios de actividad secretora de la glandula a lo largo del

dia se reflejen tan rapidamente en la circulacion periférica.

2.3.3. TRANSMISION DE LA SENAL FOTOPERIODICA

2.3.3.1. DEL OJO A LA GLANDULA PINEAL

La informacion fotoperiddica que regula la sintesis de melatonina se transmite
desde la retina hasta la glandula pineal mediante una via multisindptica que incluye el
reloj interno (los nucleos supraquiasmaticos, NSQ). A partir de la retina, la informacion
es transmitida a los NSQ via el tracto retinohipotalamico. Posteriormente, esta sefial
pasa a los nucleos paraventriculares (NPV), y mediante unas células que se localizan en
la médula espinal torécica, la sefial nerviosa llega finalmente al ganglio cervical
superior (GCS), para terminar en la glandula pineal (Tamarkin et al., 1985) (Figura 10).
Una vez alli, la informacion se traduce en una respuesta hormonal, a través de un ritmo
de secrecién de melatonina de 24 horas, con niveles elevados durante la noche y basales
durante el dia (Chemineau et al., 1992b).

- TRACTO RETINO-HIPOTALAMICO

El tracto retino-hipotalamico proviene de un subconjunto de células ganglionares
de la retina y se proyecta directamente a los NSQ (Moore y Lenn, 1972; Moore, 1995).
Es una via monosinéptica, anatomica y funcionalmente diferente a la utilizada por la
visién, en la cual la informacion luminosa es captada y transmitida al cerebro no visual
a través del nervio oOptico hasta llegar a los NSQ. Se han realizado experimentos en
donde una lesion global del nervio 6ptico puede conducir a la ceguera total y a un
estado de desincronizacion (free running) de los ritmos circadianos (Morin y

Cummings, 1981), mientras que una lesion selectiva en el tracto retino-hipotaldmico
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conduce a una “ceguera circadiana” en parte de la vision (Johnson et al., 1988). En los
Gltimos afios se ha identificado a la melanopsina, una molécula que forma parte de los
fotopigmentos, y que podria estar involucrada en las reacciones celulares iniciales de
percepcion inicial de la luz y que contindan con el proceso de transmision de la

informacion fotoperiddica (Provencio et al., 2000).

Figura 10. Representacién esquematica simplificada de las vias nerviosas entre el ojo y la glandula
pineal. 5HT: serotonina; Ach: acetilcolina; GABA: é&cido y-aminobutirico; GCS: ganglio cervical
superior; IML: columna intermediolateral de la espina dorsal; NA: noradrenalina; NGL: nucleo
geniculado lateral; NPY: neuropéptido Y; NPV: nlcleo paraventricular; NSQ: nucleo supraquiasmatico;
PACAP: polipéptido activador de la adenilato ciclasa; RAFE: nicleo del rafé; SN: secretoneurina; VIP:

péptido vasonconstrictor intestinal; VP: vasopresina (adaptado de Simonneaux y Ribelayga, 2003).

encefalina
NPY \ neurotensina
GABA
Tracto
retinohipotalamico GABA
> VIR, VP...

Glutamato / PACAP Fibras nerviosas
simpaticas

SN

NA ...

‘:lia Ach
@ @

Dentro de esta importante red de transmision en el tracto retinal-hipotalamico de

1)

retina

la glandula pineal, en los mamiferos existe una compleja red de inervacion siendo dos
vias las mas importantes a considerar (Arendt, 1995): la inervacion periférica
simpatica, es la principal via nerviosa que determina la produccion de melatonina. Las
fibras nerviosas que inervan la glandula pineal provienen del GCS y estan controladas
por los NSQ. El GCS constituye el ultimo eslabon nervioso de la informacion luminosa
percibida por los mamiferos. Estas fibras nerviosas ejercen el principal control de la
sintesis de melatonina y si se cortan dichas fibras o se realiza una ganglionectomia se
elimina el control dia/noche de la sintesis de dicha hormona (Arendt, 1995). En segundo
lugar, la inervacion central funciona como complemento a la inervacion simpatica

periférica en la recepcion de las aferentes nerviosas provenientes de diferentes regiones
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cerebrales. EI NPV actGa como un interruptor en la transmisién simpética de la
informacion fotoperiddica, proyectando las fibras nerviosas directamente en la glandula
pineal (Arendt, 1995). Independientemente de la via retinohipotalamica que sirve de
enlace entre la retina y los NSQ, existe también un enlace nervioso directo entre la
retina y la glandula pineal, siendo el responsable de recibir la informacion sensorial de
las células ganglionares de la retina y del mantenimiento del reflejo pupilar a la luz
(Arendt, 1995).

- NUCLEOS SUPRAQUIASMATICOS

Los NSQ estan localizados en la parte anteroventral del hipotdlamo y son “el
sitio cerebral del reloj interno circadiano de los mamiferos”. Una lesion a nivel de los
NSQ conduce a la desaparicién de la mayoria de los ritmos circadianos (Tessonneaud et
al., 1995), mientras que el transplante de un érgano donante restaura el ritmo circadiano
de actividad, utilizando el periodo enddgeno del animal donante (Turek et al., 1984;
Ralph et al., 1990; Silver et al., 1996; LeSauter y Silver, 1998). Esto vendria a indicar
que los NSQ intervienen en la funcionalidad de la glandula pineal, y la recuperacion
parcial de la secrecion del ritmo de melatonina demostraria que existen otras estructuras
involucradas en esta funcion ritmica.

El ritmo circadiano producido por los NSQ se sincroniza con un ritmo dia/noche,
que se corresponde a 24 horas, gracias a la informacion luminosa procedente de los
nervios opticos. Los NSQ transmiten la informacién luminosa y/o el ritmo enddgeno,
provenientes de sus osciladores espontaneos, a través de las numerosas conexiones a las
estructuras cerebrales de la glandula pineal, y estan formados por numerosas neuronas
que tienen un ritmo eléctrico individual, segun observaciones de muestras de estas
neuronas dispersadas in vitro. De esta forma, cada neurona es un oscilador cuya
sincronizacién en los NSQ causa un ritmo global Unico, cuyo periodo es la media del

tiempo de vida de cada neurona (Welsh et al., 1995).

2.3.3.2. LOS GENES RELOJ (CLOCK GENES)

El ritmo circadiano depende de una serie de factores ambientales, pero no

solamente de ellos, sino también de aquellos que se encuentran bajo un fuerte control
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genético. Los genes reloj o genes clock (clock genes) constituyen una parte importante
del ritmo circadiano y el estudio de estos ritmos internos han demostrado que su
expresion ritmica es general para varias familias de genes, tanto en plantas como en
animales (Ripperger y Schibler, 2001). A partir de técnicas de laboratorio, la
identificacion de los genes reloj parte de la asociacion de la pérdida de un ritmo
circadiano y una mutacion natural o provocada (Chang y Reppert, 2001). Estos genes se
expresan de forma ciclica y su nimero, asi como su tiempo de induccién y estabilidad,
son los que regulan el tiempo necesario para que se produzca la expresion de un ciclo
del gen, que ajustado a un ritmo circadiano, seria de 24 horas (Ko y Takahashi, 2006).

Los primeros genes reloj en ser identificados y clonados fueron el gen Period
(Per) en la mosca Drosophila, y el Frequency (Frq) en el hongo Neurospora (Reddy et
al., 1984; McClung et al., 1989). Su identificacion en los mamiferos podria decirse que
ocurrio de forma fortuita, a partir de observaciones realizadas en hamsteres, en donde se
descubrio la presencia de un periodo endégeno, temperatura corporal y actividad motriz
mucho mas corto de los que se habia observado hasta el momento (Ralph y Menaker,
1988). Al llevarlo a una situacién de homocigosis, este periodo enddgeno resulté ser de
20 horas en lugar de 24 horas. Trabajos posteriores con este gen, en ratones,
demostraron que era posible alargar el periodo circadiano, dandosele el nombre de gen
clock.

Posteriores trabajos, realizados en ratones, descubrieron la existencia de otros
genes que podrian estar involucrados en la regulacién de los ritmos circadianos. Asi, en
los NSQ del raton, se han logrado identificar los siguientes genes: Bmall, Periodo o
PER (que son tres genes: Perl, Per2 y Per3) y Criptocromo o CRY (dos genes: Cryly
Cry2), que muestran una relacion muy estrecha con el gen Clock. La proteina Clock
interactlia con Bmall, y juntos regulan a las proteinas Per y Cry, lo cual ha permitido la
identificacion de otros genes, hasta ahora alrededor de 12 genes han sido identificados
(Lincoln et al., 2003). Estas interacciones, que ocurren a nivel de los NSQ de los
mamiferos, las podemos observar en la figura 11.

La generacion de este ritmo involucra dos bucles o feedback de control, que son
del tipo hélice-bucle-hélice, constituyendo un factor de transcripcion de sefales. El
primer bucle de retrocontrol implica a los elementos activadores que son las proteinas
Clock y Bmall y que forman un heterodimero llamado Clock/Bmall. Una vez formado,

este heterodimero inicia la transcripcion de los genes Period (Perl, Per2 y Per3) y
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Cryptocromo (Cryl y Cry2), los cuales envian una sefial feedback negativa que detiene
la accion de Clock/Bmall para completar el ciclo circadiano (Shearman et al., 2000;
Borjigin et al., 2012).

Figura 11. Feedback de autorregulacion negativa del reloj circadiano de los mamiferos (Ko y Takahashi,
2006).
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El segundo bucle de regulacion es inducido igualmente por el heterodimero
Clock/Bmall que va activar la transcripcion de los receptores nucleares relacionados
con el &cido retinoico Rev-erba y Rora. EStos receptores entran en competicion para
unirse con el elemento de respuesta relacionado con el acido retinoico, RORES, que se
encuentra en el promotor Bmall. Ha sido demostrado que los componentes de la familia
de receptores ROR (o, By v) y REV-ERBa (o y B) son capaces de regular Bmall a través
del elemento de respuesta ROREs. Los receptores RORs activan la transcripcion de
Bmall mientras que REV-ERBa detiene el proceso de transcripcion. La duracion de
estos feedbacks de autorregulacion es de aproximadamente 24 horas y constituye el reloj

molecular circadiano. Este reloj circadiano esta dirigido por modificaciones post-
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transcripcionales, como son las fosforilaciones (fosforilacion oxidativa) y la
ubiquitinaciones (la ubiquitina es una pequefia proteina que dirige el reciclaje de
proteinas puesto que las marca para su destruccién o reciclaje). Por otro lado, la Caseina
kinasa 1 epsilon (CK1¢) y Caseina kinasa 1 delta (CK15) son factores criticos que van a
regular la regeneracion de las proteinas del reloj (Ko y Takahashi, 2006).

Esta totalmente aceptado que muchos tipos de celulas poseen su propio ritmo y
reloj circadiano, ya que células aisladas en placas petri de diferentes tipos celulares
mostraron oscilaciones de los genes Clock, incluyendo a Perl (Shinomura et al., 2010;
Welsh et al., 2010). Ciertamente, la glandula pineal no es la excepcion ya que la
expresion de los genes Clock a nivel de los NSQ es mas fuerte debido a su
funcionamiento en red (Yoshikawa et al., 2005; Maronde y Stehle, 2007). In vivo, los
ritmos pineales son abolidos en ausencia del controlador de entradas en el NSQ,
sugiriendo que los genes Clock locales no son suficientes para el funcionamiento
normal de los ritmos pineales de melatonina y que es necesario algo mas que ese gen
Clock local para el control central del NSQ. Por otro lado, a pesar de que los NSQ son
reconocidos como el sitio principal del reloj interno, estos genes reloj también se
expresan ritmicamente en los tejidos periféricos y en las estructuras centrales
diferenciadas (por ejemplo: pars tuberalis), indicando que estos sitios son susceptibles
de contener sus propios osciladores del reloj interno. Estudios realizados en la oveja han
descubierto que la expresion del gen Perl, en los NSQ y en la pars tuberalis de la
hipdfisis, tiene relacidon en cuanto a la produccién de melatonina; asi, la amplitud y el
momento en que se observan las concentraciones mas elevadas del ARNm de Perl,

coinciden con las menores concentraciones de melatonina (Morgan et al., 1998).

2.3.4. SINTESISY CATABOLISMO DE MELATONINA
2.3.4.1. SINTESIS POR LA GLANDULA PINEAL

A partir de la captacion activa del aminoacido triptofano por la glandula pineal,
la melatonina es sintetizada a través de cuatro secuencias enzimaticas que se pueden
observar en la figura 12: (1) hidroxilacion y descarboxilacion del aminoacido triptéfano
en 5-hidroxitriptofano (5-HTP) por accion de la triptofano-5-hidroxilasa (TPOH); (2)
sintesis de la 5-hidroxitriptamina (5-HT o también llamada serotonina) por accion de la

5-hidroxitriptéfano decarboxilasa (5-HTPD); (3) formacion de la N-acetil-serotonina

78



Revisidn bibliografica

(NAS) por accion de la arilalkilamina N-acetil-transferasa (AANAT o también llamada
serotonina N-acetiltransferasa); y finalmente (4) termina en la produccion de melatonina
por accion de la catalizacion de la enzima hidroxiindol-O-metil-transferasa (HIOMT)
que también es conocida como N-acetilserotonina metiltransferasa (ASMT) (Borjigin et
al., 1999). Todas estas reacciones enzimaticas derivadas del triptéfano despliegan unos
ritmos circadianos de liberacion, siendo sus niveles més altos durante la noche. A
diferencia de la NAS y la melatonina, que apenas son detectados durante las horas del
dia, la serotonina y 5-HTP se encuentran en niveles altos durante el dia y bajan con la
Ilegada de la noche (Malpaux, 2001).

El triptofano, captado activamente de la circulacion sanguinea, es transformado
en el intermediario 5-hidroxitriptofano (5-HTP) por una enzima mitocondrial, la
triptofano-5-hidroxilasa (TPOH), siendo esta enzima considerada como limitante en la
sintesis de serotonina (Boadle-Biber, 1993). Posteriormente, el 5-HTP se convierte en
serotonina por accion de una descarboxilasa de los aminoacidos arométicos, llamada 5-
hidroxitriptofano decarboxilasa (5-HTPD). Esta enzima, que no es especifica de la
glandula pineal, estd presente en gran cantidad en la fraccion acuosa del citoplasma de
los pinealocitos (Snyder y Axelrod, 1964), constituyendo un factor limitante para la
sintesis de serotonina (Simonneaux y Ribelayga, 2003).

La AANAT es la enzima que cataliza la N-acetilacion de la serotonina en NAS.
Esta enzima se caracteriza por sus marcadas variaciones diurnas/nocturnas y su
actividad esta caracterizada por aumentos de mas de 100 veces durante las horas de
oscuridad (Klein y Weller, 1970). Es por eso que su actividad enzimatica es considerada
limitante para la sintesis de melatonina por la glandula pineal. La actividad de la
AANAT es controlada por la noradrenalina, que es el principal neurotransmisor
contenido en las fibras nerviosas simpaticas que inervan la pineal. La noradrenalina,
proveniente del GCS, se une a los receptores oy y B de la membrana del pinealocito, que
al activarse desencadenan una reaccion intracelular que culmina con la expresion del
ARNmM para la sintesis de la AANAT. La regulacion de la actividad de la AANAT
difiere entre las especies (Stehle et al., 2001). Estudios realizados en el ovino han
mostrado que el aumento de la melatonina se puede producir sin un incremento en la
actividad de la AANAT. En la rata, la estimulacion noradrenérgica provoca un
incremento de la actividad AANAT de 30 a 50 veces; sin embargo, en ovino y vacuno,

esta actividad aumenta solamente de 3 a 5 veces. El posible mecanismo que regularia
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su secrecion seria dependiente del calcio o podria deberse también a una disminucion de
su degradacion. Si bien en la oveja la actividad nocturna de la AANAT no parece estar
muy clara, en trabajos realizados por Coon et al. (1999), tanto en animales sacrificados
durante el dia como durante la noche, se ha demostrado la existencia de diferencias
altamente significativas entre los niveles diurnos y nocturnos de la AANAT, ya sea en
actividad o contenido. Diversos trabajos (Simonneaux y Ribelayga, 2003) sugieren que
el rol principal de la AANAT es la de generar el “ritmo” diario de secreciéon de
melatonina, méas que cumplir un papel limitante.

La NAS, considerada intermediaria de sintesis entre la serotonina y la
melatonina, es secretada por la glandula pineal, al igual que la melatonina siguiendo un
ritmo nictemeral. Durante la noche, los niveles de NAS son mayores que los de la
melatonina en la circulacion, tal como muestran estudios realizados en ratas (Chattoraj
et al., 2009) y en humanos (Attanasio et al., 1986).

La HIOMT se encarga de catalizar la transformacion de la NAS en melatonina, a
partir de una metilacion con la S-adenosil metionina (SAM), que transfiere los grupos
metilo para este caso (Pardridge y Mietus, 1980; Klein, 1999). A diferencia de la
AANAT, que se caracteriza por presentar cambios rapidos en su actividad
diurna/nocturna a lo largo de 24 horas, la HIOMT parece regular a largo plazo la
sintesis nocturna de melatonina (Simonneaux y Ribelayga, 2003). La actividad de la
HIOMT, en la oveja, no sufre oscilaciones a lo largo del periodo luz/oscuridad, si bien
podria ser la enzima que controle el nivel de produccién de melatonina (Figura 12)
(Coon et al., 1999). Su secrecion, al igual que la melatonina, tiene un ritmo circadiano
debido al fotoperiodo, pero de manera inversa a ella, es decir, con concentraciones
elevadas durante el dia y bajas en la noche, seguin observaciones realizadas en el ovino
(Vivien-Roels et al., 1999). El motivo de esta diferencia podria ser debido a que durante
la noche el incremento en la sintesis de melatonina, debido a la acetilacion que se
produce por la accion de la AANAT de la serotonina, disminuye la disponibilidad de
ésta y en consecuencia se dispone de menos serotonina para ser oxidada y transformarse

en el 5-metoxitriptofol.

2.3.4.2. OTRAS FUENTES DE SINTESIS DE MELATONINA

A pesar de que la fuente mas importante de secrecion de melatonina es la

glandula pineal, en los vertebrados existen otras estructuras de secrecion que pueden
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hacerlo por contar con los medios enziméaticos necesarios, siendo sus concentraciones
muy diversas entre un organo y otro. Entre ellos, podemos mencionar a la retina, la
glandula de Harder, el tracto gastrointestinal, la glandula lacrimal y los leucocitos de la
sangre (Pang et al., 1993).

En la retina, la sintesis local de melatonina presenta todas las caracteristicas
circadianas al igual que ocurre en la glandula pineal (Cardinali y Rosner, 1971; Tosini y
Menaker, 1998). Se han realizado estudios en ovinos sobre la sintesis de melatonina en
la retina, siendo su secrecién igualmente elevada durante la noche como ocurre en la
glandula pineal (Wiechmann, 1986); incluso, una vez que dicha glandula ha sido
extirpada, la retina continla secretando melatonina e incluso se observa un efecto
compensatorio en la secrecion, lo que se puede entender como un posible efecto
negativo de la glandula pineal sobre la sintesis de melatonina en la retina (Yu et al.,
1981). Esta secrecion sigue un ritmo enddgeno, incluso manteniendo a los animales en
constante oscuridad éstos eran capaces de liberarla, aunque con un ritmo diferente al de
24 horas (Ebling, 2010).

A nivel del tracto gastrointestinal, ha sido demostrada la sintesis local de
melatonina por las células de su epitelio (Ilamadas enterocromafines), debido a que
contienen mas del 90% de la serotonina del cuerpo (Raikhlin et al., 1975; Raikhlin y
Kvetnoy, 1976). Ademas, el tamarfio del tracto gastrointestinal y las concentraciones de
melatonina medidas sugieren que la cantidad total de melatonina producida es unas 400
veces superior a la producida por la glandula pineal (Huether, 1993).

Es importante recalcar que mientras que la sintesis en la retina y en la glandula
pineal es regulada por la alternancia dia/noche, la sintesis en el tracto digestivo no sigue
este patrdn, siendo regulada por la periodicidad de la ingestion de alimentos (Bubenik,
2002).

Las enzimas implicadas en la sintesis de melatonina también se han identificado
en los linfocitos humanos y su sintesis local estd probablemente implicada en la
regulacién del sistema inmunitario (Carrillo-Vico et al., 2004). También se especula
gue es consumida localmente por los tejidos, cumpliendo una funcién protectora contra
el estrés oxidativo (Tan et al., 2003). Ademas de consumirse, una parte probablemente
también se una a proteinas para su almacenamiento (Lahiri et al., 1999). Otras sintesis
locales, por la presencia de ARNm de las enzimas de sintesis, se han evidenciado a

nivel de la piel (Slominski et al., 2002; Fischer et al., 2006), en el timo de fetos de rata
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(Jiménez-Jorge et al., 2005), las gbénadas (Tijmes et al., 1996) o las plaquetas
(Champier et al., 1997).

2.3.4.3. DEGRADACION DE LA MELATONINA.

Diversos estudios cinéticos han demostrado que la melatonina sanguinea,
administrada ya sea por via intravenosa o subcutanea, es eliminada progresivamente,
con una vida media variable en humanos (44 minutos), macaco rhesus (30-35 minutos)
(Yeleswaram et al., 1997; Yu y Reiter, 1993), rata y perro (20-24 minutos) (Gibbs y
Vriend, 1981), hamster y conejo (13-14 minutos) (Bechgaard et al., 1999) y oveja (17,8
minutos) (Zarazaga et al., 1998a, b).

La principal via de catabolismo de la melatonina sanguinea, tanto en roedores
(Kopin et al., 1961) como en humanos (Jones et al., 1969) y en ovino (English et al.,
1987) es la hidroxilacion a nivel hepético y renal (Arendt, 1995). Por lo tanto, los
niveles de melatonina que en realidad llegan al cerebro, es decir, por las arterias
carotidas son realmente muy inferiores a los niveles que son medidos en la periferia.

En el higado, la melatonina en primer lugar es hidroxilada en 6-hidroxi-
melatonina, para excretarse por la orina en forma conjugada sulfatada o glucosilada,
Ilamada 6-sulfatoxi-melatonina (aMT6S) (Figura 13), que representa el 90 % de la
cantidad eliminada; mientras que su eliminacion conjugada como glucurénido resulta
ser minoritaria, al menos en estudios realizados en los humanos (Claustrat et al., 2005).
La aMT6S urinaria es utilizada en clinica humana para estudiar la actividad de la
glandula pineal, existiendo una correlacion entre la sintesis de melatonina y la
produccion de aMT6S en la orina (Arendt, 1995; Paakkonen et al., 2006; Masruha et
al., 2008). Otros estudios han demostrado, en roedores y humanos (Leone y Silman,
1984; Young et al., 1985), que la misma NAS, precursora de la melatonina, también
puede ser un metabolito de la misma.

Otras formas de eliminacion pueden ser a través de los tejidos neuronales, tales
como la retina y la glandula pineal. En estos tejidos la melatonina es desacetilada a 5-
metoxitriptamina por la melatonina-deacetilasa, que es una enzima especifica de la
melatonina, o también por la aril-acilamidasa, que es menos especifica (Hardeland et
al., 1993).
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Figura 13. Catabolismo de la melatonina por las vias hepatica y renal [(adaptado de Kopin et al. (1961) y
Malpaux et al. (2001)].
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En el cerebro, alrededor del 30% de la melatonina es degradada en kynuramina
(metabolito del aminoécido L-triptéfano), por la division del anillo de pirrol que es una
amina aromatica (Ferry et al., 2005). Los dos metabolitos asi formados son la N-acetil-
N-formil-5-metoxikynuramina (AFMK) y la N-acetil-5-metoxikynuramina (AMK).
Estos dos metabolitos son importantes al ser responsables de las propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias de la melatonina, en particular el AFMK. Esta
propiedad antioxidante se debe a la accion de numerosas enzimas, pseudoenzimas y de
reacciones fotocataliticas sobre los radicales libres (Burkhardt et al., 2001; Hardeland,
2005).
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2.3.5. SECRECION DE LA MELATONINA
2.3.5.1. RITMO DE SECRECION

La produccion de melatonina sigue un ritmo circadiano de secrecién con
concentraciones elevadas durante la noche y basales durante el dia. En la especie
caprina, las concentraciones plasmaticas diurnas son bajas (<5pg/ml), mientras que los
niveles nocturnos son elevados, variando desde 20 hasta 135 pg/ml (Zarazaga et al.,
2010). En ovino, utilizando ovejas canuladas, en donde la recogida puede hacerse a
intervalos mas frecuentes, se mostré que la secreciéon es pulsétil, aunque no se ha
encontrado su importancia fisioldgica (English et al., 1987). También se ha indicado
que este modelo de secrecion sufre variaciones a lo largo del afio, con unos bajos
niveles en verano y mayores, pero posiblemente de menor amplitud, en el invierno
(Arendt et al., 1981; Chemineau et al., 1992b; Malpaux et al., 1996; Chemineau et al.,
2010; Zarazaga et al., 2011). Por lo tanto, la informacion fotoperiddica también es un
reflejo de los cambios a lo largo del afio, y el animal lo interpreta a través de la sefial de
la melatonina.

La definicion de la duracion del patron de secrecion de melatonina no es
absoluta, ya que depende de la historia fotoperiddica del animal. La duracién del
periodo de secrecion de melatonina refleja la duracion de la noche, proporcionando al
organismo la informacién necesaria para regular las funciones fisioldgicas, no sélo las
reproductivas, sino también las de la muda (Lincoln et al., 1980), variaciones en el peso
corporal (Plotka et al., 1982), sistema inmune (Maestroni y Conti, 1993), actividad de la
glandula tiroides (Vriend, 1983), el crecimiento neoplasico (Blask, 1993), actividad
locomotriz (Dollins et al., 1994) y los ritmos circadianos (Armstrong y Redman, 1993).
Este ritmo circadiano es enddgeno y estd circunscrito a un periodo de 24 horas,
siguiendo el ciclo luz/oscuridad, y en efecto, si los animales son mantenidos en
oscuridad constante, la secrecion de melatonina sigue siendo ritmica pero el periodo del
ciclo es diferente a 24 horas y no esta sincronizado entre individuos (Ebling et al., 1988;
Kumar y Lincoln, 1995).

La respuesta de este ritmo enddgeno a los cambios en la duracion del dia,
requiere un complejo conjunto de mecanismos que permita detectar tres tipos de
modificaciones en la secrecion de melatonina: (1) deteccion de la presencia de

melatonina por encima de un umbral minimo (dia vs. noche); (2) deteccion de la
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duracién de la presencia de melatonina por encima de ese umbral minimo (dias largos
vs. dias cortos); y (3) deteccion de cambios en la duracién de la presencia de melatonina
en relacion a la exposicion de melatonina anterior (dias decreciente vs. dias crecientes).

Karsch et al. (1985) y Malpaux et al. (1988) han mostrado que los niveles
plasmaticos de melatonina se elevan a los 10 minutos de desaparecer el estimulo
luminoso, tanto en animales en fotoperiodo natural como en artificial. En otro estudio,
realizado por Ravault y Chesneau (1999), se mostro la existencia de variaciones sobre el
comienzo de secrecién de melatonina tras el comienzo del periodo de oscuridad en
funcién del fotoperiodo. Asi, en animales sometidos a dias largos, la secrecion de
melatonina empezé antes (a los 11 minutos) que cuando los animales estuvieron
sometidos a dias cortos (la secrecion empezo a los 20 minutos).). En la oveja (Malpaux
et al., 1988) y en la cabra (Delgadillo et al., 2001), la secrecion de melatonina se
caracteriza por aumentar rapidamente apenas se apagan las luces, en animales sometidos
a fotoperiodo artificial, y poco después del atardecer, en animales que estan en
fotoperiodo natural. Cabe resaltar que también la duracion de las horas de oscuridad
afecta el momento de finalizacién de la secrecion de melatonina, ya que en el caso de
los dias cortos, los niveles de melatonina descienden a valores basales poco antes de
terminar la noche, mientras que durante los dias largos, las concentraciones disminuyen
incluso después del inicio de las primeras horas de luz del dia (Zarazaga et al., 2000;
Chemineau et al., 2010).

La caracteristica principal del ritmo de secrecién de melatonina, que transmite la
informacion fotoperiddica, parece ser el tiempo y la duracién de la secrecién (elevados
niveles a lo largo del tiempo). Asi, inyectando a ovejas pinealectomizadas con
infusiones de melatonina, en diferentes momentos del ciclo nocturno, la respuesta varia
solo en la duracion de la infusion, y no en el momento del dia (Bartness et al., 1993). El
rol critico de la duracion estd relacionado con el hecho de que la duracion de la
secrecion se correlaciona en forma positiva con la duracion de la noche en todas las
especies, sin tener en cuenta exactamente el perfil de melatonina.

También parece ser que, mas que la duracién de todo el fotoperiodo, un cambio
en cierto momento es mas importante para determinar una respuesta fisiologica. Asi, al
someter a los animales a un flash de luz durante la noche se inhibe la secrecion de
melatonina y ésta sélo se restablece cuando el flash se produce al comienzo o a mitad
del periodo de oscuridad, pero no lo hace si se produce al final. Por lo tanto, estos

impulsos de luz nocturnos pueden modificar la curva de secrecién de melatonina, y
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como consecuencia, alterar la interpretacion del fotoperiodo (Kumar y Lincoln, 1995).
Esto indica que la luz dirige el ritmo circadiano de secrecion influenciando el comienzo
y el final de la secrecién de melatonina, y controlando la duracion de su secrecion.

Tras el aumento inicial de las concentraciones plasmaticas de melatonina, éstas
varian ampliamente a lo largo de la noche con valores medios que pueden oscilar entre
50 y 1.000 pg/ml en la oveja (Malpaux et al., 1987; Zarazaga et al., 1998b) y de 20
hasta 135 pg/ml en las cabras (Zarazaga et al., 2010). A pesar de esta enorme
variabilidad en las concentraciones plasmaticas de melatonina en ambas especies, la
repetibilidad en la amplitud de su secrecion, asi como en la duracion de secrecién para
cada individuo son muy elevadas (0,7 y 0,5, respectivamente) (Chemineau et al., 1996).
Esto indica que la secrecion de esta hormona se encuentra bajo un fuerte control
genético como asi lo demuestra la heredabilidad del caracter (0,45 + 0,07), observado en
ovino (Zarazaga et al., 1998b), pudiendo estar relacionado con el tamafio de la glandula
pineal y el nimero de pinealocitos contenidos en ella (Coon et al., 1999; Gdmez-Brunet
et al., 2002). Segun Zarazaga et al. (1998a), trabajando con ovejas que presentaban
diferencias en cuanto a concentraciones de melatonina, el origen de estas diferencias se
debian mas a la tasa de sintesis y en consecuencia al tamafio de la glandula pineal que a
la cinética del catabolismo de la hormona tales como la vida media o la velocidad de
desaparicion en la sangre. Parece probable que esta diferencia en el tamafio de la
glandula pineal viene desde el nacimiento (Gomez-Brunet et al., 2002). Esto nos sugiere
que los genes o alelos que afectan al tamafio de la pineal y, en consecuencia, a sus
concentraciones plasmaticas, probablemente actdan incluso desde el desarrollo
embrionario (Gémez-Brunet et al., 2000).

Por otra parte, en diferentes experimentos realizados por Zarazaga et al. (1997;
1999; 2010), en ovino y caprino, se ha comprobado que las concentraciones de
melatonina varian muchisimo en un mismo animal entre cada una de las venas
yugulares que es muestreada. Sin embargo, la media de las concentraciones plasmaticas
de melatonina diurnas o nocturnas aparentemente no vario en la poblacion en general.
Las diferencias de concentraciones de melatonina entre ambas venas pueden deberse a
factores como: didametro de la vena, flujo de sangre o la conexién con las venas de
donde procede la melatonina liberada por la glandula pineal, sin embargo esto no ocurre
con otras hormonas secretadas por la hipofisis como la prolactina y la oxitocina
(Zarazaga et al., 2010).
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La explicacion mas plausible seria la forma de paso de la melatonina hacia las
venas yugulares. Las hormonas secretadas por la pituitaria son liberadas a la circulacién
sanguinea en paralelo, desembocando sucesivamente en las venas pituitarias laterales,
senos petrosos, senos cavernosos y los senos sigmoideos, antes de alcanzar la vena
interna yugular (Page, 2006). En el caso de la melatonina, esta liberacion no es pareada
hacia la vena de Galeno, es decir, al alcanzar el seno sagital superior, se divide en dos
ramas en los senos transversos conectadas con los senos sigmoideos, para finalmente
alcanzar las venas yugulares internas. Los resultados de Tricoire (2002) sugieren que la
distribucion de la sangre en el seno sagital, que transporta la melatonina, no es igual
entre los dos senos transversos lo que podria explicar las diferencias de las
concentraciones entre ambas venas yugulares. Estas diferencias pueden significar un
problema en cuanto a la metodologia a usar en el muestreo, sobre todo en trabajos en los
que se buscara estudiar y determinar las concentraciones de melatonina y
correlacionarlas con algin parametro reproductivo, siendo entonces necesario tomar
muestras de ambas venas y mezclarlas para obtener un valor mas homogéneo en las
concentraciones (Zarazaga et al., 2010). También, en cuanto a la amplitud del ritmo de
secrecion de melatonina, van a existir variaciones importantes entre los individuos de
una misma poblacion, aunque si se toma en cuenta un solo individuo, son bastante
estables en el tiempo (Chemineau et al., 1996).

Respecto al inicio de la secrecion de melatonina, se han realizado estudios, tanto
en ovino como en caprino, que demuestran que la glandula pineal del feto es capaz de
sintetizar melatonina incluso antes del nacimiento y cuyas secreciones aumentan a
medida que lo hace la misma glandula pineal (Kennaway et al., 1977; McMillen et al.,
1989; Gomez-Brunet et al., 2000). Sin embargo, es posible que estas secreciones sean
debidas a que la melatonina secretada sea un reflejo de la secrecidn pineal de la madre
que atraviesa la barrera placentaria por via sanguinea (Yellon y Longo, 1988; Zendegs
et al., 1988). Eso ha podido confirmarse mediante trabajos de pinealectomia en ovejas
gestantes, en las que los ritmos de secrecidn desaparecieron (Zemdegs et al., 1988). Sin
embargo, esta sefial es importante, puesto que los tratamientos fotoperiddicos pueden
afectar a la vida reproductora posterior de la cria. En este sentido, en caprino, Devenson
et al. (1992) demostraron que cuando a las hembras que iban a parir en otofio, se les
sometio a un fotoperiodo artificial de dias largos en los 2 meses previos al parto, las
chivas nacidas iniciaron su actividad reproductiva mucho mas tarde que aquellas que no

habian sido sometidas a tratamiento fotoperiddico, lo que parece indicar que el feto es
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capaz de detectar el fotoperiodo antes del nacimiento, posiblemente debido a la sefial de
la melatonina materna. Después del nacimiento, las crias comienzan a generar su propio
ritmo de secrecidn, si bien la relacion entre las concentraciones de melatonina y el
fotoperiodo prevalente no se establece hasta las 3-4 semanas de vida, por lo que las
concentraciones que se puedan detectar antes de ese tiempo, es muy probable que sean
debido a la melatonina presente en la leche materna (Malpaux et al., 1993; Gomez-
Brunet et al., 1999; Santiago-Moreno et al., 2003).

2.3.5.2. VIAS DE SECRECION

Una vez sintetizada, a diferencia de otras hormonas que son almacenadas, la
melatonina se libera directamente a la circulacion. Esto significa que las
concentraciones plasmaticas de melatonina son un indicativo de su tasa de sintesis y por
lo tanto un reflejo de la actividad fisioldgica de la glandula pineal. Asi, cualquier factor
que limite la sintesis de melatonina en la glandula, conllevard niveles mas bajos en
sangre.

La melatonina puede usar dos posibles rutas para alcanzar sus sitios de accion: la
primera es por la circulacion general, a través del circuito de redes periféricas (pineal -
yugular - carétidas - 6rgano diana) a partir de la vena de Galeno. La melatonina que va
por la sangre venosa, finalmente, es transportada al cerebro mediante las arterias
carétidas y se supone que son éstas concentraciones de melatonina las encargadas de
actuar a nivel de los receptores de esta hormona en el SNC y controlar, la actividad
reproductora. La segunda via de secrecién de la melatonina esta en relacion con el
liquido cefalorraquideo (LCR) a nivel de los ventriculos laterales, donde la melatonina
accede al hipotdlamo mas concretamente a través del 3*'V siguiendo su propio circuito
(pineal - 3*'V - 6rgano diana), en donde se han detectado concentraciones mas altas que
las observadas a nivel periférico (Shaw et al., 1989; Tricoire et al., 2002), ademas
mostrando un ritmo diario a la par que el observado en la vena yugular (Rollag et al.,
1978; Tricoire et al., 2002).

Existen evidencias que apuntan a favor de esta ultima hipdtesis, ya que la
localizacion de los sitios de accién de la melatonina se localizan en el hipotalamo pre-
mamilar (HPM) que esta adyacente al 3*V, lo que permite la difusion de esta hormona
del LCR hacia los puntos de accion (Malpaux et al., 1998); y otra razén es que los

niveles de melatonina son mas altos en el LCR que en la sangre. Sin embargo, la
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cantidad total de melatonina que hay en el LCR es muy pequefia, representando sélo el
0,1% de la que se libera en la sangre sintetizada por la pineal (Shaw et al., 1989;
Tricoire et al., 2002). De todos modos, Skinner y Malpaux (1999), trabajando con
ovejas, revelaron por primera vez que las concentraciones de melatonina en la base del
3%V, cerca del hipotadlamo pre-mamilar, son 7 veces mas elevadas que las de los
ventriculos laterales, entre 5 y 18 veces mas que los encontrados en la vena yugular y
100 veces mas altas que las que estan en la sangre de la carétida (Figura 14). Esto
indicaria que la mayor parte de la melatonina que se encuentra en el LCR proviene de la
glandula pineal, y no por un flujo retrogrado desde la vena de Galeno al plexo coroideo
y de alli a los ventriculos cerebrales. Todo ello, llevaria a pensar que la cantidad
presente en dichos ventriculos seria muy superior al 0,1% propuesta anteriormente sobre

la cantidad total sintetizada por la glandula pineal.

Figura 14. Concentraciones de melatonina en el liquido cefalorraquideo (LCR) del 3er ventriculo y en el
plasma sanguineo (Izquierda, A), y en el LCR del ventriculo lateral (Derecha, B). La duracion de la noche

representa el area gris (adaptado de Skinner y Malpaux, 1999).
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La melatonina alcanza el LCR del 3*V a través del receso pineal (RP), y de él
difunde hacia todo el 3*V. Este hecho se ha demostrado ya que se ha visto que las
concentraciones de melatonina son mucho mayores en el receso pineal que en el 3*'V, a
pesar de la corta distancia entre ambos sitios (10 mm). Ademas, la extraccién de LCR

en el RP provoca una disminucion de las concentraciones de melatonina en el 3%V,
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dependiente de la tasa de extraccion de LCR vy, finalmente, el cierre quirtrgico del
receso pineal provoca una disminucion de las concentraciones nocturnas de melatonina
en el LCR de casi un 80% (Tricoire et al., 2002).

Ademas, como ya se ha mencionado, el aumento de las concentraciones de
melatonina en el crepusculo y su disminucion al amanecer son igual de claras tanto en el
LCR como en la sangre, por lo tanto las concentraciones en en el LCR reflejan también
la duracion del nimero de horas de luz, un prerrequisito critico si lo que se quiere es
jugar un rol en la transmision de la informacion fotoperiddica (Skinner y Malpaux,
1999).

2.35.3. FACTORES HORMONALES QUE AFECTAN SU
SECRECION

Distintos trabajos han mostrado que ademas del fotoperiodo, o ciclo dia/noche,
los esteroides gonadales serian uno de los principales factores hormonales que afectan la
sintesis o secrecion de la melatonina, aunque con resultados muy variables. Asi, algunos
resultados han mostrado que los esteroides ovaricos inhiben la secrecion de melatonina
(Arendt et al., 1983); otros autores han observado la reduccion de la actividad
enzimatica de la pineal (Alexander et al., 1970) o en caso contrario, incrementos en la
actividad enzimatica pineal (Daya y Potgieter, 1982). Igualmente se ha observado,
respecto a la influencia del ciclo sexual sobre la secrecion de melatonina, que no existen
diferencias significativas en los distintos momentos del ciclo sexual (Rollag et al.,
1978); si bien, en esos experimentos, los animales estudiados eran diferentes, lo que
podia provocar esa ausencia de diferencias debido a la anteriormente mencionada
variabilidad entre individuos de la misma especie en las concentraciones de melatonina.
Sin embargo, los resultados obtenidos en la especie ovina, trabajando siempre con los
mismos animales, son escasos y parecen demostrar que no existe efecto sobre la
secrecion de melatonina ni por parte de los esteroides ovaricos, ni por el momento del

ciclo sexual, ni por el momento de la gestacién (Zarazaga et al., 1996a, b; 1997; 2010).

2.3.6. LUGAR Y MODO DE ACCION DE LA MELATONINA

La variacion de la duracion de la presencia de la melatonina es procesada

neuralmente, y esa sefial regula la secreciobn de GnRH. La melatonina no actla
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directamente sobre las neuronas GnRH hipotaldmicas, sino mas bien su accién tiene
lugar de forma indirecta a través de rutas de interneuronas que terminan por conectar
con las neuronas GNRH y que retardan la respuesta a los dias largos o cortos y que en
consecuencia no es inmediata (Malpaux et al., 1999). Por ejemplo, los dias cortos
estimularon la secrecion de GnRH en ovejas (Malpaux et al., 1997), pero este
incremento en la secrecion se observo a los 40-60 dias de haberse iniciado los dias
cortos. Igualmente, el tratamiento con dias largos provoca la inhibicion de la secrecién
de LH a los 30 dias de haberse iniciado, como ya se ha indicado en el capitulo 1 (Legan
y Karsch, 1980).

La melatonina interviene en una gran cantidad de funciones fisioldgicas (Arendt,
1995), planteando dos posibilidades de explicacién: bien la melatonina actda en una
parte determinada del cerebro o de la hipdfisis implicada en la regulacién de varias
funciones; o actta directamente sobre otros tejidos del cuerpo (Bittman y Weaver, 1990;
Stankov et al., 1991; Morgan et al., 1994). Esta dificultad aumenta por la localizacion
de sitios con receptores de melatonina de gran afinidad en diferentes tejidos del cuerpo
(Bittman, 1993). Los primeros trabajos acerca del modo de acciéon de la melatonina
fueron realizados con ratones usando pequerios pellets de cera de abeja impregnados de
melatonina (Glass y Lynch, 1981). Posteriormente, usando también ratones, se pudo
definir un lugar en el cerebro que tenia un patron de ritmo intracerebral de secrecion de
melatonina (Dowell y Lynch, 1987), pero estos estudios no pudieron definir un sitio de
accion preciso en el cerebro.

Para determinar la presencia de receptores a la melatonina generalmente se han
usado técnicas como la autorradiografia in vitro u otras técnicas en las que se usa como
ligando la **I-iodomelatonina (I-MEL) que se une a los receptores de la hormona
(Dubocovich y Takahashi, 1987; Vanécek et al., 1987). Aunque los lugares de union
han sido hallados en diferentes areas del cerebro, ha sido en la pars tuberalis de la
hipdfisis y en el NSQ del hipotdlamo donde se han concentrado la mayor cantidad de
sitios de union de melatonina, una caracteristica que es compartida entre las diferentes
especies animales estudiadas hasta la fecha. Pero también se han encontrado receptores
para la melatonina en otros tejidos como en el POA, en donde su presencia representa
un 60% de los cuerpos celulares, en la region pre-mamilar, con un 15% de los cuerpos
celulares (Caldani et al., 1988; Lincoln, 1992) y también en el hipotdlamo anterior,
nacleo ventromedial y dorsomedial del hipotalamo, el nlcleo paraventricular, la pars

distalis de la hipdfisis, cortex cerebral y en la retina. Otros experimentos han dado una
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ubicacién maés precisa de los receptores de melatonina que controlan la secrecion de
GnRH/LH, concretamente en la region pre-mamilar mediobasal posterior (Duncan et
al., 1989; Weaver et al., 1989; Blazynsky y Dubocovich, 1991; D’Occhio y Suttie,
1992; Helliwell y Williams, 1992; Lincoln, 1992; Malpaux et al., 1993; 1996).

Estudios realizados en ovejas y roedores, han llevado a la conclusion de que la
pars tuberalis no es la encargada de mediar la accion de la melatonina en el eje
reproductivo neuroendocrino, en realidad, la melatonina que llega a la pars tuberalis
parece no modificar la secreciéon de LH. Asi, si se inserta un microimplante de
melatonina en la cara anterior de la pars tuberalis no ocurre cambio alguno (Malpaux et
al., 1997), ni tampoco si estos microimplantes se insertan en la pars distalis (Lincoln y
Maeda, 1992). En contraste a esto, usando microimplantes de melatonina, a nivel del
hipotalamo medio basal o en el 3*'V, se observd una estimulacion en la liberacion de
LH (Malpaux et al., 1993; Malpaux et al., 1997). Estos estudios evidencian en
definitiva que es el hipotdlamo y no la pars tuberalis el punto de accion de la
melatonina para traducir sus efectos en el eje reproductivo. Sin embargo, en otros
estudios (Lincoln y Clarke, 1994; Malpaux et al., 1995), se ha encontrado que la pars
tuberalis controla, al menos en cierta parte, la accion de la melatonina en la secrecién de
prolactina.

La melatonina modifica la liberacién pulsatil de la GnRH, sin embargo existen
evidencias que indican que la melatonina no actta directamente en las neuronas GnRH.
Aparentemente existen tres razones: en primer lugar, la inmunoreactividad de la GnRH
no coincide con los sitios de accion de la melatonina (Lehman et al., 1997; Malpaux et
al., 1998); en segundo lugar, el retraso entre el inicio del tratamiento con melatonina y
la respuesta en la liberacion de la GnRH/LH, sugiere que habria un mecanismo mas
complejo de regulacion; y tercero, y la mas importante, varios sistemas
neurotransmisores han demostrado estar implicados en la regulacion de la secrecion de
LH por la melatonina, tales como el sistema dopaminérgico, serotoninergico y los
aminoacidos excitatorios, de los que se hablara méas adelante en el siguiente capitulo
(Caldani et al., 1988; Malpaux et al., 1996).
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2.4. PLASTICIDAD NEURONAL EN LA ESTACIONALIDAD
REPRODUCTIVA

La plasticidad neuronal estd definida como la “habilidad” del sistema nervioso,
en animales adultos, para adaptarse a los cambios estructurales y funcionales
relacionados con influencias enddgenas o exdgenas, que ocurren a lo largo de la vida
del individuo; siendo la capacidad del cerebro, aunque sélo sea de forma parcial, mayor
en los primeros afios de vida que en la etapa adulta. A nivel del hipotdlamo, la
plasticidad esta representada a traves de los cambios en la longitud y tamafio de las
dendritas y neuronas, asi como los cambios en sus conexiones de entrada y salida de
sefiales, conocidas como sinapsis, en respuesta a los cambios enddgenos y ambientales
ocurridos durante el crecimiento y la vida adulta (Plant y Shahab, 2002; Tasker et al.,
2002; Theodosis et al., 2004; Naftolin et al., 2007; Prevot et al., 2010). El sistema
neuroendocrino reproductivo resulta s6lo un ejemplo de esta plasticidad, ya que en
ciertos momentos clave puede, de manera reversible, iniciarse o detenerse, como ocurre
durante la lactacion o la prefiez (Smith, 1978; McNeilly et al., 1994), bajo condiciones
de restriccion nutricional (Warren et al., 1999; Meczekalski et al., 2008), y como en
muchas especies de animales, en respuesta a un determinado momento del afio
(Goodman et al., 1982; Malpaux et al., 1988; Karsch et al., 1993; Lehman et al., 1997).

El antecedente mas importante acerca de la plasticidad neuronal se remonta al
estudio realizado por Hubel y Wiesel en 1959, en donde se logr6 explicar la presencia
de diferentes tipos de células e interconexiones de gran complejidad con zonas
excitatorias e inhibitorias en el cortex cerebral a nivel del ganglio retinal, y que puede
ser tanto inhibida como estimulada por acciones externas, lo que permitié aumentar lo
que en aquel momento se conocia como el procesamiento sensorial. Estos
investigadores usando microelectrodos en la corteza visual primaria de gatos
anestesiados y sometidos a patrones de luz y oscuridad, encontraron que algunas
neuronas se activaron rapidamente frente a estos estimulos y otras respondian de forma
distinta a estos patrones. Estas neuronas fueron llamadas en aquel entonces “células
simples” y las células que respondian igual a la luz y a la oscuridad, fueron llamadas
“celulas complejas”. En otro experimento, Hubel y Wiesel (1962), privando a gatos del
uso de un solo ojo, demostraron que las columnas de la corteza visual primaria que
reciben contribuciones del otro ojo se hacian cargo de las areas que normalmente

reciben informacion del ojo cegado. Esto tiene implicaciones importantes para la
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comprension de la ambliopia por privacion, un tipo de pérdida visual debido a la
privacion visual unilateral durante el llamado "periodo critico o sensible”, importante
para adquirir informacion y/o desarrollar ciertos aprendizajes. Estos gatitos tampoco
desarrollaron las zonas que reciben las aportaciones de los dos 0jos, una caracteristica
necesaria para la visién binocular. Sin embargo, cuando esta privacion se realiz6 en
animales adultos durante un afio, observaron que la respuesta de las células del ojo
cubierto fue igual a la del ojo normal, mostrando que la privacién de la visién no afecta
a las células del cértex visual, a menos que esta privacion de la vision ocurriera durante
los primeros tres meses de vida del animal. Los experimentos de Hubel y Wiesel
mostraron que la dominancia ocular se desarrolla de manera irreversible en el desarrollo
infantil temprano (asi como ocurre con otros aspectos del desarrollo humano).

La reproduccién estacional representa un ejemplo natural de la plasticidad
funcional en el cerebro adulto, ya que refleja los cambios en las vias de control
neuroendocrino de la GnRH, y en particular, la capacidad de respuesta de estas mismas
neuronas al feedback negativo del estradiol. Esto incluye cambios en las entradas
sinapticas en las neuronas GnRH, asi como en las neuronas dopaminérgicas en el grupo
celular A15, un nucleo que juega un rol clave en el feedback negativo del estradiol en el
ganado ovino (Adams et al., 2006; Goodman et al., 2010; Lehman et al., 2010). El
mecanismo responsable de controlar estos cambios reproductivos estacionales se
encuentra principalmente a nivel del cerebro, representando un buen ejemplo de la
plasticidad funcional que ocurre en el sistema nervioso central adulto (Karsch et al.,
1984; Barrel et al.,, 1992). En la oveja, el circuito neuronal que controla la
estacionalidad de la reproduccion se encuentra compuesto por una red multisinaptica
localizada en el POA y en el hipotdlamo que afecta la liberacion de las neuronas GnRH
(Lehman et al., 2002; Goodman et al., 2010), siendo éstas el componente
neuroendocrino final para el control de la reproduccion. A pesar de los conocimientos
que se tienen sobre este sistema, los cambios que permiten que sea funcional en un
momento determinado de afio y no en otro ain permanecen desconocidos.

El circuito nucleo supraquiasmético-pineal es uno de los circuitos neuronales
cerebrales mejor estudiados a nivel del papel de la plasticidad neuronal, ya que la
produccion de melatonina esta regulada por determinadas actividades neuronales que
pueden ser suprimidas por un simple flash de luz (Borjigin et al., 2012). Asi, la ruptura
parcial de la innervacion de la glandula pineal procedente de los GCS ha demostrado
que esta glandula recupera su actividad a los dos dias de haber perdido el 50% de las
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entradas adrenérgicas procedentes de los GCS (Zigmond et al., 1981; Kuchel y
Zigmond, 1991), pero no se produce recuperacion de la actividad pineal si se produce
una denervacién completa de uno de los dos GCS (Zigmond et al., 1985).

Como ya se describio anteriormente, la informacion fotoperiddica se transmite al
sistema neuroendocrino reproductivo a través de la via retino-hipotalamica, que también
parece regular el ritmo nocturno de la secrecion de melatonina que sirve como sefial
indicadora de la duracion del dia (Bittman et al., 1983; Karsch et al., 1984; Malpaux et
al., 1997). La melatonina parece actuar a nivel de la region pre-mamilar del hipotalamo
caudal (Malpaux et al., 1995), pero la forma como la informacion sobre la duracién del
dia se transmite hasta las eferentes del circuito neuroendocrino responsable de los
cambios estacionales todavia permanece desconocido, cabiendo la posibilidad de la
existencia de alguna plasticidad que transmita la informacion de la melatonina hasta los
receptores de esta hormona que se localizan en el hipotalamo pre-mamilar o en algun
otro sitio (Lehman et al., 2010).

A modo de resumen de todo lo descrito y en funcion del conocimiento que se
tiene sobre la plasticidad reproductiva, Lehman et al. (2010) plantearon una
representacion esquematica del circuito neural en el hipotdlamo (Figura 15), en donde
se muestra la regulacion del control estacional del feedback negativo del estradiol, y los
sitios en donde la plasticidad morfologica podria contribuir en las transiciones
estacionales. En este grafico, el estradiol actta sobre la proteina estrogénica receptora-a
(RE-a) contenida en las células del area predptica ventromedial (vmPOA) y en el area
retroquiasmatica (RCh). Estas neuronas, por su parte, contactan con las células
dopaminérgicas del nacleo Al5, que se proyectan caudalmente hacia el hipotalamo
mediobasal (MBH), que contiene las células secretoras de GnRH y actuando sobre ellas
directamente a nivel de los terminales de la eminencia media y/o via las células
Kisspeptina (Kiss) del ndcleo arcuato (ARC).

De acuerdo a las investigaciones realizadas, se han encontrado evidencias sobre
la existencia de plasticidad neuronal en tres sitios del circuito hipotalamico que
controlan la estacionalidad reproductiva en la oveja, ubicandose estos cambios
estacionales: (1) a nivel de los contactos sinapticos en las neuronas dopaminérgicas
Al5, especificamente en las terminales glutamatérgicas; (2) en la morfologia de las
dendritas de las neuronas A15; y (3) en las entradas conteniendo Kisspeptinas para las
neuronas GnRH en el MBH. Esto junto a la existencia de una plasticidad a nivel de los
cuerpos celulares de las neuronas kisspeptinas y sus entradas. Esto puede observarse en
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las figuras 15B y 15C, en donde se resaltan los cambios en la plasticidad neuronal que
ocurre en las transiciones estacionales reproductivas en la oveja, representados por
cambios en la morfologia de las dendritas A15 (en rojo) y el numero de contactos
sinapticos glutamatérgicos (puntos azules) en ellos, lo cual ocurre en la transicion de la
estacion reproductiva al anestro estacionario. Lo que podria decirse es que estos
cambios podrian ser resultado de una “reconexion” funcional en este circuito, lo que
destaca la habilidad del estradiol para inhibir la secrecién de GnRH en este momento
del afio y que podria ser producto de una mediacion, ya sea de forma directa, a través de
las proyecciones de las células A15 sobre las neuronas GnRH o de manera indirecta por
medio de las células kisspeptinas del ARC (Lehman et al., 2010).

Figura 15. Representacién esquematica del circuito neural en el hipotalamo que regula el control
estacional del feedback negativo del estradiol (adaptado de Lehman et al., 2010) (ver explicacién en el

texto).
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Aunque la mayoria de los datos sobre el papel de la plasticidad neuronal en la
estacionalidad reproductiva provienen de un modelo desarrollado en el ovino, se puede
considerar que los componentes y principios pueden tener relevancia en la reproduccién

de la mayoria de los vertebrados, incluyendo el hombre (Lehman et al., 2010).
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3. IMPLICACION DE LOS SISTEMAS NEURONALES EN EL CONTROL DE
LA REPRODUCCION

3.1.  INTRODUCCION

En pequefios rumiantes, y principalmente en la oveja, se han desarrollado
numerosos estudios que han investigado los mecanismos neuronales que participan en la
regulacion de la actividad reproductiva, si bien aun no esté del todo claro como actuan
en el animal. Es aceptado que el fotoperiodo ejerce un fuerte efecto sobre la actividad
reproductiva y que es mediado por redes neuronales hipotalamicas que afectan a las
neuronas GnRH (Brooks et al., 1986; Kao et al., 1992; Tortonese, 1999).

Los cambios estacionales en la secrecion de GnRH/LH se relacionan con sus
respectivos cambios en las concentraciones y la sensibilidad al estradiol (Legan y
Karsch, 1980). Este provoca una clara reduccion de la secrecion de gonadotropinas
durante el anestro estacional (Legan et al., 1977; Karsch et al., 1984; Henniawati et al.,
1995), reflejandose en la secrecion de GnRH (Karsch et al., 1984). Para asegurar unas
concentraciones constantes a lo largo del afio de estradiol, en general, se utilizan
hembras OVX+E, que proporcionan un modelo experimental muy utilizado en la
investigacion de la estacionalidad reproductiva al reflejar los cambios en la sensibilidad
del eje hipotdlamo-hipofisario al estradiol (Legan et al., 1977; Karsch et al., 1984;
Henniawati et al., 1995).

A los neuromediadores se les podria describir como sustancias sintetizadas,
almacenadas y secretadas por las neuronas (Dubois, 1993), y que dentro del campo de la
reproduccion intervienen en la transmisién de la informacion a lo largo del eje
hipotalamo-hipofisiario, modificando la secrecion de LH en respuesta al estradiol
(Meyer y Goodman, 1985; Le Corre y Chemineau, 1993). En funcion de su modo de
acciéon, se pueden dividir en tres grupos: neurohormonas, neurotransmisores y
neuromoduladores, siendo posible que una misma sustancia sea capaz de realizar
cualquiera de las tres funciones. La neurohormona es producida en células
neurosecretoras y liberada a la circulacion, actuando lejos del lugar de su secrecion, por
ejemplo la GnRH. El neurotransmisor, por el contrario, actia localmente a nivel del
espacio sinaptico entre dos neuronas, permitiendo el paso de los impulsos de una célula

a otra al activar a sus receptores de la membrana. Finalmente, los neuromoduladores se
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encargan de controlar la actividad neuronal, o dicho de otro modo, la sensibilidad a un
determinado neurotransmisor (Zufiga, 2002).

Es importante conocer el mecanismo de actuacién de estas sustancias en el
control de la liberacion de las GnRH/LH vy si su papel a lo largo del ciclo fotoperiddico
es dependiente de otros factores (Bittman y Karsch, 1984; Lincoln, 1992).

3.2. OPIOIDEOS ENDOGENOS

Los opioideos enddgenos o EOPs (Endogenous Opioids Peptides) son un grupo
de péptidos producidos por el cerebro, que modulan diversas actividades organicas tanto
metabdlicas como de comportamiento, teniendo a su vez una actividad bioldgica similar
a los agonistas opioides, como la morfina (Malven, 1993). Los opioideos endégenos
fueron aislados por primera vez por Hughes et al. (1975) en el cerebro y sus acciones
son, en la mayoria de casos, parecidas a las de los opiaceos e incluyen efectos sobre el
control de la secrecién gonadotropica, que suelen ser de caracter inhibitorio (Sanchez,
2003). Las sustancias que intervienen en los receptores blogueando su actividad se
denominan antagonistas opioides (por ejemplo, la naloxona) y pueden ser enddgenos o
exogenos (Brooks et al., 1986; Bairdj et al., 1989; Goodman y Gilmans, 1991).

Distintos estudios han mostrado que aparentemente la liberacion de hormonas, a
nivel de la adenohipdfisis y neurohipofisis, pueden ser moduladas por los EOPs ya que
éstos acttian en varios lugares (llles, 1989); de hecho, se menciona que regulan diversas
actividades a nivel del sistema nervioso central, en donde podrian actuar de manera
endocrina, aun cuando estas actividades estén reducidas a la familia de las endorfinas
(Malven, 1993). De acuerdo a la familia a la que pertenecen, los EOPs pueden
localizarse en diferentes sitios del cerebro: (1) las encefalinas, cuyas neuronas se
encuentran en el ndcleo estriado, sistema limbico, médula espinal y zona ventral del
hipotalamo; (2) las S-endorfinas, situadas en los I6bulos intermedio y anterior de la
hipofisis, y a nivel del nicleo arcuato del hipotdlamo mediobasal, desde donde envian
sus proyecciones a la eminencia media, area predptica y amigdala; y (3) las dinorfinas,
cuya distribucion es muy similar a las encefalinas e incluso pueden llegar a presentarse
reacciones cruzadas provocando confusién en el momento de los andlisis. De estas
ultimas, la B-endorfina ha sido relacionada con los procesos reproductivos, y mas
directamente con la inhibicion de GnRH (Ebling et al., 1987; Domanski et al., 1991;
Schall et al., 1991).
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En cuanto a su papel, los EOPs participan en varios procesos dentro del
organismo, incluyendo algunas actividades reproductivas, en donde se ha demostrado
que disminuyen la secrecion de gonadotropinas a nivel del hipotdlamo y de esta manera
también modulan el patron de secrecion de la LH (Goldstein et al., 1987; Mansour et
al., 1987; Curie y Rawlings, 1989; Gomez, 1992). Se ha observado que la secrecion de
LH puede disminuir por accion de los EOPs en ciertas situaciones, incluyendo aquellas
relacionadas con la analgesia, la presion sanguinea, la sensibilidad a los estimulos del
dolor (Holaday y Faden, 1981; Akil et al., 1984; Dodman et al., 1987; Gosnell, 1987;
Haynes, 1989). Al parecer este efecto supresivo tiene lugar en el hipotdlamo ya que a
nivel hipofisario no se han observado alteraciones en la concentracién o respuesta a
GnRH. Debido a que es conocida la actividad de los opioideos en los procesos que
involucran dafio corporal y especificamente aquellos relacionados con el dolor a nivel
central, se ha propuesto que el papel fisioldgico de los EOPs podria ser suprimir la
reproduccion en los animales cuando las condiciones son inapropiadas para la fertilidad
(Haynes, 1989).

La naloxona es un farmaco que es bien conocido por tener un amplio efecto
antagonico sobre los opioideos tanto exogenos (morfina) como endogenos (f-
endorfinas) (Sanchez, 2003) y que ha servido de modelo experimental para entender los
mecanismos neurofisioldgicos de la reproduccion animal (Meyer et al., 1984; Ruiz,
1994; Fuentes, 1995). También se conocen otros farmacos con actividad similar; sin
embargo, algunas veces pueden tener efectos tanto agonistas como antagonistas. De
hecho, la selectividad por los receptores EOPs 0 sus antagonistas no es absoluta ya que
ésta depende de la dosis de la sustancia que ocupa los receptores (Goldestein y Naidu,
1989). En este sentido, se puede decir que la naloxona es Unica porque bloquea la
actividad opioidea (Sanchez, 2003). Los EOPs tienen distintos tipos de receptores entre
los que destacan los receptores B, u, 8 y v; y la naloxona puede actuar principalmente a
nivel de los receptores B, u y v, observandose que cuanto mayor es la dosis de naloxona
ésta puede antagonizar a mas subtipos de receptores opioideos. Respecto a los efectos
de la naloxona sobre la actividad hipotdlamo-hipofisaria, se ha demostrado que al
inhibir la actividad de los EOPs, se produce un incremento en la secrecion de LH,
presumiblemente debido a un aumento en la liberacién de GnRH. Este hecho se ha
observado tanto durante el anestro estacionario como durante la lactacion y la
retroalimentacién gonadal producida por la progesterona, por lo tanto se presume que
los EOPs inhiben la secrecion de GnRH y LH durante estos estados (Malven, 1993).
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También, incluso en estudios realizados en ovinos, se ha encontrado que la combinacién
de hembras sincronizadas y machos tratados con naloxona han demostrado incrementar
la eficiencia reproductiva (Zavala et al., 1998).

Asi, existen diversos estudios en donde la naloxona ha demostrado su eficacia en
la expresion del estro en cabras (Sanchez, 2003) y ovejas (Fuentes et al., 1998b), en la
secrecion de los niveles de LH y testosterona en machos cabrios y un aumento en la
libido durante el anestro estacionario (Fuentes et al., 1997; Singh et al., 2000).
Asimismo, se ha observado un efecto favorable en el aumento de la tasa de ovulacion y
del numero de crias (Fuentes et al., 1990). Igualmente, distintos estudios
farmacologicos han implicado a los EOPs en la regulacién de la secrecion de LH (a su
vez reflejo de la secrecion de GnRH) durante el periodo de anestro y también durante el
periodo prepuberal, ya que el blogueo de estos receptores con el uso de la naloxona
provoca un aumento en la frecuencia de los pulsos de LH (Lincoln, 1988; Ebling et al.,
1989; Forcada et al., 2000). De esta forma, la naloxona, de acuerdo con estudios
realizados en ovejas (Forcada et al., 1997), es capaz de aumentar de forma significativa
la frecuencia de pulsos de LH tanto al principio como al final del periodo de anestro
estacionario.

No obstante, la respuesta a la naloxona en revertir la secrecion de LH se reduce
bastante en el primer anestro postpuberal, siendo practicamente nula en el segundo afo
(Schall et al., 1991). De hecho, en la bibliografia existen multitud de referencias que
indican que el tratamiento de ovejas enteras u ovejas OVX+E, usando antagonistas
opioideos durante la temporada de anestro estacionario no pudo ser capaz de obtener
una respuesta positiva en términos de incrementar la secrecion de LH (Brooks et al.,
1986; Yang et al., 1988; Schall et al., 1991). Estos resultados indican que si bien existe
una respuesta positiva en términos de incrementar la secreciéon de LH durante el anestro
estacionario, conforme tiene lugar el desarrollo del animal se produce un cambio
progresivo, con una participacion cada vez mas fuerte de mecanismo neuronales no
opioideos (entre ellos el sistema dopaminérgico del cual se hablara posteriormente) que
hacen que la liberacion de LH no pueda ser revertida por accion de la naloxona (Schall
et al., 1991). Sin embargo, cuando se evalu6 el efecto inhibitorio de los EOPs en ovejas
menos estacionales, como por ejemplo en ovejas OVX+E, de la raza Rasa Aragonesa,
tanto al inicio como al final de anestro y en funcién del plano de alimentacion previo
durante 15 dias (1,4 vs. 0,5 veces de mantenimiento), se observé un aumento

significativo en la frecuencia de los pulsos de LH tras el tratamiento con naloxona,
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independientemente del momento del anestro considerado o del nivel de alimentacién
(Forcada et al., 1997). Los resultados de estos trabajos en ovinos aportan informacion
de gran interés en dos niveles: (1) contrario a lo observado en razas mas fuertemente
estacionales, parece clara la implicacion opioidea en la inhibicion de la liberacion de LH
en ovinos mediterraneos, de forma que en estos animales los mecanismos no opioideos
no serian tan potentes como para enmascarar la desinhibicion de la frecuencia de pulsos
de LH tras el tratamiento con naloxona; y (2) las vias opioideas no parecen ejercer una
influencia inhibitoria significativa en la liberacion de LH en una situacion de
subnutricion, ni en ovejas adultas ni tampoco en hembras pre-puberes (Recabarren et
al., 1990).

Un aspecto interesante a destacar esta en relacién con los estudios realizados con
naloxona en cabras en época de actividad reproductiva. En el estudio realizado por
Sanchez (2003), usando dosis de naloxona en cabras activas, se provocé un adelanto en
el nimero de pulsos de LH y en el pico preovulatorio, ya que la naloxona interfiere con
los receptores que controlan los pulsos de secrecion de LH, algo que se ha observado
también en las ovejas (Brooks et al., 1986; Whisnant y Goodman, 1988; Currie et al.,
1991). Esto desde un punto de vista bioldgico es importante, ya que al conocer mejor el
funcionamiento de los sistemas reproductivos en las especies se podria aumentar la

eficacia de la reproduccion en los animales domésticos.

3.3. SISTEMA DOPAMINERGICO

El sistema dopaminérgico (DA) es otro mecanismo neuronal que esta
involucrado en la supresion de la secrecion de LH por el estradiol durante el anestro
estacional en la oveja (Meyer y Goodman, 1985). Uno de los principales
neurotransmisores del sistema dopaminérgico es la dopamina, una catecolamina que
cumple diversas funciones a nivel reproductivo. La dopamina es un precursor de la
norepinefrina (noradrenalina) que se transforma en epinefrina (adrenalina) y en su
sintesis se utiliza como precursor a la tirosina (Thiéry et al., 1995). La sintesis ocurre
principalmente por la hidroxilacion de los aminoacidos L-tirosina a L-3-4-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA) por accién de la enzima tiroxina-hidroxilasa, y después
por la descarboxilacion de la L-DOPA por accién del aminoacido aromatico L-
decarboxilasa. Una vez sintetizada en las neuronas, la dopamina es empaquetada en

vesiculas que a su vez son liberadas en la sinapsis en respuesta a la accion presinaptica.
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En el sistema nervioso, la dopamina cumple funciones de neurotransmisor, activando
los cinco tipos de receptores de dopamina: Dy, Dy, D3, D4 y Ds, y sus variantes (Gayrard
etal., 1994).

Las neuronas dopaminérgicas se agrupan formando sistemas locales altamente
especificos. Dos de estos sistemas se localizan en el hipotalamo, el sistema tdbero-
hipofisiario y el incerto-hipotalamico. El primero de ellos forma el nucleo Al2 y
constituye entre el 3 y 5% de los cuerpos celulares del nudcleo arcuato; sus neuronas
terminan principalmente en tres &reas: el l6bulo neural de la hipdfisis, el I6bulo
intermedio y la eminencia media-tallo hipofisiario, y parecen intervenir
fundamentalmente en la regulacién de la secrecion de prolactina. En cuanto al sistema
incerto-hipotalamico, es de destacar que sus neuronas componen los nucleos A13, Al4
y Al5, y se ha demostrado que algunas de ellas se proyectan hasta el area predptica
entrando en sinapsis con las neuronas GnRH (Caldani et al., 1993).

El sistema dopaminérgico parece estar implicado en la inhibicién de la
liberacion de LH controlada por el estradiol durante el anestro estacionario, dado que la
inyeccion de pimozide (un antagonista dopaminérgico) es capaz de incrementar la
frecuencia de pulsos de LH tanto en ovejas enteras (Meyer y Goodman, 1985) como en
ovejas OVX+E, (Meyer y Goodman, 1986; Kao et al., 1992; Le Corre y Chemineau,
1993; Forcada et al., 1997). Sin embargo, se ha demostrado que el pimozide no tiene
efecto alguno en ovejas OVX sin implante de estradiol (Meyer y Goodman, 1985;
1986).

La inhibicién dopaminérgica de la GnRH podria ser presinaptica y ocurre en los
terminales nerviosos de la eminencia media a través del receptor D,, que al ser
estimulado, suprime la secrecion de LH (Thiéry et al., 1995). Es posible que la
implicacion del sistema dopaminérgico sea mayor al principio de la época de
inactividad sexual (Le Corre y Chemineau, 1993), o bien, que al final del anestro
coexistan los efectos de otros sistemas neuronales inhibitorios y que no pueden ser
inactivados Unicamente por la inyeccion de pimozide (Forcada et al., 2000). También,
se ha observado que la aplicacion del pimozide en ovejas OVX+E,, en estado de
fotorrefractariedad a los dias cortos, incrementa la secrecion de pulsos de LH (Kao et
al., 1992; Le Corre y Chemineau, 1993).

Estudios realizados por Forcada et al. (1997; 2002) han demostrado que existe
relacion entre el sistema dopaminérgico con la nutricion, y determinaron en qué medida

es capaz de modificarla en genotipos de reducida estacionalidad reproductiva. De este
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modo, cuando ovejas OVX+E, de raza Rasa Aragonesa recibieron una inyeccién de
pimozide al inicio (Abril) y al final (Junio) del anestro estacionario, tras un tratamiento
alimenticio previo de 21 dias (1,4 vs. 0,5 veces las necesidades de mantenimiento)
(Forcada et al., 1997), se observo un incremento significativo de la frecuencia de pulsos
de LH, siendo el efecto del pimozide superior al inicio que al final del anestro, al mismo
tiempo observaron un mayor efecto en las ovejas que recibieron un mejor plano de
alimentacion. Igualmente, en otro estudio realizado por los mismos investigadores
(Forcada et al., 2002), se observo que el efecto del pimozide sobre la secrecion de LH
fue mayor en ovejas que recibieron niveles de alimentacion mas altos. Esto podria
indicar que una sobrealimentacion podria reducir la actividad de los sistemas neuronales
adicionales en la inhibicion de la secrecion de LH en los periodos de transicion entre
anestro y estacion reproductiva.

En cuanto a la relacién del sistema dopaminérgico con la melatonina, Forcada et
al. (2002) encontraron que ovejas OVX+E,, que llevaban un implante de melatonina y
sometidas a un periodo de subnutricion, restauraron sus niveles de LH al ser tratadas
con el pimozide. La relacién entre la melatonina y el sistema dopaminérgico ha quedado
en evidencia a través de estudios realizados en roedores, al ser capaz de inhibir la
sintesis de melatonina a nivel de la retina (Tosini y Dirden, 2000).

Otra hormona relacionada de algun modo con la dopamina es la prolactina, de
manera que aquélla podria ser considerada su principal factor inhibidor, como lo
demuestran estudios realizados en ratas, al provocar un efecto negativo sobre la
secrecion de prolactina in vitro (Shaar y Clemens, 1974) e in vivo (Blake, 1976).
Ademas, se han identificado receptores dopaminérgicos en los lactotrofos hipofisiarios
(Cronin et al., 1978). En la especie ovina, tanto la dopamina (Deaver y Dailey, 1982)
como su agonista mas utilizado, la bromocriptina (Thomas et al., 1986), han
demostrado ser capaces de inhibir la secrecién de prolactina. Thomas et al. (1989)
encontraron una disminucion, dependiente de la dosis utilizada, en las concentraciones
plasmaticas de prolactina en respuesta a la infusion de dopamina, un efecto que fue
bloqueado por la inyeccion de pimozide.

También se ha encontrado que las neuronas dopaminérgicas son consideradas
una parte integral del sistema neuronal que regula el comportamiento sexual en el
macho (Sachs y Meisel, 1988), como asi lo aportan estudios realizados en ratas tratadas
con dopamina (Tagliamonte et al., 1973) y bromocriptina (Poggioli et al., 1978),

resultando en un incremento en el comportamiento sexual.
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La accion feedback negativa que el estradiol ejerce sobre la secrecién ténica de
LH lleva consigo la activacion de los sistemas neuronales catecolaminérgicos del area
predptica y del hipotdlamo mediobasal; dentro de estas zonas, las estructuras mas
importantes parecen ser el area retroquiasmatica del hipotalamo anterior, en donde se
encuentra contenido el nucleo Al5, y la eminencia media, que contiene los axones
terminales de las neuronas GnRH responsables de controlar la secrecion de ésta (Thiery
et al., 1995). La funcion de este nucleo Al5 podria considerarse como de
“intermediario” para la activacién de los sistemas neuronales dopaminérgicos, al
incrementar las concentraciones extracelulares de metabolitos de dopamina en época de
anestro en la oveja (Thiéry et al., 2002) y también a nivel del nacleo Al12, que es
dependiente del fotoperiodo, y posiblemente independiente de la accidn del estradiol
(Malpaux et al., 1996). A lo largo de la Gltima década, se han realizado varios trabajos
gue han demostrado la importante implicacion del nicleo dopaminérgico A15 sobre el
control de la reproduccion y en la secrecion de la GnRH. Es posiblemente uno de los
puntos claves en la red neuronal entre las células relacionadas con el estradiol y las
neuronas GnRH del area predptica ventral (Malpaux et al., 1996).

Desde la realizacion de los primeros trabajos se ha generado una gran
controversia, debido a la variabilidad de los resultados obtenidos en funcion a diversos
factores, tales como la dosis de farmaco utilizada, la estacién en que fue realizado el
estudio o el estado fisioldgico del animal en aquel momento. Przekop (1978) observo
gue en ovejas OVX+E; a las que se les provocd una lesion en el hipotdlamo anterior,
donde se encuentra el nicleo A15, estimulé la secrecion de LH. Si bien, Przekop et al.
(1975) no obtuvieron respuesta tras la infusion intraventricular de dopamina en hembras
ovinas enteras en anestro. De forma similar, Deaver y Dailey (1982) aplicaron una
infusidn por via intravenosa de dopamina y tampoco afect6 la secrecién tonica de LH
durante el anestro estacional. Sin embargo, en el mismo trabajo si obtuvieron respuesta
al realizarlo con ovejas OVX, alterando la secrecion de LH de un modo dependiente a la
dosis administrada, de modo que usando una dosis normal de dopamina la LH se veia
incrementada mientras que si la cantidad era demasiado alta el efecto era el contrario.
Estos resultados obtenidos con animales OVX parecen evidenciar que el sistema
dopaminérgico tiene una influencia importante sobre la secrecion de LH, y que es
posible también que las vias dopaminérgicas se encuentren funcionando al maximo de
su capacidad en hembras enteras, por lo que una sobreestimulacion en las vias post-

sindpticas no causaria efecto alguno.
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En otro estudio, Thiéry et al. (1989) aplicaron una neurotoxina dopaminérgica
especifica, la 6-hidroxidopamina, a nivel del nucleo Al5 de ovejas OVX+E, y
observaron que la destruccion del 20% de los cuerpos de las células dopaminérgicas
aumento la secrecion pulsatil de LH. Los resultados sugirieron que el nacleo A15 es una
de las &reas hipotaldmicas clave involucradas en la inhibicion de la secrecion pulsatil de
LH mediada por el estradiol durante la época de dias largos (anestro estacional). En otro
trabajo, Havern et al. (1991) colocaron implantes intracraneales de pimozide
(antagonista dopaminérgico) en el rea retroquiasmatica y la eminencia media de ovejas
en anestro, observandose un aumento en la secrecién pulsatil de LH en los animales
experimentales. Los resultados de estas lesiones nos llevan a pensar que las neuronas
dopaminérgicas tienen tres propiedades importantes: inhiben la frecuencia de pulsos de
GnRH, son estimuladas por el estradiol y son funcionales en anestro pero no en estacion
sexual (Goodman, 1996). Pero tal y como se ha indicado anteriormente, no sélo
interviene el ndcleo A15, ya que al lesionar el nucleo A14 dopaminérgico, localizado en
la parte posteroventral del area preoptica, también puede conseguir inhibirse la
secrecion de LH durante el anestro estacional en la oveja (Havern et al., 1994).

En ovejas OVX en anestro o sometidas a dias largos constantes, al ser
implantadas intracranealmente con estradiol a nivel del area predptica media y lateral, el
nucleo ventromedial, area retroquiasmatica lateral y el hipotdlamo paraventricular
posterior, se observd la accion inhibitoria del estradiol sobre la secrecion de LH de
manera especifica en el area retroquiasmatica, especificamente a nivel del nacleo A15
(Gallegos-Sanchez et al., 1997). Sin embargo, al identificar las neuronas que contienen
los receptores a de estradiol (a-RE3), éstas se han localizado principalmente en el area
predptica, hipotalamo anterior, septum ventrolateral, la base del nicleo de la estria
terminalis, el nucleo ventromedial y el nucleo arcuato, pero no en el nacleo Al5
(Lehman et al., 1993; Kuiper et al., 1997). Asi, no se ha observado expresion del
ARNm para los a-RE; en el nucleo Al5, por lo que no es posible explicar el efecto
inhibidor local de esta hormona esteroide en la secrecion pulsatil de LH durante los dias
largos, sugiriendo que posiblemente los cambios en el fotoperiodo pueden modificar la
distribucion de estos a-RE; (Thiéry et al., 2002).
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3.4. SISTEMA SEROTONINERGICO

El sistema serotoninérgico es el tercer sistema neuronal que ha demostrado estar
involucrado en la inhibicion de la LH durante el anestro estacional en el ganado ovino.
La serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) es una monoamina neurotransmisora
sintetizada a partir del triptéfano mediante una via metabdlica corta que involucra dos
enzimas: triptéfano-5-hidroxilasa (TPOH) y la 5-hidroxitriptofano decarboxilasa (5-
HTPD). La reaccion mediada por la TPOH es una etapa limitante en la via de sintesis de
la serotonina. La serotonina ingerida por via oral no pasa al ciclo de sintesis de la
serotonina porque no cruza la barrera hematoencefalica. Sin embargo, el triptéfano y sus
metabolitos 5-hidroxitriptofano (5-HTP), con los cuales la serotonina es sintetizada,
pueden cruzar esa barrera hematoencefalica, siendo utilizados como agentes
serotonérgicos efectivos. Una vez sintetizada es liberada y ejerce su accion mediante su
unién a los receptores 5-HT de los cuales se han descrito hasta 9 grupos de cuerpos
celulares con algunos subtipos. Las neuronas serotoninérgicas se localizan
principalmente en el ndcleo del rafé del cerebro medio y sus axones se proyectan hacia
el hipotalamo; el nucleo arcuato, concretamente, recibe una importante inervacion
serotoninérgica (Meyer y Goodman, 1985; Kao et al., 1992; Dubois, 1993; Le Corre y
Chemineau, 1993). Existe una gran similitud en la distribucion de las neuronas que
contienen la GnRH y las de serotonina, fundamentalmente, a nivel del area predptica y
la eminencia media y organum vasculosum de la lamina terminalis (Thiéry et al., 2002).

El sistema serotoninérgico parece estar implicado claramente en la inhibicion de
la liberacién de LH durante el anestro estacionario en el ganado ovino, mediante
mecanismos tanto independientes (Meyer y Goodman, 1986) como dependientes del
estradiol (Le Corre y Chemineau, 1993) y en la regulacion del pico preovulatorio de LH
(Johnson y Crowley, 1983; Caldani et al., 1993). Tradicionalmente se pensaba que el
papel de la serotonina en la regulacion de la secrecion de LH durante el anestro era
mucho menos importante que el de la dopamina, pero trabajos realizados en ovinos han
demostrado que la serotonina puede desempefiar un papel en la inhibicién fotoperiddica
de la secrecion de LH (Whisnant y Goodman, 1990). Uno de los primeros ensayos
realizados en esta especie mostrd que la implicacion del sistema serotoninérgico a través
de la administracion intraventricular de serotonina (o su infusion a nivel de hipotalamo
mediobasal) produjo un retraso en el inicio de la descarga preovulatoria de LH

(Domanski et al., 1975). Sin embargo, cuando la serotonina se inyecta de forma
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intravenosa en ovejas OV X sus efectos resultan directos o bifasicos, puesto que a dosis
bajas se observa un descenso en las concentraciones plasmaticas de LH, mientras que a
dosis mas elevadas el efecto es el contrario (Deaver y Dailey, 1982).

En ovejas OVX+E; se observo que la accion estimulatoria de los antagonistas de
los receptores serotoninérgicos 5HT,a (cyproheptadina o la ketanserina) sobre la
secrecion de LH fue mucho mayor al inicio del anestro, es decir, en una situacion de
fotorrefractariedad a los dias cortos (Le Corre y Chemineau, 1993; Thiéry et al., 1995).
Ademas, Le Corre y Chemineau (1993) observaron que, la aplicacién de cyproheptadina
o0 ketanserina, en ovejas OVX+E, expuestas a un fotoperiodo de dias largos, incremento
los pulsos de LH a nivel del hipotdlamo pre-mamilar de las ovejas, experimentando
cambios neuroendocrinos en la secrecion de GnRH/LH, y siendo esta area en donde
ademas se han encontrado un gran numero de receptores serotoninérgicos 5HT,a
(Pelletier et al., 1999).

Aunque el papel de la serotonina en la inhibicion de la secrecion de LH a
principios de la estacion de anestro no ha sido descrito en las cabras Mediterraneas, se
piensa que podria actuar de forma parecida a como ocurre en las ovejas (Forcada et al.,
2002). Sin embargo, no en todos los trabajos se ha utilizado el mismo antagonista ni la
misma raza de animales, sobre todo méas en el ovino ya que en caprino no existen
estudios previos sobre la implicacion del sistema serotoninérgico en la inhibicién de la
liberacion de LH durante el anestro estacionario, por lo que no se pueden llegar a
resultados concluyentes por el momento.

En cuanto a la relacion del nivel de alimentacion con el sistema serotoninérgico,
en ratas, se ha observado que cuando las concentraciones de triptofano aumentan, como
consecuencia de la inyeccion del mismo o de insulina, o por el consumo de
carbohidratos, el triptéfano cerebral y la serotonina aumentan; sin embargo, cuando el
aumento del triptéfano plasmatico se debe a la ingestién de una dieta con elevado
contenido proteico, el triptéfano cerebral y la serotonina no cambian (Fernstrom y
Wurtman, 1972), por lo que a través de la nutricién se podria potenciar o reducir
directamente el efecto que tiene el sistema serotoninérgico sobre la reproduccién. En un
trabajo realizado por Forcada et al. (2002), en ovejas sometidas a dos niveles de
alimentacion distintos tras la aplicacion de la cyproheptadina, observaron un incremento
en la secrecion de LH al comienzo del anestro estacionario y sin embargo no observaron

efecto alguno al final del anestro.
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35. SISTEMA NORADRENERGICO

La noradrenalina ha demostrado ser una de las sustancias responsables de la
descarga preovulatoria de LH, tanto en ovino (Przekop, 1981) como en otras especies
animales (Wilson, 1979). La noradrenalina es una monoamina de la familia de las
catecolaminas, junto con la adrenalina y la dopamina. Los sistemas noradrenérgicos
actGan generando AMPc como segundo mensajero, lo que da lugar a la cascada de
fosforilacion proteica intracelular. La noradrenalina, junto con la dopamina, actla a
través de sinapsis directas. La noradrenalina tiene un efecto estimulador por la via de la
adenilato-ciclasa mientras que la dopamina ejerce un efecto inhibidor sobre la secrecién
de gonadotropinas (a través de GnRH) y prolactina (Speroff et al., 2006). La mayoria de
los cuerpos celulares que sintetizan noradrenalina se localizan en el mesencéfalo y en el
pedunculo cerebral inferior. Los axones que la transportan ascienden hasta el haz medio
del cerebro anterior y se distribuyen por distintas areas, entre ellas el hipotalamo
(Speroff et al., 2006). La noradrenalina se expresa fuertemente en el nucleo
hipotalamico ventromedial, junto con las aminas dopamina e histamina (Beverly et al.,
2000). Profundizando algo mas en el sistema de liberacion noradrenérgico, hay que
indicar que las vias ascendentes de los dos sistemas noradrenérgicos principales: el
locus ceruleus (region anatomica en el tallo cerebral involucrada en la respuesta al
panico y al estrés) y el sistema noradrenérgico bulbar, se proyectan desde el tronco
encefalico hacia las areas hipotaldmicas, donde se encuentran con las neuronas GnRH.
No se han demostrado aun de forma segura conexiones sinapticas directas entre las
terminales noradrenérgicas y las neuronas GnRH. En cambio, existen buenas pruebas de
que las fibras noradrenérgicas ascendentes establecen contacto sindptico con las
interneuronas del acido y-aminobutirico (también llamadas GABAérgicas, de las cuales
se hablara posteriormente).

Estudios, como los de Domanski et al. (1991), han demostrado como la
liberacion de noradrenalina hacia el nucleo infundibular/eminencia media (NI/EM)
puede ser uno de los desencadenantes de las descargas preovulatorias de GnRH/LH.
Concretamente, se proponen una serie de acontecimientos que secuencialmente
interaccionan entre si para finalmente dar lugar al pico preovulatorio. De este modo,
primero se produce un aumento en la secrecion de B-endorfinas en el NI/EM que, al
inhibir la liberacion de GnRH, da lugar a un incremento en el almacén de GnRH en esa

region del cerebro; mas tarde, el dia del celo, tiene lugar un descenso en la secrecion de
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las p-endorfinas permitiendo que se intensifique la actividad noradrenérgica, lo cual
tiene un efecto claramente estimulador sobre la liberacion de esa GnRH almacenada,
desencadenando finalmente la descarga preovulatoria de LH. Los resultados obtenidos
en diferentes estudios sugieren que la estimulacién noradrenérgica de las neuronas
GnRH estda mediada por la inhibicion de la liberacion ténica de interneuronas
GABA¢rgicas a través de receptores a-adrenérgicos, pero no f-adrenérgicos (Leranth et
al., 1988; Gitler y Barraclough, 1988). Trabajos realizados en primates no humanos han
establecido el efecto estimulador del sistema a-adrenérgico sobre la secrecion de GnRH.
De manera que la actividad del generador de pulsos de GnRH es marcadamente
suprimida por los bloqueantes a-adrenérgicos en monas OV X (Kaufman et al., 1985).

Los trabajos realizados en ovino sobre este sistema no son muchos, pero al igual
gue en otras especies, interviene como sistema neuronal inhibidor en el control
fotoperiddico de la reproduccién. De este modo, inyectando un antagonista de la
noradrenalina como es la fenoxibenzamina a ovejas enteras anéstricas, se provoca un
incremento momentaneo en la secrecion hipofisiaria de LH (Meyer y Goodman, 1985;
1986). Por otro lado, en ovejas OVX sin implante de estradiol, se ha propuesto un
modelo en el que la noradrenalina y la adrenalina pueden estimular la secrecion
gonadotropa (Scott et al., 1991). Sin embargo, cuando se trabaja con animales OVX+E;
se obtiene un ligero descenso de dicha secrecion con la noradrenalina en la época
reproductiva, pero en el anestro estacionario, el estradiol es capaz de hacer desaparecer
ese posible efecto inhibidor del sistema noradrenérgico, dando lugar a un profundo
descenso de la liberacién de GnRH/LH.

Asi pues, parece haber quedado bastante clara la existencia de diferentes
sistemas noradrenérgicos moduladores de la liberacion de LH: por un lado, un sistema
estimulador que es dependiente del estradiol, y por otro lado, un sistema inhibidor que
es dependiente de este mismo esteroide. De hecho, trabajos realizados por Goodman et
al. (1996) han comprobado la existencia de neuronas aj-adrenérgicas en el area
predptica que parecen responsables de la inhibicidn estradiol-dependiente de la amplitud
de pulsos de LH en la época de actividad reproductiva. Del mismo modo, se ha
comprobado como los implantes de fenoxibenzamina colocados localmente en el area
predptica son capaces de aumentar la secrecion de LH tanto en fase folicular de
animales ciclicos como en animales OVX+E,, pero resultando ineficaces cuando se

trata de animales s6lo OVX. Por ello, es posible que las neuronas noradrenérgicas
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jueguen cierto papel en el mecanismo del feedback negativo que ejerce el estradiol
durante la estacion sexual.

Ya ha quedado demostrado cémo los efectos negativos del sistema
noradrenérgico sobre la secrecion hipofisiaria de LH tienen lugar a través de una serie
de interacciones con otros sistemas neuronales. Asi, Goodman (1989) demostr6 como la
inhibicidn de la frecuencia de pulsos y de la concentracion media de LH que se produce
con la administracion de un agonista de la noradrenalina queda anulada por accion de un
antagonista dopaminérgico; por el contrario, el antagonista noradrenérgico no es capaz
de modificar la accion del agonista dopaminérgico. Estos trabajos dieron lugar a la
propuesta de un modelo, donde la frecuencia de pulsos de LH y su concentracion media
son reguladas por las catecolaminas, a través de una serie de reacciones “en cadena” en
donde la noradrenalina es la responsable de estimular a las neuronas dopaminérgicas
que directamente inhiben la secrecién de la GnRH.

A pesar de estos planteamientos, aln no se ha descubierto como es que esta
interaccion regula los pulsos de LH, por lo que algunos autores han propuesto que la
actividad de la glandula hipofisaria queda inhibida por accién de los agonistas de los
sistemas noradrenérgicos y dopaminérgicos (Deaver y Dailey, 1982); sin embargo, aln
no se han encontrado evidencias sobre en qué forma las catecolaminas enddgenas son
capaces de controlar la amplitud de los pulsos de LH durante el anestro estacionario
(Meyer y Goodman, 1985; 1986)

3.6. AMINOACIDOS EXCITATORIOS

Numerosos trabajos parecen haber demostrado la implicacion de algunos
aminoacidos en la transmision de la informacién aportada por la luz desde la retina
hasta el nucleo supraquiasmatico y la glandula pineal. Estos aminoacidos son conocidos
de manera general como aminoacidos excitatorios (AAE) y cumplen la funcion de
neurotransmisores. Dentro de los AAE los mas estudiados han sido cuatro: L-aspartato,
L-glutamato, los acidos y-aminobutirico (GABA) y la glicina. De todos ellos, nos
centraremos Unicamente en los tres primeros ya que han demostrado tener mayor
implicacion en la actividad reproductiva.

Debido a que los amino4cidos forman parte de diversas funciones metabdlicas
en las células, muchos autores se resisten a aceptar que éstos puedan funcionar como

neurotransmisores especificos. Una teoria integradora se refiere a que el aminoacido
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usado como neurotransmisor puede ser separado de aquél que es utilizado en el
metabolismo general para ser incluido en las vesiculas y posteriormente liberado en el
espacio sinaptico. (Miller et al., 1977; Pinsky y Dhainaut, 1993; Hickey y Sloan, 1996).

Desde hace bastante tiempo se conoce que los AAE ejercen funciones de
neurotransmisores en el SNC, si bien en el caso del L-aspartato no se han encontrado
receptores especificos en neuronas postsinapticas (Mayer y Westbrook, 1987; Estienne
et al., 2000). Desde el punto de vista fisiologico, el L-glutamato es el neurotransmisor
excitatorio del cerebro més importante y en humanos estd involucrado en funciones
cognitivas como la concentracion, de manera que un desequilibrio en sus acciones
puede desencadenar procesos neurodegenerativos. Se une a diferentes subtipos de
receptores glutamatérgicos, los cuales se denominan segln sus agonistas especificos:
propionato de a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol (AMPA), kainato (Kainat) y N-
metil-D,L-aspartico (NMDA). El receptor AMPA regula la entrada de Na* en la célula
provocando la abertura del canal i6nico asociado. Respecto al receptor Kainat es
permeable a los iones de Na* y K*. Y finalmente, el receptor NMDA regula la entrada
de Ca™" (Pelligrino, 1993).

La estimulacién de los receptores NMDA produce un aumento en la secrecion
pulsatil de LH; dicho estimulo se ha observado tanto en ratas (Arslan et al., 1988) como
en la especie ovina (Bourguignon et al., 1989) y parece estar ligado a los esteroides
ovaricos, puesto que no existe ningun efecto si los animales son s6lo OVX, sin el aporte
exogeno de estradiol (Estienne et al., 1990; McDonald y Wilkinson, 1991). EIl uso del
NMDA también ha demostrado tener efecto en corderas pre-puberes en la secrecion de
LH y, este efecto, no es afectado por una restriccion nutricional durante el crecimiento o
por un fotoperiodo inhibitorio (Ebling et al., 1990). Igualmente, se ha demostrado que el
inicio de la pubertad viene asociado con el incremento de los neurotransmisores L-
aspartato y L-glutamato con la respectiva generacion de pulsos de GnRH (Lincoln y
Wu, 1991).

Estudios realizados en ovejas mostraron que el NMDA provoca un aumento en
la secrecion de LH y su accion es independiente del fotoperiodo (Viguié et al., 1995),
aungue otros estudios indican que la estimulacion de la secrecion de LH por accion del
NMDA fue mayor durante la época de anestro que durante la estacion reproductiva
(Lincoln y Wu, 1991). Es importante resaltar que parecen existir distintos grados de
estimulacion de la secrecion de LH por parte del NMDA como puede ser, en funcion de
la situacién fotoperiddica del animal; asi, Lincoln y Wu (1991), en trabajos realizados
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con moruecos, demostraron como dicha estimulacién era mayor en el caso en que se
encontraran bajo un fotoperiodo de fotoinhibicion que durante la fotoestimulacion.

Estas modificaciones en la respuesta de la secrecion LH por accion del NMDA
surgen por modificaciones en la liberacion de la GnRH, y no por los cambios de la
respuesta hipofisaria a la GnRH, sugiriendo que el NMDA actla posiblemente a un
nivel hipotalamico (Viguié et al., 1995). En este mismo trabajo, comprobaron como la
secrecion de LH, inducida por el NMDA, era menor en ovejas en las que la LH se
encontraba estimulada por un tratamiento con melatonina. Esto sugiere que los AAE
pueden estar implicados en el control estacional de la reproduccion que se ejerce a
través de la melatonina, al provocar cambios en la sensibilidad frente al NMDA vy la
consecuente secrecion de GnRH. Igualmente, en trabajos realizados con machos cabrios
(Gazal et al., 2002) se observd que el NMDA produjo un mayor incremento en la
secrecion de LH durante los dias largos.

Varios estudios han demostrado que el NMDA estimula la liberacién de GnRH
tanto in vitro (Gay y Plant, 1982) como in vivo (Viguié et al., 1995). Estos aminoacidos
también pueden estimular otras vias neuromoduladoras, por ejemplo, la via
neuropéptida (Bonavera et al., 1993) o la catecolaminérgica (Saitoh et al., 1991). Los
resultados de estos trabajos recomiendan la necesidad de realizar nuevos estudios que
impliguen una mayor exposicion frente a fotoperiodos inhibitorios para ver un rol mas
claro de los AAE en la regulacion de la secrecion de LH durante la época de anestro
estacionario (Gazal et al., 2002).

Otro de los aminoacidos que parece tener bastante importancia en el campo de la
reproduccion es el GABA, siendo el principal neurotransmisor inhibitorio cerebral y
que deriva del &cido glutdmico mediante un proceso de decarboxilacion realizado por la
glutamato-decarboxilasa. El sistema secretor del GABA es uno de los muchos que se
encargan de modular la GnRH y la LH y es secretado por las células GABAérgicas de la
médula espinal, también Ilamadas interneuronas; asi mismo, existe presencia de
neuronas GABAEérgicas en el cerebelo, los ganglios basales y muchas areas de la corteza
cerebral. Numerosos estudios han demostrado que la administracion de GABA, o
analogos a GABA, intravenosamente (Masotto y Negro-Vilar, 1987; Mogilevsky et al.,
1991) o directamente a nivel del tercer ventriculo (Vijayan y McCann, 1978; Kang et
al., 1995; Leonhardt et al., 1995), o aplicando estos analogos sobre cortes hipotalamicos
o fragmentos de tejido (Masotto et al., 1989; Feleder et al., 1996) puede inhibir o
activar la liberacion de GnRH/LH.
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Uno de los sitios de accion del GABA es en el area predptica (POA), donde se
encuentran la mayor parte de los cuerpos celulares secretores de GnRH, y ademas se
encuentran neuronas secretoras de GABA y concentraciones elevadas de estradiol
(Leranth et al., 1985a; Herbison et al., 1993). En este area estas neuronas secretoras de
GABA sinaptan directamente 0 estan muy préximas a las células secretoras de GnRH,
en ratas o en ovejas, respectivamente (Leranth et al., 1985b; Herbison et al., 1993), lo
que indicaria su implicacién en la regulacion de la secrecion de GnRH. En cuanto a la
accion del GABA, a nivel del hipotdlamo mediobasal (MBH), en la regulacion de la
GnRH, no existe una clara evidencia de su papel, pero el descubrimiento de plexos
densos de neuronas GABAérgicas (Vincent et al., 1982), una alta afinidad de sitios para
el GABA (Tappaz et al., 1980), presencia de ARNm que codifica para multiples
subunidades del receptor GABA tipo A (GABA,) (Araki et al., 1992) y autorreceptores
GABA tipo B (GABAg) en la eminencia media (Anderson y Mitchell, 1985) son
consistentes con la evidencia de que el GABA también podria actuar a éste nivel. Este
supuesto seria respaldado por trabajos en los que la colocacion de implantes GABA en
el nucleo arcuato de ratas ovariectomizadas suprimia ligeramente la secrecion de LH
(Nishihara and Kimura, 1987).

Otras aproximaciones para demostrar el papel del GABA en la regulacién de la
secrecion de GnRH/LH han sido mediante la utilizacion de una microinyecciéon o
infusion de drogas con accién GABA en el cerebro. Asi, la aplicacion de un antagonista
GABAA (bicucullina) y un agonista (muscimol) en el POA de hembras castradas y en el
POA o MBH de machos, suprimia la secrecion de LH (Scott y Clarke, 1993a, b;
Ferreira et al., 1996). La excepcion a este resultado, se produjo cuando en algunas
hembras OV X a las que se les tratd con suficiente cantidad de estradiol para suprimir la
secrecion de LH durante el anestro estacionario, tanto la bicucullina como el muscimol
incrementaron la secrecion de LH (Scott y Clarke, 1993b). En otro trabajo en ovejas
OVX, se ha observado como la aplicacion de muscimol a nivel del POA produjo un
descenso en la liberacion de LH, resultado que no se obtuvo al utilizar un agonista de
los receptores GABAg (llamado baclofeno) (Scott y Clarke, 1993a), que, en cambio, si
ha demostrado provocar una prolongada supresion en la liberacion de GnRH (Favit et
al., 1993; Martinez de la Escalera et al., 1994). En otro trabajo realizado por Meyer y
Goodman (1985), se encontr6 que una aplicacion sistémica de una sola dosis de
bicucullina, en ovejas, no tuvo efecto en la secrecion de LH. Adicionalmente,

mediciones de la salida de GABA, usando microdialisis, en el MBH de la oveja durante
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un celo inducido usando estradiol, no revel6 una relacion consistente entre la liberacion
de GABAy la liberacion de LH o comportamiento de celo (Fabre-Nys et al., 1994). Sin
embargo, es importante resaltar que la localizacion de las pruebas de microdilisis
fueron altamente variables en ese estudio. Todos estos resultados nos indican que
cambios en la liberacion de GABA en el POA podrian modular la secrecion de LH en la
oveja, es decir, altas concentraciones de GABA suprimen la secrecion de LH, siendo
esto coincidente con los resultados obtenidos en hembras de rata (Herbison et al., 1991).

Otro trabajo realizado en ovejas OVX mostrd que la introduccion de implantes
subcutaneos de estradiol durante los dias largos produjo un incremento en las
concentraciones de GABA en el MBH a las 24-48 horas de la implantacion (Gallegos-
Sanchez et al., 1996). Estos resultados conducen a los autores a pensar que tanto los
receptores GABAA y GABAg tienen un rol importante en la regulacion de la secrecion
de LH en la oveja. Otros trabajos han observado que la aplicacién del agonista GABAg
ya sea en el POA o MBH revierte rapidamente el efecto feedback negativo del estradiol
o testosterona sobre la LH (Jackson y Kuehl, 2002).

Ademas de su participacién en el control de la LH, se ha observado también que,
al parecer, determinadas poblaciones de neuronas GABA del POA vy del hipotalamo
ventromedial (HMV) estadn implicadas en la regulacion de la secrecion de prolactina,
aunque es posible que intervengan en dicha regulacion distintos tipos de receptores. Asi,
en trabajos realizados por Ferreira et al. (1998), en carneros, comprobaron como la
infusién de agonistas y antagonistas de los receptores GABAg en el POA altero la
liberacion de prolactina, mientras que los agonistas y antagonistas de los receptores tipo
A no tuvieron efecto; en cambio, si la inyeccion era a nivel del HMV, tanto los
agonistas A y B como los antagonistas de los receptores tipo A fueron capaces de alterar
la secrecion de prolactina.

Al igual que se ha explicado en el caso del L-glutamato y el L-aspartato, también
se ha puesto en evidencia la intervencion del sistema neuronal GABAEérgico en el
control de la secrecién circadiana de melatonina a nivel del hipotdlamo dorsomedial, ya
que la infusién de muscimol en esa zona del cerebro de ratas bloqued por completo el
aumento nocturno de los niveles de melatonina (Kalsbeek et al., 1996). También se ha
podido comprobar como si se suprime la actividad GABAérgica en el nucleo
paraventricular del hipotdlamo se consigue un incremento en los niveles de melatonina
en la glandula pineal (Kalsbeek et al., 2000). En la regulacion de la biosintesis de

melatonina en la glandula pineal de la especie ovina parece que puede también tomar
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parte el GABA, y probablemente sea un efecto ejercido sobre la actividad de la enzima
arilalkilamina N-acetil-transferasa (AANAT) (Foldes et al., 1984). Esto lleva a pensar
que aparentemente existe un control estacional, e incluso del fotoperiodo, en la oveja
sobre el sistema de los receptores GABAA que regula la melatonina.

Por otra parte, también se han observado variaciones estacionales en el efecto
del GABA sobre el control de la reproduccidn, indicando que en ovejas el fotoperiodo o
el estradiol pueden modificar la funcion predominante de los receptores GABAAa en la
regulacion de la secrecion de LH. En este aspecto, resultados obtenidos de otros
sistemas estdn de acuerdo con la idea de que los sistemas GABAérgicos no son
estaticos. Por ejemplo, a nivel del ndcleo supraquiasmatico, el efecto del GABA parece
ser inhibitorio durante las horas de oscuridad y estimulatorio durante las horas de luz
(Wagner et al., 1997), e igualmente el efecto del GABA sobre los cambios neuronales
que se producen en las células GnRH durante desarrollo prenatal se modifica, pasando
de estimulatorio a inhibitorio a lo largo del mismo (Perrot-Sinal et al., 2001).

Todas estas observaciones demuestran que el poder realizar un esquema de cual
es el rol del GABA sobre la secrecion de GnRH/LH es muy complejo por diferentes
motivos: en primer lugar, la complejidad intrinseca del sistema; en segundo lugar, las
posibles diferencias en los disefios experimentales y finalmente los efectos de edad,
fotoperiodo y situacion esteroidea previa. Sin embargo, hay algunos puntos que son
aceptados: (1) la alteracion de la secrecion de GABA modifica la secrecion de
GnRH/LH tanto en machos como en hembras; (2) los sistemas GABAA y GABAg estan
involucrados en estos procesos; (3) la regulacion GABA es ejercida a diferentes niveles
como el area preoptica, hipotadlamo mediobasal y posiblemente en las propias neuronas
GnRH; (4) el efecto mas claro del GABA es la inhibicién de la secrecion de GnRH; y
(5) la activacién de los receptores GABAg tanto en el area predptica de las ovejas o en
el hipotdlamo mediobasal de los carneros pueden estimular la liberacion de GnRH
(Jackson y Kuehl, 2002).

3.7.  NEUROPEPTIDO Y

Es bien sabido que un estado nutricional adecuado es indispensable para el
mantenimiento de las funciones reproductivas normales en los pequefios rumiantes
(Wade et al., 1996). Los fallos a nivel reproductivo debido a una restriccion nutricional

se traducen en un descenso en la secrecion hipofisiaria de LH en respuesta a la
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inhibicion de la secrecién hipotaldmica de GnRH (McShane y Keisler, 1991). Uno de
los mecanismos por los que parecen estar mediados esos efectos inhibitorios de la
subnutriciéon es por la accion del neuropéptido Y (NPY), que ha sido asociado con
varios procesos fisiologicos cerebrales, incluyendo la regulacion del balance energético
y la regulacion del apetito (Okamura y Ohkura, 2007).

El NPY es un peptido neurotransmisor de 36 aminoacidos, descubierto por
primera vez en la mucosa gastrica, siendo clasificado al inicio dentro del grupo de
péptidos gastrointestinales, pero del que se han encontrado gran cantidad de neuronas
secretoras en el hipotalamo. EI NPY se sintetiza fundamentalmente en el nucleo arcuato,
desde donde se proyecta al nucleo paraventricular, y es considerado un factor claro de la
via anabdlica efectora (Dubois, 1993; Kalra et al.,, 1999). La administracion
intracerebral de NPY induce un balance energético positivo al aumentar el
almacenamiento de grasa, actuando fundamentalmente en el nucleo paraventricular y en
el &rea perifornical adyacente donde abundan los receptores de NPY (Y1 e Y5).

El NPY esta incluido dentro del grupo de neurotransmisores que controlan los
efectos negativos de la subnutricion sobre la actividad reproductiva, ya que se han
demostrado efectos inhibitorios sobre la secrecion de LH en ovejas al mismo tiempo
que se ha encontrado un aumento de la concentracion de NPY en el SNC de corderas
con niveles bajos de nutricion (Recabarren et al., 1990; McShane et al., 1992).
Igualmente, en ratas (Kalra et al., 1991), se ha demostrado que los niveles de NPY se
incrementaron en el nacleo paraventricular cuando los animales fueron sometidos a
ayuno, situacion que fue revertida al volver a alimentarlos. Ademas, estudios
morfologicos han evidenciado la existencia de sinapsis entre las neuronas NPY vy las
neuronas GnRH a nivel del area predptica media (Norgren y Lehman, 1989; Tsuruo et
al., 1990). Igualmente, se ha demostrado que reduce el estimulo del sistema nervioso
simpatico al tejido adiposo pardo con el consiguiente descenso del gasto energético y el
aumento de la lipogénesis en el tejido adiposo blanco (Zarjevski et al., 1993).

En estudios realizados en caprino, las neuronas secretoras de NPY incrementan
su actividad durante el ayuno, mientras que la actividad del pulso generador de GnRH
disminuye (Ichimaru et al., 2001). En otro trabajo realizado en cabras Shiba (Mogi et
al., 2003), en donde se estudio la correlacion entre los niveles del NPY, la somatostatina
en el LCR y la alimentacién ad libitum, se observd que la liberacion del NPY en el
hipotalamo se realizaba de manera episédica, aproximadamente cada 2 horas y media,

lo que posiblemente provoco el comportamiento de alimentacion, a modo de sefial
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fisiologica. Las observaciones de este experimento respaldan la hipotesis formulada por
Kalra et al. (1999), en donde afirman que el NPY es una sefial fisioldgica para la
induccion del apetito. Igualmente, en el caprino, la expresién del NPY en el nicleo
arcuato se incrementa marcadamente durante situaciones de ayuno (Stanley y
Leibowitz, 1985). En cuanto al ovino, se ha observado que una restriccion en la
alimentacion incrementa la expresion del gen NPY y las concentraciones del mismo a
nivel del liquido cefalorraquideo (LCR) (McShane et al., 1992; Adam et al., 1997).

En cuanto a la relacion del NPY con la reproduccion, la actividad biosintética de
las neuronas NPY parece aumentar durante un periodo de restriccion alimenticia, por lo
que parece bastante claro suponer que las neuronas NPY son un vinculo
neuromodulador importante entre el estado nutricional y la actividad de las neuronas
GnRH (McShane et al., 1993). Estos mismos autores sugieren la posibilidad de que
exista una relacién entre los péptidos opioideos enddgenos y el NPY, de modo que en
situaciones de subnutricidn se produzca una supresion de la secrecion opioidea a través
de un incremento en la actividad de las neuronas NPY. Es mas, los tratamientos con
naloxona en las ratas parecen aumentar las concentraciones de NPY en el nicleo
arcuato, eminencia media y area predptica medial (Sahu et al., 1990; Kalra et al., 1991).
En otro estudio, la administracion intraventricular de NPY, en conejas enteras y ratas,
produjo una importante inhibicién de la secrecion de LH, mientras que en las hembras
OVX+E; el efecto fue del tipo estimulador (Kalra y Crowley, 1984; Khorram et al.,
1987). Por el contrario, cuando se realizd esta experiencia en ovinos OV X, el efecto del
NPY sobre la secreciébn de LH no pudo ser revertido por la administracién de
estrogenos (McShane et al., 1992), por lo que en cuanto al lugar de accion del NPY
parecen existir diferencias entre especies.

En ovejas parece que el control de la secrecion pulsatil de LH por parte del NPY
es ejercida a nivel del MBH mas que sobre los cuerpos celulares GnRH del area
predptica, llevandose esto a cabo a través de los receptores NPY tipo Y, (Barker-Gibb
et al., 1995). Concretamente, se sugiere que el NPY actua a nivel de los terminales de
las neuronas GnRH de la eminencia media, en la que se reciben un 50% de los
terminales de estas neuronas del area preodptica (Caldani et al., 1988). Ademas, existen
ciertas evidencias acerca de una mayor actividad de los receptores tipo Y, durante la
época reproductiva. En un estudio realizado por Clarke et al. (2000) se concluye que, en
ovejas OVX, la expresion de los genes que codifican en NPY se encuentra disminuida

durante la época del afio en la que la ingestion voluntaria de alimento es menor, pero
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aun no se ha conseguido establecer la relacion entre el NPY y los cambios estacionales

en la reproduccion.

3.8. COROLARIO

A modo de resumen, ha quedado clara la complejidad de los sistemas neuronales
que regulan la reproduccion a través del control de la GhnRH/LH, y se podria sintetizar
de la siguiente manera:

- Los opioideos endogenos participan en la disminucion de la secrecion de
gonadotropinas a nivel del hipotdlamo, modulando la LH, y actuando cuando las
situaciones son inadecuadas para la reproduccion. La naloxona, antagonista opioideo,
demuestra una fuerte accion para inhibir a los EOPs, tanto en caprino como ovino, lo
que estimula la secrecion de LH; si bien, en razas ovinas menos estacionales parece no
ocurrir lo mismo, posiblemente debido a que otros mecanismos neuronales estén
involucrados. Su accion méas importante en el aumento de frecuencia de pulsos de LH se
ha observado tanto al principio como al final del anestro estacionario, siendo esta accion
independiente del nivel de alimentacion, como lo muestran los resultados encontrados
en ovejas.

En cuanto al efecto de la naloxona, en el control de la estacionalidad en el
caprino, se han encontrado distintos resultados, tanto durante el anestro estacionario
como en la estacion reproductiva; también se ha descrito un efecto mayor en la
estimulacion de la secrecion de LH cuando se han utilizado dosis pequefias que cuando
se han usado dosis elevadas, hecho observado en machos y en hembras. Ademas, a
diferencia del ovino, si se observd una respuesta positiva en animales sometidos a un
mejor nivel de alimentacion. Sin embargo, al ser aplicada en pleno anestro estacionario,
la naloxona no ha mostrado efecto sobre la secrecion de LH. Adicionalmente, la
efectividad de la naloxona ha sido estudiada en tratamientos de sincronizacion de celo
en las hembras y en la mejora de la fertilidad y libido de los machos mostrando
resultados positivos.

- El sistema dopaminérgico también tiene una participacion importante en la
supresion de la secreciéon de LH por el estradiol durante el anestro estacionario. Estos
hechos se han observado por que una inyeccion de su antagonista, el pimozide, es capaz
de incrementar la frecuencia de pulsos de LH tanto en hembras enteras como en

OVX+E, durante el anestro, siendo mas fuerte la estimulacién de la LH al inicio del
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anestro estacionario y en estados de fotorrefractariedad a los dias cortos. Su escasa
actividad al final del anestro no esta muy clara y puede ser por la implicacion de otros
sistemas neuronales. En cuanto a su relacion con la nutricién, la accion del pimozide fue
mas efectiva en ovejas bien alimentadas, por lo que se sospecha que altos niveles de
alimentacion podrian reducir la actividad de este sistema neuronal, sobre todo en los
periodos de transicion del anestro a la estacion reproductiva. También existe cierto nivel
de implicacion con otras hormonas como la melatonina y la prolactina. En cuanto a su
implicacion en el control de la estacionalidad reproductiva caprina no se han
desarrollado trabajos que la hayan estudiado.

Ha quedado demostrado que el ndcleo dopaminérgico A15 es posiblemente un
punto clave en el efecto feedback negativo que el estradiol ejerce sobre la secrecion
tonica de LH.

- El sistema serotoninérgico ha mostrado tener una accion inhibitoria sobre la
liberacion de LH durante el anestro estacionario en mecanismos tanto dependientes
como independientes del estradiol. La cyproheptadina, antagonista serotoninérgico,
estimula la secrecion pulsatil de LH, actia sobre la descarga preovulatoria de LH y
también en el momento del pico de LH. Su actividad es mayor al inicio del anestro, sin
observarse mayores cambios al final del mismo. También actta frente a situaciones de
fotorrefractariedad a los dias cortos y su dosis parece ser mas efectiva en cantidades
bajas. Se necesitan realizar estudios en caprino para ver su efecto durante el periodo de
anestro estacionario.

- El sistema noradrenérgico ha manifestado tener un papel importante sobre la
descarga preovulatoria de LH. La accion de la noradrenalina se realiza mediante
sinapsis directas entre las neuronas, estando mediada por las neuronas GABAérgicas. El
uso de su antagonista, la fenoxienzamina, puede provocar un incremento momentaneo
en la secrecion de LH en hembras enteras. En ovejas OVX+E; no parece tener mucho
efecto, ya que es posible que sea inhibida por accion del estradiol.

- Los aminoacidos excitatorios han demostrado tener una importante funcion
neurotransmisora, en especial el L-glutamato y los GABA. EI NMDA, un agonista de
este tipo de receptores, aumenta la secrecién pulsatil de LH y es dependiente de los
esteroides ovaricos, ya que no existe ningun efecto en animales OVX sin el aporte
exogeno de estradiol. Su efecto es independiente del nivel de alimentacion sobre todo en
animales prepuberes y, en otros trabajos, se ha observado una accion mas fuerte bajo
fotoperiodos de fotoinhibicién que durante la fotoestimulacion. La accion del NMDA a
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nivel hipotaldmico resulté ser mejor en animales implantados con melatonina, por lo
que los AAE podrian estar implicados en el control estacional de la reproduccion a
través de dicha hormona.

Por otra parte, los GABA modulan la secrecion de GnRH/LH a nivel cerebral
(drea preoptica, hipotdlamo mediobasal y nlcleo arcuato). Estudios utilizando
antagonistas (bicucullina) y agonistas (muscimol) han mostrado accién a nivel de las
areas cerebrales mencionadas, siendo su accion mas fuerte en el area predptica, en
donde altas concentraciones de GABA suprimen la secrecion de LH. El uso de
implantes de estradiol durante los dias largos provoca el incremento de GABA a nivel
del hipotalamo mediobasal. EI GABA también actta en la regulacion de la secrecion de
prolactina mediante los receptores de GABA en el hipotdlamo ventromedial y de la
melatonina a través de los receptores GABA en el hipotalamo dorsomedial y nucleo
paraventricular del hipotalamo. También se piensa que los sistemas GABAérgicos no
son estaticos pudiendo variar segun la situacion fotoperiddica en la que se encuentren.

- Y finalmente, el neuropéptido Y es secretado en el nicleo ARC y actla a
nivel del NPV. Se afecta por el nivel de alimentacion del animal, de manera que una
restriccion nutricional provoca el descenso en la secrecion hipofisiaria de LH, y a este
nivel actda en la regulacién del apetito y control del balance energético. Sus niveles son
indicativos del estado nutricional del animal, subiendo los niveles de NPY durante
situaciones de ayuno lo que provoca la induccion del apetito. Es posible que el NPY
esté relacionado con los EOPs, ya que situaciones de subnutricién han provocado una
supresion de la secrecién de los EOPs al aumentar el NPY.

122



Revisidn bibliografica

4. INFLUENCIA DE LA NUTRICION SOBRE EL CONTROL DE LA
REPRODUCCION

4.1. INTRODUCCION

Es bien sabido que la nutricion afecta a muchos aspectos de la reproduccion, que
son comunes tanto al ganado caprino como al ovino asi como a muchas otras especies
de mamiferos, tales como la edad a la pubertad en ambos sexos, la tasa de ovulacion, la
supervivencia embrionaria, la fertilidad, el intervalo hasta la préxima estacién
reproductiva o el crecimiento testicular y la produccion espermatica (Smith, 1991;
Clarke y Tilbrook, 1992; Rhind, 1992; Robinson, 1996; Delgadillo et al., 1999;
Zarazaga et al., 2005; 2009b).

Lograr que las hembras se reproduzcan constituye la suma de una serie de
hechos que precisan, entre otras cosas, de un nivel y composicion nutritiva adecuada
(Gunn, 1983). Asi, en unas condiciones nutritivas fluctuantes a lo largo del afio, la
estrategia que conducira a un mayor éxito en el manejo de los animales ser& aquella en
la que las hembras dispongan de una mejor alimentacion en los periodos criticos de su
actividad reproductiva (Lindsay, 1996). Los pequefios rumiantes estan adaptados a la
alimentacién en pastoreo y por lo tanto las condiciones de alimentacion varian
enormemente en funcién de factores como el clima, suelo o la vegetacion existente.

A pesar de que existe unanimidad en la literatura a la hora de considerar el efecto
positivo que la nutricidn ejerce sobre la tasa de ovulacién y la reproduccion en general,
distintos autores han demostrado que la actividad sexual es un pardmetro menos
modificable mediante la nutricién, debido a que, principalmente, esta controlada por el
fotoperiodo. Existen pocos trabajos en el caprino en relacion al control de la estacién
reproductiva por accion de la nutricion y de qué manera influye sobre la presentacion de
ciclos sexuales (Zarazaga et al., 2005). Estos autores observaron que las cabras mejor
alimentadas presentaron una duracién del periodo de actividad reproductiva méas largo
que las cabras que estaban peor alimentadas. Igualmente, también se ha indicado que
una severa subnutricién puede prolongar la duracion del anestro estacionario como
consecuencia de una precoz finalizacién de la estacion sexual (Knight et al., 1983;
Richards et al., 1989). Por otro lado, la condicién corporal, que es un predictor del
estado de reservas corporales del animal y por extension del nivel nutricional que esta

recibiendo, tiene una clara influencia sobre la duracion del periodo de actividad
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reproductiva. Asi, en cabras de raza Payoya y en ovejas de la raza Rasa Aragonesa, una
mejor condicion corporal acortd la duracion del anestro estacional, comparado con
aquellas que tenian un menor estado corporal (Forcada et al., 1992; Zarazaga et al.,
2005). Es conveniente destacar que la reduccion del anestro estacionario se produce mas
como consecuencia de un retraso en el inicio del mismo que debido a un adelanto del
comienzo de la estacion reproductora, con lo que la nutricion parece actuar mas
eficazmente en situaciones de fotorrefractariedad a los dias cortos que en otras de
sensibilizacion al efecto inhibidor de los dias largos previos al solsticio de verano.
Finalmente, en caprino también se ha observado que un menor estado corporal puede
provocar que la frecuencia de ciclos estrales largos y cortos sea mas elevada que en
hembras con mejor condicion corporal (Rondina et al., 2005).

Tanto en caprino (Henniawati y Fletcher, 1986; Mani et al., 1992) como en ovino
(Forcada et al., 1992; Rhind y McNeilly, 1998; Scaramuzzi et al., 2006) se ha
observado que la nutricion y el nivel de reservas corporales afectan a la tasa de
ovulacion y fertilidad, de manera que, en general, la tasa de ovulacion es mejor cuando
se mejora el nivel de alimentacion o el estado de condicidén corporal. También, los
resultados reproductivos en los pequefios rumiantes estan correlacionados con cambios
en el peso vivo. Asi por ejemplo, en la cabra Boer, se observé que el peso vivo medio y
el inicio de la pubertad variaron en funcion del nivel energético de la dieta (Greyling,
1988); incluso, en vacuno de carne, importantes pérdidas en el peso provocan
inactividad reproductiva (Richards et al., 1989).

Por otro lado, las deficiencias nutricionales pueden mostrar sus efectos en un
corto, medio o largo plazo. Asi, mientras muchos estudios muestran que una pérdida de
peso corporal no afecta en gran medida el rendimiento reproductivo, las pérdidas
acumuladas durante varias estaciones reproductivas pueden propiciar estados de
esterilidad en los animales (Robinson, 1981). Si bien se conocen los principios
generales de la respuesta a estos resultados, todavia es necesario desvelar un buen
namero de mecanismos endocrinos implicados, ya que las condiciones concretas en las
qgue se han realizado la mayoria de los estudios y las diferencias entre las razas
utilizadas (Gunn, 1983) hacen que los resultados sean dificilmente comparables.

Por lo descrito anteriormente, a la hora de intentar analizar los efectos de la
nutricion sobre la reproduccidn, es necesario aportar informacion concreta, como en qué
momento (época 0 momento del ciclo reproductivo) una mejora de la nutricion tiene un

mayor efecto sobre la reproduccion o bien intentar realizar alguna prediccion del
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aumento de los rendimientos reproductivos en funcion de la magnitud y duracion del

tratamiento alimenticio llevado a cabo.

4.2. EFECTOS DE LA NUTRICION A LARGO PLAZO

Cuando hablamos de los efectos a largo plazo nos referimos a la influencia que
ejerce la nutricién sobre los parametros reproductivos de la futura hembra adulta, desde
el estadio fetal hasta el momento en el que se alcanza la madurez sexual (Gunn, 1983).

Estudios realizados en ovejas han mostrado que una subalimentacion severa
durante el final de la gestacién produce un descenso en el peso del cordero al
nacimiento y en su vigor para obtener leche de la madre (Peart, 1967), aunque existe
poca informacidn acerca de las consecuencias que puede tener una subnutricion al final
de la gestacion y durante la lactacion sobre los rendimientos reproductivos de las hijas.
De igual manera, en otro trabajo también realizado en ovinos, Allden (1979) sugiere que
la alimentacion durante la lactancia (los dos primeros meses de vida) es especialmente
critica, de modo que una carencia importante puede ser que posteriormente no pueda
llegar a ser subsanada con una buena alimentacién a lo largo de su futura vida
productiva.

Fisiologicamente, los efectos de la nutricién a largo plazo pueden explicarse a
partir del pool de foliculos primordiales de los que serén reclutados todos los foliculos a
lo largo de la vida del animal, y que queda establecido ya en el momento del nacimiento
en la mayoria de las especies animales entre las que se incluyen las especies caprina y
ovina (Greenwald y Terranova, 1988). Trabajos realizados en ovejas muestran que los
efectos de la nutricién a largo plazo se ve reflejada en la fisiologia de la poblacién de
los foliculos primordiales (Rhind, 1992). También se ha observado cémo una
subnutricion en las madres de las futuras hembras de reposicion, tanto durante la
gestacion como en la lactacién, pueden afectar de forma importante a su vida
reproductiva posterior, presentando una menor tasa de prolificidad como consecuencia
de un mayor porcentaje de pérdidas embrionarias (Gunn et al., 1995).

Los efectos de la nutricion a largo plazo no se han descrito sélo en corderas sino
que también se ha visto que una fuerte subnutricion en hembras adultas tuvo
consecuencias, entre 6 y 12 meses después, en una tasa de ovulacion significativamente
inferior a otras ovejas alimentadas adecuadamente, a pesar de que el peso vivo de

ambos lotes era el mismo un mes antes del control de la tasa de ovulacion (Fletcher,
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1974). Las consecuencias de la aplicacion de un tratamiento de subalimentacion a lo
largo de la gestacion van a depender mucho del momento en que tenga lugar el
tratamiento. Un periodo que parece critico en el desarrollo fetal de las hembras ovinas,
es aquel en el que tiene lugar el final del crecimiento folicular en el feto en desarrollo
(aproximadamente a los 110 dias de gestacion; Mauledn, 1973), a partir del cual el
numero de foliculos ovaricos ya no puede ser modificado.

De acuerdo a lo encontrado en la especie ovina los sistemas neuronales GnRH se
establecen aproximadamente entre los 35 y 85 dias de la gestacién y, a partir de ese
momento ya son muy similares a los del animal adulto (Caldani et al., 1995), por lo que
es posible que la influencia del estado nutricional durante la gestacion ejerza un efecto
directo a nivel gonadal mas que sobre el eje hipotdlamo-hipofisis (Rhind et al., 2001).
Cada una de las etapas del desarrollo gonadal normal se asocia con un ambiente
hormonal concreto y si se retrasa ese desarrollo o se altera el medio hormonal lo que
ocurrird es un problema de asincronia cuyas consecuencias exactas aun resultan
desconocidas, pero que posiblemente podrian contribuir a que estados de subnutricion
severos afecten de manera negativa el desarrollo fetal (Rhind et al., 2001). No existe
hasta el momento informacion exacta acerca de los efectos que la subnutricion ejerce
sobre el sistema neuronal GnRH, aunque estudios realizados en humanos han
establecido que sus efectos negativos antes del nacimiento son capaces de modificar
determinados genes, dando lugar a alteraciones, no solo en el feto, sino también su
descendencia y futuras generaciones (Lumey, 1992).

Por otro lado, y en relacion a los efectos del plano de alimentacion sobre el
periodo pre-puberal y el inicio de la pubertad, hay que tener en cuenta que la hembra
debe alcanzar un peso vivo minimo en el momento adecuado y con un fotoperiodo
decreciente. Esto quiere decir que una restriccion alimentaria puede retardar el momento
en el que la hembra alcanza ese peso vivo minimo, y por tanto producir un retraso en la
aparicion de la pubertad que puede quedar aplazada incluso hasta la siguiente estacion
reproductiva; un hecho que muchas veces no puede llegar a evitarse ni con una
sobrealimentacion, especialmente, en el caso del ovino, si se trabaja con razas que
presentan un anestro estacional muy marcado (Foster et al., 1985; Dyrmundsson, 1987).

Esta ampliamente admitido que la hembra caprina joven debe cubrirse cuando
alcanza por lo menos un 50% del peso vivo adulto y la edad puede variar dependiendo
del tipo de dieta recibido; asi por ejemplo, en cabras jovenes en condiciones de pastoreo
empezaron a ser ciclicas a los 219 dias con un peso vivo de unos 10 kg (Fasanya et al.,
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1992). En este mismo trabajo, chivas suplementadas con un pienso proteico iniciaron su
ciclicidad a los 191 dias y con el mismo peso que las no suplementadas, y aquellas que
fueron alimentadas solamente con maiz iniciaron sus ciclos a los 260 dias, con un peso
vivo de 9 kg. En otro experimento (Wolde-Michael et al., 1989), chivas Cashmere,
nacidas en primavera y suplementadas con pienso proteico, presentaron su primer celo a
los 172 dias frente a los 202 dias de aquellas que no fueron suplementadas, pero
teniendo el mismo peso ambos grupos experimentales. En cuanto a razas caprinas
Mediterraneas como la Payoya, se encontrd en chivas nacidas en distintas épocas del
afio (otofio e invierno) y divididas a su vez en dos grupos experimentales en funcién del
nivel de alimentacion (chivas que recibian 1,5 y 1 vez las necesidades de
mantenimiento) que ni el nivel de alimentacion ni la época de nacimiento modificaron
el inicio de la pubertad, que se produjo, en ambos casos, en su primera época de
actividad reproductiva (Zarazaga et al., 2009c). Estos autores también observaron que
las chivas de mayor peso vivo tuvieron una mayor tasa de ovulacion a la pubertad y sin
embargo la nutricion no afectd dicho parametro. Estos hechos vienen a confirmar lo
descrito por Keane (1974), en el sentido de que el efecto del nivel de alimentacion sobre
la tasa de ovulacion en hembras nacidas fuera de la estacion reproductiva no es
importante. Y también vienen a corroborar el hecho de la reducida influencia que tiene
la nutricion sobre la tasa de ovulacion en animales con una elevada tasa de ovulacion
como es, en general, el caso de la especie caprina (Gunn, 1983). En el caso de corderas,
se ha observado también que aquellas nacidas en una época favorable, el hecho de llegar
al momento esperado de inicio de la pubertad con un peso inferior (50% frente a un
70% del peso vivo adulto) no produjo modificaciones en cuanto a la aparicion del
primer celo pero si que redujo la duracion de la primera estacion sexual y, ademas,
empeoré la tasa de ovulacién media, aunque después existiera una alimentacién
adecuada (Bizelis et al., 1990).

Ademas, el inicio de la pubertad en chivas esta asociado con una alta incidencia
de actividades reproductivas anormales (celos anovulatorios, ovulaciones silentes, ciclos
cortos, etc.). Los resultados obtenidos por Delgadillo et al. (1997) y Zarazaga et al.,
(2009c¢) mostraron como entorno al 50% de los primeros celos puberales en chivas eran
anovulatorios, y que un 36% de las primeras actividades luteales no se acompafiaron de
comportamiento de celo. Estos resultados son también coincidentes con los descritos en

razas caprinas tropicales, con un 44% (Freitas et al., 2004) y en Mediterraneas con hasta
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un 60% (Chentouf et al., 2011) de actividades reproductivas irregulares antes de
detectar el primer celo.

Durante los periodos de exposicion a una nutricion inadecuada o un fotoperiodo
inhibitorio, el fracaso para alcanzar la pubertad surge porque se mantiene una elevada
sensibilidad del generador de pulsos de GnRH frente al feedback negativo del estradiol.
Trabajos realizados en corderas han mostrado que, en presencia de una sefial de
fotoperiodo favorable, una mejoria en la alimentacion viene acompafiada con una menor
sensibilidad al feedback negativo del estradiol y el inicio rapido de los pulsos de LH que
desencadenan el inicio de la pubertad (Foster et al., 1986). De hecho, en corderas
OVX+E,, sometidas a una alimentacion que restringia su crecimiento, Foster et al.
(1985) encontraron que un aumento en la ingestion de alimento fue capaz de provocar
un incremento en la frecuencia de pulsos de LH. Esto puede afectar incluso durante el
desarrollo neuroendocrino del feto, ya que la restriccién alimenticia puede afectar el
desarrollo del eje hipotalamo-hipdfisis-génadas y, por ende, alterar negativamente el
inicio de la pubertad en la cordera (Da Silva et al., 1998), asi como su desarrollo
reproductivo posterior.

En cuanto al uso de tratamientos de sincronizacion de celo usados en cabras,
cuando los niveles bajos de alimentacion son mantenidos por largos periodos después
de la cubricion, la mortalidad embrionaria se incrementa (Mani et al., 1992) mientras
que una realimentacion anula estos efectos (Bocquier et al., 1998). Estos trabajos nos
muestran que, a pesar de tener condiciones nutricionales deficientes, es posible inducir
celo y ovulacion con un tratamiento adecuado de sincronizacion, pero no todos los
animales van a responder igual a estos tratamientos. La glucosa, junto a otros
metabolitos como acidos grasos no esterificados y el B-hidroxibutirato, son indicadores
del estado nutricional, observandose que cuando se modifica el nivel nutricional se
producen cambios en los metabolitos sanguineos (Chilliard et al., 1998). Sin embargo,
los tratamientos hormonales modifican profundamente los pardmetros sanguineos y ya
no resultan ser un reflejo del estado nutricional de los animales. Esto podria explicar el
por qué las hembras caprinas responden a los tratamientos hormonales, aun estando en

condiciones de alimentacion deficientes (Walkden-Brown y Bocquier, 2000).
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4.3. EFECTOS DE LA NUTRICION A MEDIO PLAZO

Los efectos a medio plazo se refieren a las consecuencias que tienen las
fluctuaciones alimentarias durante los meses que preceden a la cubricion. Estas
fluctuaciones se traducen en un depdsito o movilizacién de las reservas corporales vy,
por tanto, en modificaciones del peso vivo y la condicion corporal de las hembras, tanto
ovinas como caprinas. Estos pardmetros van unidos y es muy dificil separarlos durante
un experimento por lo que ambos afectan a la composicion corporal de los animales y se
utilizan para cuantificar los efectos de la nutricion a medio plazo sobre los parametros
reproductivos. La determinacion de la condicion corporal permite la realizacion de una
evaluacion rapida y relativamente fiable del estado de reservas grasas existentes en el
animal, tanto en ovinos (Russel et al., 1969) como en caprinos (Hervieu et al., 1989).
Este efecto a medio plazo es lo que se conoce, clasicamente, como “efecto estatico” del
peso (Coop, 1966). Los efectos estaticos estan referidos a estos conceptos de peso vivo
y condicion corporal y los “efectos dindmicos” estan relacionados con el balance del
estado nutricional en términos de energia, aminoacidos, etc. (Smith y Stewart, 1990); y
de qué forma éstos se relacionan con los cambios en la tasa de ovulacion y la fertilidad
(Rattray et al., 1980). La razén por la cual la nutricion afecta a los parametros
reproductivos es que se ha demostrado que una fuerte restriccion en los niveles de
alimentacion, tiene efecto a nivel endocrino, incluyendo cambios en el eje hipotdlamo-
hipofisis-gdnadas, en la actividad del sistema nervioso simpético, en la funcion tiroidea
y en la adrenal, alterando también la regulacion de la hormona del crecimiento y la
prolactina (Scaramuzzi y Martin, 2008).

Uno de los parametros que mas se puede alterar a medio plazo es la
estacionalidad sexual, es decir, la duracion del anestro, sobre todo en razas de mayor
estacionalidad. Trabajos realizados en cabras adultas de la raza Payoya (Zarazaga et al.,
2005) han encontrado que esta raza muestra una clara estacionalidad, presentandose el
inicio de la actividad sexual de agosto-septiembre hasta enero, y que aquellas cabras
mejor alimentadas tuvieron un anestro estacional 32 dias méas corto que aquellas que
estaban en mantenimiento, siendo estos resultados semejantes a lo encontrado en otros
estudios en caprinos (Mellado et al., 1991; Walkden-Brown et al., 1994a).

En cabras sometidas a dietas normales de alimentacion durante la época
reproductiva, su capacidad reproductiva (fertilidad y tasa de ovulacion) fue dependiente

del estado corporal (Walkden-Brown y Bocquier, 2000). Sin embargo, no se ha
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encontrado efecto negativo de un estado de sobreengrasamiento sobre los parametros
reproductivos en caprino, a diferencia de la oveja.

Aparentemente la salida en celo en la cabra es menos dependiente de la nutricion
a diferencia de lo que ocurre con la tasa de ovulacién, por ejemplo en cabras Saanen y
Toggenburg, con una baja condicion corporal y sometidas a una severa restriccion
alimenticia (menos del 25% de la energia necesaria para mantenimiento) durante 19 dias
antes de ser sincronizadas mediante esponjas vaginales, la salida en celo no se vio
afectada significativamente, pero si disminuyo la tasa de ovulacion y se retrasd el
momento de ovulacion (Mani et al., 1992). Igualmente, en cabras enanas prolificas de
Indonesia, con una ganancia diaria de peso de 30 g/dia, la tasa de ovulacién se mantuvo
constante (1,8 cuerpos luteos) cuando a los animales se les mantuvo su peso, pero se
incremento por encima de 2,5 cuerpos luteos cuando el peso vivo se incrementd de 18 a
25 kg (Henniawati y Fletcher, 1986).

En otros trabajos realizados con cabras en zonas Mediterraneas (Corcega y
Cerdefia), la actividad ovérica se ha observado que es dependiente de la estacion y de la
condicion corporal de los animales (Branca et al., 1997), no contandose, sin embargo,
con documentacion acerca de los factores que podrian influir en los resultados
reproductivos de los caprinos en esas regiones Mediterraneas (Landau y Molle, 1997).
En uno de los pocos trabajos en los que se ha estudiado el efecto de la nutricion-
condicion corporal en cabras Mediterraneas se ha observado que las cabras que se
encontraban con un mejor estado de reservas corporales (>2,75) presentaron una
duracion menor del periodo de anestro estacionario pero no se modifico la tasa de
ovulacion (Zarazaga et al., 2005). En el caso del ovino, se ha observado algo similar en
cuanto a la estacionalidad reproductiva, pero, ademas, se ha visto como las diferencias
en la tasa de ovulacion entre grupos de ovejas de Rasa Aragonesa con un nivel diferente
de condicién corporal (2,50 vs. >2,75) se intensificaban al inicio de la época de
actividad sexual. Podria ser que los animales mas delgados no consiguen reactivar toda
su actividad ovulatoria hasta bien empezada la estacion reproductiva (Forcada et al.,
1992). En otros trabajos (Gunn et al., 1991), la maxima fertilidad (86%) y tasa de
ovulacién (2,13) ocurrié con una éptima condicién corporal (2,50-2,75), de modo que
las ovejas muy gordas o muy delgadas mostraron la menor fertilidad (78%) y tasa de
ovulacién (1,82 y 2,03 corderos/parto, para condicion corporal baja <2,25y alta >3,00,

respectivamente).
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En un estudio realizado por Véliz et al. (2006) con cabras criollas de México, se
encontrd la existencia de una correlacidn positiva entre el peso vivo medio (grupos bajo:
<33kg; medio: 34-50kg; alto: >51kg) y la respuesta de las cabras en anestro al ser
expuestas a un efecto macho. Ademas, resulta interesante observar que la respuesta de
las cabras de bajo peso tiene mucho que ver con la actividad sexual que presenten los
machos al ser expuestas a éstos (Mellado et al., 1994), situacion que no ocurre en el
caso de las ovejas (Wright et al., 1990). También, el peso parece afectar a la tasa de
ovulacion, presentando unos mayores valores aquellas cabras que presentan un mayor
peso vivo (>50 kg) (Zarazaga et al., 2005).

Unos niveles de nutricion insuficientes en la cabra provocan una disminucion de
la foliculogénesis (Blache y Martin, 2009) y un alargamiento del periodo de anestro con
la consecuente aparicion de prolongados periodos anovulatorios, reducciones de
fertilidad y prolificidad, y también puede provocar un aumento de la mortalidad de las
crias en la primavera (Delgadillo et al., 1997). Los mecanismos por los que la nutricion
ejerce todos estos efectos a medio plazo llevan consigo variaciones en la secrecion
hipofisiaria de la LH, ya que, al menos en la oveja, un plano alto de alimentacion
implica un aumento en la concentracién media y la frecuencia de liberacion de pulsos de
LH (Rhind et al., 1991; Abecia et al., 1995; Blache y Martin, 2009), efecto que también
se ha observado en ovejas de reducida estacionalidad sexual (Forcada et al., 1997).

En relacién a la oveja, en un trabajo realizado para determinar cuél de los dos
parametros (peso vivo o condicion corporal) estaba mas relacionado con los indices
reproductivos (Guerra et al., 1972), se observo que aquellas hembras de mayor tamafio
corporal tenian una tasa de ovulacion superior a las mas pequefias, con una misma
condicion corporal; del mismo modo, también los animales con mayor nivel de
condicion corporal presentaban una mayor tasa de ovulacién, en comparacion con
animales de menor condicion corporal aunque con un peso similar. Parece que el
tamafo y la condicion corporal contribuyen de forma parecida sobre los cambios de
peso Vvivo en la especie ovina (Knight y Hockey, 1982).

En los pequefios rumiantes, existen una serie de hormonas cuyo patron de
secrecion puede modificarse en funcion del estado nutricional, contdndose entre ellas a
la insulina (Bassett, 1974), la IGF-1 y la hormona tiroidea T3 (Rhind et al., 1998) y la
leptina (Hardie et al., 1996). Estas hormonas endocrinas estan ligadas a las reservas
energéticas y cumplen una serie de funciones como reguladores endocrinos, contando

entre éstas a la reproduccion. Es bien conocido como tanto la insulina como la IGF-I
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actian directamente sobre las gonadas (Gong et al., 1991). Lo mismo sucede con la
leptina (Clarke y Henry, 1999; Banks et al., 1996) y la hormona tiroidea T3 (Shi y
Barrell, 1992; Morrelae de Escobar et al., 1993). Por ello, todas ellas pueden mediar los
efectos ejercidos por la nutricion sobre la reproduccion.

Igualmente, los metabolitos sanguineos tales como la glucosa, los &cidos grasos
no esterificados y el B-hidroxibutirato son considerados factores limitantes en animales
subnutridos y pueden servir de sefial tanto a nivel gonadal como central en la regulacién
de la reproduccion (Chillard et al., 1998). De este modo, y de acuerdo a estudios
realizados con cabras, parece ser que la glucosa e insulina acttdan modulando la
secrecion de GnRH/LH (Tanaka et al., 2002; Ohkura et al., 2004), si bien su papel no
parece estar del todo claro porque los resultados son contradictorios. En general, los
nutrientes tienen influencia en la secrecion de GnRH en situaciones de deficiencia
extrema, pero s6lo a nivel experimental, ya que en condiciones de pastoreo natural, no
se llegan a esos extremos (Blache y Martin, 2009). Estudios realizados en cabras
respecto al papel de las grasas, mostraron que una severa privacion de lipidos a nivel
celular no reduce la actividad de las neuronas de GnRH (Ohkura et al., 2004), mientras
gue en carneros, suplementados con acidos grasos, incrementaron la secrecion de GnRH
(Blache et al., 2000).

Como ya se ha comentado antes, otra de las hormonas relacionadas con el nivel
de alimentacion y que es secretada por el tejido adiposo es la leptina. Esta hormona
juega un papel importante, ya que es un reflejo del estado de reservas energéticas del
animal, de modo que, bajo condiciones inadecuadas de alimentacion, sus niveles se
reducen y actGa como una sefial metabolica que provoca la inhibicidn de la actividad del
eje reproductivo-neuroendocrino, tanto en machos como en hembras caprinas (Ahima,
2005) y ovinas (Cunningham et al., 1999). La expresion y liberacion de la leptina
resulta ser alterada por cambios en el estado metabdlico, actuando a nivel de la
reproduccion debido a la sensibilidad de los tejidos gonadales y cerebrales hacia esta
hormona. Concretamente, en los pequefios rumiantes, se ha demostrado como los
niveles de leptina se alteran en respuesta a una restriccion alimentaria, y como la
concentracion de dicha hormona tiene la capacidad de regular multitud de procesos
fisioldgicos entre los que se incluyen la ingestion de alimentos y la secrecion de la
hormona del crecimiento (Morrison et al., 2001). De igual forma, otros estudios han
propuesto que la leptina actia como facilitador del desarrollo reproductivo con la
Ilegada de la pubertad (Smith y Clarke, 2010).
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Diferentes estudios han mostrado su capacidad para afectar a los sistemas
neuroendocrinos que controlan la actividad del eje reproductivo (Adam et al., 2003;
Chilliard et al., 2005; Blache y Martin, 2009), ya que se han encontrado receptores de
leptina en la glandula pineal y en el sistema nervioso central de especies rumiantes;
aunque el lugar exacto no esta del todo claro, pero se sugiere que existe una interaccién
con el fotoperiodo y la secrecion de melatonina (Chelikani et al., 2003). Estudios
realizados por Henry et al. (2001) en ovejas mostraron que la leptina era capaz de
restaurar parcialmente la secrecion de LH en animales sometidos a restricciones
crénicas de alimento. Si bien se conoce su efecto sobre las pulsatilidad de la LH, su
papel al final del anestro en la oveja no esta aun del todo claro ni tampoco de qué
manera actua sobre la secrecion de melatonina (Zieba et al., 2007). Algo que concuerda
en la literatura es que el rol de la leptina, desde un punto de vista reproductivo, es mas
permisivo que desencadenante (Blache et al., 2007). Otra importante observacion, es
que en ovejas OVX, al ser sometidas a una restriccion alimenticia durante casi un afio,
la frecuencia de pulsos de LH aumentd como respuesta a una elevacion en el nivel de
alimentacion antes que se incrementaran las concentraciones de leptina (Szymanski et
al., 2007), sugiriendo que la leptina no esta envuelta en la rapida respuesta de la GnRH
frente a un sabito incremento en la disponibilidad de energia (Blache y Martin, 2009).

Otros estudios en ovinos han demostrado que el uso exdgeno de leptina puede
prevenir la supresion de los pulsos de LH como consecuencia de un ayuno de corta
duracién (Nagatani et al., 2000). El ayuno ejerce un conocido efecto inhibidor de la
secrecion de gonadotropinas y la ovulacion, aunque paraddjicamente la expresion de
GnRH en el hipotdlamo no se reduce durante el ayuno (Bergendahl et al., 1992). Estas
observaciones demuestran que el mantenimiento artificial de las concentraciones de
leptina plasmatica, en niveles iguales o superiores a las que se produce en animales bien
alimentados, pueden evitar fallos en el aparato reproductor cominmente observados en
animales con signos de desnutricion. Por lo tanto, pareceria que el eje reproductivo
interpreta los altos niveles circulantes de leptina para indicar que el estado metabdlico
del animal es propicio para el éxito reproductivo.

En la figura 16 se muestran los cambios que ocurren en la hembra en diferentes
estados nutricionales, y su conexion con la leptina y la insulina. En situaciones de
desnutricion, la produccion de leptina disminuye, se reduce la produccion de GnRH y
por lo tanto de la FSH y LH, deteniendo la actividad reproductiva. Del mismo modo,
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cuando existe sobrepeso, el aumento de adipocitos provoca un aumento de los niveles
de leptina e insulina y el aumento periférico de la LH. Como resultado se provoca un
desarrollo parcial de los foliculos que llegan a secretar testosterona de forma

supranormal (Sharpe y Franks, 2002).

Figura 16. Esquema que muestra la regulacién de la funcién ovarica por la nutricion, y el modo de accion
de la leptina e insulina en situacion de nutricion normal (a), desnutricion (b) y sobrepeso (c) (adaptado de
Sharpe y Franks, 2002).
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4.4. EFECTOS DE LA NUTRICION A CORTO PLAZO

Estos efectos llamados a corto plazo se centran en las semanas o dias que
preceden a la cubricién; la mejora del nivel de alimentacion durante estos dias se conoce
con el nombre de sobrealimentacion o flushing y ha demostrado ser un método con
efectos beneficiosos tanto sobre la fertilidad como sobre la tasa de ovulacion (Robinson
et al., 2006). Ademas, si la sobrealimentacion se mantiene un cierto tiempo tras la
fecundacion, también se obtienen mejoras en la prolificidad, a través de un descenso en
la mortalidad embrionaria. La nutricion tiene un efecto profundo en la actividad ovarica
y estados de subnutricion detienen los mecanismos que controlan la ovulacién en el
hipotalamo, afectando la secrecion hipotalamica de GnRH, y la consecuente secrecion
hipofisiaria de LH, lo que provoca un mal funcionamiento de las génadas.
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En la cabra existen pocos estudios realizados y en general no se han encontrado
diferencias respecto a que el uso del flushing pueda mejorar la tasa de ovulacion u otros
factores como peso vivo, condicion corporal y nimero de crias nacidas durante la
estacion reproductiva de razas caprinas de carne (Acero-Camelo et al., 2008). De
Santiago-Miramontes et al. (2011), usando flushing en cabras en anestro y ademas
exponiéndolas a hembras estrogenizadas, obtuvieron buenos resultados en cuanto a la
prolificidad, mientras que el flushing por si solo no tuvo mayor efecto. Sin embargo, en
otro estudio realizado por Daghigh et al. (2011), el uso de flushing, combinado con
inyecciones de GnRH y eCG, produjo un aumento en la fertilidad y la tasa de ovulacion.

En cabras, a las que se les ha realizado un efecto macho, se ha demostrado que
un flushing de 7 dias, antes de la introduccion de los machos, incrementa la respuesta
ovulatoria (De Santiago-Miramontes et al., 2008). El incremento en la tasa de
ovulacion, tras la introduccién de los machos, se debi6 principalmente al efecto de la
nutricién, que propicié el crecimiento de un mayor nimero de foliculos y disminucién
de la atresia folicular en aquellas hembras mejor alimentadas, resultado que ha sido
observado igualmente en ovejas al inicio de sus ciclos sexuales (Mufioz-Gutiérrez et al.,
2002). Todo ello, permite que un buen ndmero de foliculos sobrevivan a la atresia y
ovulen en el siguiente ciclo sexual, incrementando la tasa de ovulacion (Vifioles et al.,
2005). Este efecto positivo sobre la tasa de ovulacion, de la suplementacion alimenticia,
no se mantiene indefinidamente y solo es valido para el primer ciclo en el que se va a
realizar la cubricion. Esto es probablemente debido a que, en las hembras
suplementadas, el efecto de la nutricion, al ser a corto plazo, no se mantiene en el
tiempo porque se establece un feedback negativo que rapidamente restaura la
homeostasis y la foliculogénesis ovarica al estadio inicial previo a la sobrealimentacion
(Vifoles et al., 2005; Scaramuzzi et al., 2006).

Estudios realizados en ovino han mostrado que una subnutricion, en las semanas
previas a la cubricion, produce claros efectos negativos que incluyen el empeoramiento
de la tasa de ovulacion, el aumento de la mortalidad embrionaria y una peor fertilidad
(Rhind et al., 1989). De este modo, estos efectos negativos de la subnutricion pueden
ser evitados mediante un incremento de la alimentacion (flushing) durante los 10 dias
previos a la introduccion de los machos, que permite lograr una mejora en la tasa de
ovulacion. Incluso se ha observado que puede llegar a ser de una duracién inferior a 10
dias (Robinson et al., 2006). Asi, Vifioles (2003) concluyen que el efecto beneficioso
podria ser observado en un periodo mas corto, entre el dia 8 y dia 4 antes de la
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ovulacion (que se corresponde con el dia 10-14 del ciclo sexual). Esto se debe a que,
este periodo, coincide con la emergencia de la oleada folicular. Esta determinacion tan
precisa ha podido ser obtenida mediante el uso de tratamientos artificiales de
sincronizacién de celo, lo que permite manejar esta estrategia alimentaria mucho mas
facilmente. Pero ya que los periodos de aparicion del celo en las hembras son variables,
por comodidad de manejo es preferible que la mejora de la alimentacion sea 10 dias
antes del inicio de la cubricion (Robinson et al., 2006). Este incremento en la
alimentacion hay que intentar mantenerlo tras la cubricion o al menos no disminuirlo de
forma brusca, para evitar un efecto negativo sobre la supervivencia embrionaria, sobre
todo en aquellas hembras con un menor estado de reservas (Girou et al., 1971).

Un hecho a tener en cuenta sobre la aplicacién del flushing es que su efectividad
varia segun el genotipo en el cual se use, de modo que en razas poco prolificas se
obtiene una mejor respuesta a la sobrealimentacion, sobre todo en cuanto a la tasa de
ovulacién; asi, los animales de mayor potencial ovulatorio parece que pueden ser
capaces de producir crias de una forma mas “consistente” en un ambiente nutricional
variable antes de la fecundacion, siempre dentro de unos limites razonables (Gunn,
1986). Lo que podria explicar la reducida o variable respuesta del flushing cuando es
utilizado en la especie caprina.

Algunos trabajos han estudiado la influencia del peso vivo antes de realizar el
flushing sobre la tasa de ovulacion. Asi, Rattray et al. (1980), en ovejas, realizaron un
modelo de regresion logaritmica para calcular la probabilidad de presencia de
ovulaciones mdaltiples en funcién del peso vivo de las ovejas. Estos autores obtuvieron
lo siguiente: (1) si no existieran variaciones entre el peso inicial y el momento de la
cubricion, los animales méas pesados tendran mas probabilidad de ovular en forma
multiple, como reflejo de un efecto estatico del peso; (2) el efecto del peso es dinamico,
ya que la pérdida es perjudicial y la ganancia beneficiosa; y (3) los mejores resultados
tras la sobrealimentacion se obtienen cuando se parte de animales con un peso
intermedio dentro de la raza, ni muy delgado ni muy engrasados; de modo que, las
ovejas que se encuentran en rangos de peso inicial por debajo de la media también
responden de forma muy positiva al flushing, pero no llegan a alcanzar nunca las
probabilidades de las ovejas de mayor peso, debido a la influencia del efecto estatico.

Por todo ello, y a nivel practico, es importante tener en cuenta el efecto positivo
de los cambios de peso moderados a lo largo de la vida productiva del animal, y que si
presenta un peso demasiado bajo al inicio no podra cumplir las expectativas que
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queremos. Asi, en la raza Rasa Aragonesa, se ha demostrado cémo un correcto peso
vivo al momento del destete tiene una gran importancia para obtener una buena tasa de
ovulacion en los primeros celos tras el mismo (Abecia et al., 1993a); teniendo una clara
aplicacion en sistemas reproductivos intensificados.

Finalmente, los efectos del flushing realizados al inicio de la estacion
reproductiva resultan bastante méas efectivos en cuanto a la tasa de ovulacion (Theriez,
1984). Esto se ha podido observar en ovejas Rasa Aragonesa destetadas a finales de
abril y alimentadas con una dieta 1,5 veces sus necesidades de mantenimiento (Abecia
et al., 1993b), donde se encontr6 una mejora significativa de la tasa de ovulacién a
partir del tercer celo manifestado por las ovejas tras el destete, mientras que no hubo
mejoria en el primer ciclo sexual.

AUn no estan claros los mecanismos fisioldgicos que se modifican en relacién a
lo efectos positivos que producen una sobrealimentacion antes de la cubricién. Asi,
Haresign (1981), en ovejas sobrealimentadas durante un ciclo sexual, no observo
diferencias en cuanto al nimero de foliculos de didmetro inferior a 2 mm, pero si en la
poblacion folicular de 2-3 mm de diametro, de modo que las ovejas sobrealimentadas
tuvieron una tasa superior de ovulacion a diferencia de las testigo (2,6 vs. 1,8 cuerpos
luteos). Estos resultados nos indican que el flushing puede incrementar la tasa de
ovulacion, no actuando sobre el nimero de foliculos potencialmente ovulatorios en el
momento de la regresion luteal (efecto estatico), sino a través de diferencias en la
proporcion de los mismos que van a ser inducidos a madurar y ovular, y disminuyendo
la atresia de los foliculos en las Ultimas etapas de su desarrollo (Zarazaga, 1994).

En otro trabajo realizado por Rhind y NcNeilly (1998), ovejas sometidas a dos
niveles de alimentacion presentaron  diferencias en cuanto al ratio
estrogenos/progesterona, el cual resultd ser menor en ovejas subalimentadas, indicando
una menor actividad aromatasa provocada por el estado de subnutricion.

En un estudio realizado por Abecia et al. (1995) en ovejas, y como consecuencia
de un incremento en el nivel de alimentacion, no se encontro diferencias en el diametro
medio de los tres foliculos de mayor tamafio, ni en el porcentaje de foliculos
estrogénicos, ni tampoco en cuanto a la secrecion in vitro de estradiol y testosterona;
ademas, Rhind y McNeilly (1998) tampoco encontraron diferencias significativas en el
namero de receptores para la LH ni en las células de la granulosa ni en las de la teca.
Todos estos estudios parecen indicar que el efecto del nivel de alimentacion sobre la

tasa de ovulacién en la especie ovina se expresa a través de cambios en la composicion
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del liquido folicular, lo que a su vez puede ser una consecuencia de alteraciones en la
secrecion de gonadotropinas, hormonas metabolicas y factores de crecimiento (Zufiga,
2002).

Otro factor importante a considerar en los tratamientos de alimentacion a corto
plazo es la implicacion del control hormonal, la forma en que actla y de qué manera
se relaciona con los cambios de alimentacion en diferentes momentos del afio, y mas
importante durante el anestro estacionario, en donde el hipotdlamo es mas sensible
frente al feedback negativo del estradiol. Es sabido que la aplicacion de un plano alto de
alimentacion, en ovejas OVX+E; al inicio de la estacion reproductiva (Rhind et al.,
1991), da como resultado un aumento en la frecuencia y amplitud de los pulsos de LH
en la fase folicular del ciclo sexual, confirmando la afirmacion de que adecuados niveles
nutricionales provocan, de algin modo, una significativa reduccion de la sensibilidad
hipotaldmica y de la actividad estrogénica debido al feedback negativo del estradiol
(Adams et al., 1994). En otros trabajos realizados con ovejas OVX+E; de la raza Rasa
Aragonesa, después de un periodo de dos semanas de sobrealimentacion, mostraron
que, al inicio y al final de la época de anestro estacional, se modificaron las
concentraciones plasmaticas de LH pero no hubo efecto en la frecuencia de pulsos de
LH; posiblemente, debido al corto periodo de tiempo que los tratamientos nutricionales
fueron administrados (Forcada et al., 1997).

En cabras, Tanaka et al. (2002), demostraron que el ayuno provocaba una
modificacion en la frecuencia de pulsos de LH, siendo mas marcado en las hembras con
menor peso corporal que en las hembras que tenian un mayor peso, existiendo un nivel
energético critico que determina que un balance energético negativo afecta la secrecion
de LH. En trabajos realizados en cabras OV X+E,, mantenidas en ayuno durante 4-5 dias
(Ichimaru et al., 2001), se ha observado como respuesta una supresion gradual de la
actividad del generador hipotalamico del pulsos de GnRH, asi como una activacion de
regiones hipotalamicas que contenian neuronas del neuropéptido Y (NPY); reforzando
las teorias que hablan del papel de este péptido como mediador entre la subnutricion y
el generador hipotalamico de pulsos de GnRH.

En ovejas, la reduccién de los niveles plasmaticos de progesterona, por una
sobrealimentacion, es debido al elevado metabolismo de los esteroides en el higado,
como el 17B-estradiol que es convertido en 17a-estradiol, siendo excretado por la orina

y gran parte a través de las heces, por lo que en este estudio una restriccion alimenticia
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resultd estar asociada con bajos niveles de 17a-estradiol en las heces y altas en el
plasma (Adams et al., 1994).

45. MEDIADORES ENTRE LA NUTRICION Y LA REPRODUCCION

Es importante destacar que el ultimo eslabon en la integracion del estado
nutricional es el sistema nervioso central, si bien, los mecanismos cerebrales
involucrados en la interpretacion del estatus metabolico y su relacion con la actividad
neuronal de la GnRH no estdn demasiado claros. El llamado “sensor metabdlico” se
piensa que esta localizado en el ARC y en la eminencia media ya que los receptores de
leptina e insulina se encuentran a este nivel (Blache et al., 2002; Chilliard et al., 2005).
Algunos posibles vinculos, como las neuronas NPY, han sido identificados entre las
células GnRH y las neuronas que contienen receptores de leptina, de la que ya se ha
hablado previamente, e insulina.

La kisspeptina es otro de los neuropéptidos descubierto en los Gltimos afios y
que podria cumplir la funcién de “sensor metab6lico”, integrando las sefiales periféricas
y regulando la generacion del pulsos de GnRH (Blache y Martin, 2009). Este
neuropéptido, producto del gen Kissl y cuyos receptores han sido identificados en casi
un 75% de las neuronas GnRH de las ratas, se piensa que es el que podria tener
importancia sobre el control metabdlico de las neuronas GnRH vy la liberacion de LH
(Irwig et al., 2004; Messager et al., 2005). Se ha estudiado ampliamente su funcion
durante la pubertad en roedores y su relacion con el estado metabolico, siendo su lugar
de accion el nucleo ARC vy el area antero- y periventricular (AVPV) del hipotalamo
(Smith et al., 2005) y en la especie ovina a nivel del POA (Estrada et al., 2006). Estas
Kisspeptinas del nucleo ARC controlan los feedback positivos y negativos de los
estrogenos (Smith et al., 2008). El feedback positivo provoca un aumento de la LH
preovulatoria y activa las kisspeptinas del nicleo ARC (Estrada et al., 2006). Durante el
anestro se produce el efecto contrario, reduciendo la expresion de estas Kisspeptinas en
el nicleo ARC. Estas kisspeptinas también se ha observado que varian en funcion del
fotoperiodo al que son sometidos los animales. Asi, en ovejas intactas sometidas a
fotoperiodos de dias cortos (8L:160), las kisspeptinas fueron tres veces mayores que en
aquellas ovejas sometidas a un fotoperiodo de dias largos (16L:80) (Wagner et al.,
2008).
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Las kisspeptinas pueden actuar también en la integracion de las sefiales
periféricas del estatus metabdlico para el control de la funcion reproductiva. Durante el
anestro estacionario, estudios realizados han mostrado que el feedback negativo del
estradiol es mediado por la kisspeptina y el sistema dopaminérgico. La expresion del
RNAm del gen Kissl se eleva al inicio de la estacion reproductiva, y se mantiene
principalmente activo a nivel del nicleo ARC en plena estacidn reproductiva, notandose
mas esta diferencia en ovejas enteras que en aquellas OVX+E; (Smith et al., 2008;
Smith y Clarke, 2010).

En cuanto a la relacion de la melatonina con el nivel nutricional, un estudio
preliminar (Menassol et al., resultados no publicados) ha mostrado que una restriccion
alimenticia, ademas de modificar, como ya se ha indicado, la estacionalidad
reproductiva, provoca unas concentraciones mas bajas de melatonina. Recientemente,
también estos mismos autores, especulan que la activacion central de la cinasa activada
por monofosfato de adenina (AMP-activated protein kinase, AMPK), que es un
integrador del nivel energético a nivel celular y corporal, podria estar involucrada en la
integracién de los factores metabolicos que pudieran alterar el ritmo de secrecion de
melatonina (Menassol et al., 2011). Ademaés, también en ovino se ha puesto en
evidencia una cierta interaccion entre el tratamiento con melatonina y el plano
nutricional/nivel de reservas sobre la tasa de ovulacion, en el sentido de que las ovejas
menos engrasadas o con menor peso, 0 sometidas a bajos niveles nutricionales, parecen
tener una superior respuesta a los implantes de melatonina en cuanto a la tasa de
ovulacién/prolificidad que en aquellas con niveles adecuados de alimentacion; asi,
incrementos en los niveles de alimentacion pueden ayudar a elevar la secrecion de LH
en ovejas tratadas con melatonina al inicio del periodo de anestro (Forcada et al., 2002).
En estudios realizados en ovejas Salz (50% Romanov y 50% Rasa Aragonesa), paridas
en marzo y sometidas a dos niveles de alimentacion tras el destete (1,8 vs. 1,3 veces las
necesidades de mantenimiento) e implantadas o no con melatonina a los 32 dias tras el
parto, Forcada et al. (1995) demostraron un efecto positivo y significativo de la
melatonina sobre la tasa de ovulacion en el segundo celo detectado tras el destete
(P<0,05), asi como una interaccién significativa plano de alimentacion x tratamiento
con melatonina sobre la tasa de ovulacion (P<0,05) en el mismo celo. De este modo, los
implantes de melatonina fueron mas efectivos en las ovejas sometidas a un inferior nivel

alimenticio tras el destete.
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Del mismo modo, Rondén et al. (1996) pusieron en evidencia que el efecto
positivo de la melatonina sobre la tasa de ovulacién a corto plazo parece ser mas notorio
en ovejas con una condicion corporal moderadamente baja (en torno a 2,5) en relacion a
hembras con superior niveles de reservas corporales. Similares resultados obtuvieron
Folch y Alabart (1999) en ovejas Rasa Aragonesa implantadas con melatonina. Las
hembras tratadas tuvieron una prolificidad superior frente a las hembras testigo, pero
ademas, en las primeras, aquellas que parieron dos corderos tuvieron un peso Vivo
significativamente inferior a las que tuvieron un parto simple. Los resultados obtenidos
por Abecia et al. (1999) resultan ser bastante interesantes, ya que mostraron que la
melatonina es capaz de reducir in vitro la secrecion de PGF,, por parte del tejido
endometrial el dia 15 tras la cubricion, momento critico a la hora de determinar la
supervivencia embrionaria, pero solo se observo en las ovejas subnutridas y no en las
sobrealimentadas. Este hecho parece confirmar lo sefialado con anterioridad y, ademas,
puede aportar nuevas vias en la investigacion de los mecanismos por los que la
melatonina mejora los pardmetros reproductivos.

Es también importante tener en cuenta la posibilidad de que determinados
neurotransmisores ejerzan cierto papel como mediadores de los efectos de la
alimentacion sobre el eje hipotalamo-hipofisiario, si bien no existen trabajos realizados
en la especie caprina. Asi, en estudios realizados con ovejas Rasa Aragonesa, los
opioideos enddgenos participaron en la supresion de la liberacion de LH durante el
anestro, pero la alimentacion no parece ser capaz de modular dichos efectos. En cambio,
la inhibicion que el sistema dopaminérgico ejerce sobre la LH al inicio del anestro si
parece ser modificada por la alimentacion, de modo que la subnutricion incrementa
dicha inhibicion, sobre todo al comienzo del anestro; demostrando una menor
sensibilidad hipotaldmica al feedback negativo del estradiol en el grupo de ovejas
sobrealimentadas (Forcada et al., 1997). En otro trabajo, Forcada et al. (2002) sostienen
que un tratamiento con implantes de melatonina en ovejas con bajas reservas de grasa
puede modificar el grado de accion de los sistemas dopaminérgico y noradrenérgico en
la regulacion de la secrecién de LH.

Las hormonas tiroideas juegan un importante papel en la estacionalidad de
reproduccion de diferentes especies, incluyendo las aves, roedores y los mamiferos, y
resultan ser buenos indicadores del estatus metabdlico, ademas de ser importantes

durante las fases de transicion en época reproductiva y de anestro (Todini et al., 2007).
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De forma general, hay muy pocas evidencias de la importancia de las hormonas
tiroideas y su vinculo entre el balance energético y la reproduccién en animales adultos.
En cabras, las hormonas tiroideas parecen ser un buen indicador del estado metabolico
del animal (Todini et al., 2007). Sin embargo, en un estudio realizado en carneros
adultos, se ha observado que las concentraciones de las hormonas tiroideas en el plasma
y liquido cefalorraquideo no fueron modificadas al recibir una suplementacién
nutricional que permitiera incrementar la frecuencia de pulsos de LH, sugiriendo que
posiblemente no jueguen un papel importante en la rapida respuesta de las neuronas
GnRH (Miller et al., 1998; Zhang et al., 2004; 2005).

En esta revision se ha visto la amplia documentacion existente en relacién a los
distintos componentes, tanto en la cabra como en la oveja, que actdan a distintos niveles
del eje neuroendocrino, controlando la ingesta de comida, la homeostasis energética, el
metabolismo y la fertilidad; y que en conjunto actian como integradores, estableciendo
una estrecha conexion entre el balance energético y la funcién reproductora. De todos
modos, la escasez de trabajos en la especie caprina invita a realizar mas estudios con el
fin de poder encontrar cuales son los factores por los cuales el nivel nutricional afecta a

la reproduccidn en esta especie.
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OBJETIVOS

El objetivo general del presente trabajo fue determinar en cabras Mediterraneas
si el fotoperiodo es capaz de controlar la secrecion de LH y cuéles son los mecanismos
neuronales involucrados en su regulacion durante el ciclo fotoperiddico y después de la
colocacién de melatonina exdgena, estudiando en todos los casos el posible efecto

modulador del nivel de alimentacion.

Partiendo de este punto, podemos desglosar los siguientes objetivos parciales:

1. Estudiar el control de la secrecién de LH por el fotoperiodo y su modulacion por

el nivel de alimentacion.

2. Determinar la implicacion, en funcion del nivel de alimentacién, de diferentes
sistemas neuroendocrinos que pudieran estar involucrados en la regulacion de la
secrecion de LH (opioideos enddgenos, sistema dopaminérgico y
serotoninérgico) en distintos momentos del ciclo fotoperiddico: durante la
estimulacion de la secrecion de LH por los dias cortos, durante el inicio de la
inhibicion de la secrecion de LH por los dias largos y durante la inhibicion de la

secrecion de LH durante los dias largos.

3. Examinar la implicacion de diferentes sistemas neuroendocrinos (opioideos
enddgenos, sistema dopaminérgico, sistema serotoninérgico y aminoacidos
excitatorios) que pudieran estar involucrados en la estimulacion de la secrecion

de LH por la melatonina exdgena, en funcién del nivel de alimentacion.

4. Finalmente, determinar si las concentraciones de melatonina estan relacionadas
con las fechas de inicio y final del periodo de actividad reproductiva, y si existen
diferencias en dichas concentraciones plasmaticas de melatonina entre ambas
venas yugulares, en diferentes momentos del afio (solsticio de verano e invierno

y equinoccio de primavera y otofio).
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This paper reports the influence of nutrition on the photoperiodic control of luteinizing
hormone (LH) secretion in female Mediterranean goats (i.e., goats from the Mediterranean
area in general). Ovariectomized, oestradiol-treated goats were subjected to two consec-
utive intervals of 3 months of long days followed by 3 months of short days (group LDSD,
N=20), or vice versa (group SDLD, N=20). The LDSD and SDLD does were also randomly
assigned to one of two nutrition groups that received either 1.1 (H group, N=10) or 0.7

Ié?; VtvordS: (L group, N=10) times their maintenance requirements. Live weight and body condition
Seasonality score were determined weekly and LH concentrations twice per week. To establish the pul-
Photoperiod satility of secretion of LH, three periods of intensive sampling were undertaken. Melatonin
Nutrition was determined after a period of 45 short or long days. All photoperiod/nutrition groups

LH showed large variations in LH concentrations according to photoperiod, with nutrition hav-
Melatonin ing a significant effect (P<0.001). The mean time between the shift from long to short days
and the stimulation of LH secretion, and between the shift from short to long days and the
inhibition of LH secretion, was different in each nutrition group (at least P<0.05). No differ-
ences were seen in the frequency of LH pulses between the nutrition groups, but differences
between sampling periods were observed (P<0.001). Melatonin secretion was not affected
by food supply. These results confirm: (1) that Mediterranean female goats are sensitive to
photoperiod, (2) that this environmental cue may control the timing of pituitary activity
under natural conditions, and (3) suggest that nutrition plays an important role in the effect
of photoperiod on LH secretion.
© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Most breeds of goat from subtropical and temperate
latitudes experience seasonal variation in their repro-
ductive activity. In wild Spanish Ibex (Santiago-Moreno
et al., 2000, 2003, 2006) and domesticated Mediterranean
goats (i.e., goats from the Mediterranean area in gen-
eral) (Gbmez-Brunet et al., 2003, 2010; Zarazaga et al.,
2005) maintained under the natural photoperiod, it has

* Corresponding author. Tel.: +34 959 21 7523; fax: +34 959 21 7304.
E-mail address: zarazaga@uhu.es (L.A. Zarazaga).

0378-4320/$ - see front matter © 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.anireprosci.2011.04.017

been shown that the onset of breeding activity occurs in
the late summer or autumn when day length is decreas-
ing, while the breeding season stops in the late winter
or beginning of spring with increasing day length. It is
well established that, under experimental conditions, arti-
ficial long days inhibit, and artificial short days stimulate,
the pituitary and reproductive activity of caprine species
(Bissonnette, 1941; Chemineau et al.,, 1992b; Delgadillo
et al,, 2004; Zarazaga et al., 2011). Photoperiod, through
its influence on pituitary responsiveness to gonadotropin-
releasing hormone (GnRH) and the pattern of luteinizing
hormone (LH) secretion (Lincoln and Short, 1980) is the
principal cue governing reproductive activity. However,
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other environmental stimuli, such as food availability and
social interactions (Walkden-Brown et al., 1993; Mani etal.,
1996) should not be disregarded as potential regulators of
reproductive seasonality.

Nutrition is an important factor affecting reproductive
function in domestic ruminants. Nutritional status influ-
ences the activity of the reproductive neuroendocrine axis
via systemic nutritional feedback on GnRH neurons in
the hypothalamus (I’Anson et al., 1991). These changes
are manifested in the pulsatile secretion of LH from the
pituitary gland, which can be readily measured in the cir-
culation as a marker of GnRH (Clarke and Cummins, 1982).
Nutritional deprivation, whether the result of an insuf-
ficient supply of energy in the diet or excessive energy
demands, inhibits the release of hypothalamic GnRH, lead-
ing to the reduced secretion of pituitary LH and eventually
to anovulation and anoestrus in both ewes (Tchamitchian
et al,, 1973; Restall and Starr, 1977; Tatman et al., 1990)
and goat does (Zarazaga et al., 2011). Kouakou et al. (2008),
working with dairy bucks, observed that neither sub-
maintenance feeding nor the transition from this regime
to ad libitum feeding affected LH concentrations. Similarly,
Meza-Herrera et al. (2008) observed an increase in ovarian
activity in goats in better body condition when supple-
mented with protein, although no changes in LH secretion
were seen.

Most studies on the effects on reproduction of the
interaction between photoperiod and nutrition have been
performed in sheep (for a review see: Rhind, 1992; Forcada
and Abecia, 2006). In Criollo goats maintained under the
natural photoperiod, Urrutia-Morales et al. (2009) report
high levels of nutrition to overcome the inhibitory effect of
photoperiod for most of the non-reproductive season, and
to increase reproductive activity during this period. How-
ever, to our knowledge, no studies have investigated the
effects of nutrition and artificially controlled photoperiod
on pituitary activity in Mediterranean goats. The working
hypothesis of the present work was that the photoperiod is
the main environmental factor controlling pituitary activ-
ity in female Mediterranean goats, but that its effect might
be modulated by the level of nutrition. Daily melatonin pat-
terns were also monitored to examine whether nutritional
effects on pineal function might explain the responses seen.

2. Materials and methods
2.1. Preparation of experimental animals

All handling and experimental procedures were carried
outinstrict accordance with Spanish guidelines for the pro-
tection of experimental animals (RD 1201/2005), and by
trained personnel, conforming to European Union Direc-
tive 86/609 regarding the protection of animals used in
scientific experiments.

The present study was conducted at the University of
Huelva experimental farm (latitude 37° 15’). Forty adult
Mediterranean female goats (3-4 years old; 49.4 + 1.6 kg;
2.41+0.4 body condition score) were ovariectomized one
month before the start of the experiment. On 7th June 2007
they all received a 3-cm long (i.d.=3.3 mm; 0.d.=4.6 mm)
subcutaneous silastic implant (Karsch et al., 1973) contain-
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ing crystalline oestradiol (Sigma Chemical Co., St. Louis). All
implants were soaked in physiological serum before inser-
tion in order to prevent an initial peak of steroid release.

2.2. Photoperiod and nutritional treatments

On 15th June (end spring-onset summer) the goats were
randomly assigned to one of two lightproof sheds and
exposed to four alternations of either 3 months of long
days (16 h of light/d; lights-on 07:00 h, lights-off 23:00 h)
followed by 3 months of short days (8 h of light/d; lights-
on 07:00 h, lights-off 15:00 h) (group LDSD, N=20) or vice
versa (group SDLD, N=20).

The does of each group were then randomly assigned
to one of two experimental nutrition groups. Members
of the high nutrition group (H group: N=10) were fed
700¢g of concentrate and 500¢g of barley straw per day,
while members of the low-nutrition group (L group: N=10)
were fed 350¢g of concentrate and 500g of barley straw
per day. These amounts correspond to a daily intake of
0.78 milk fodder units (UFL) and 100g of digestible pro-
tein (H group), and 0.49 UFL and 50 g of digestible protein
(Lgroup) respectively. These quantities provide 1.1 and 0.7
times the energy maintenance requirements (MR) of a doe
with a live weight (LW) of 50 kg, according to INRA stan-
dards (Morand-Fehr and Sauvant, 1988). All groups were
balanced in terms of animal LW and body condition score
(BCS) (Hervieu et al., 1991). Concentrate was distributed
individually to the does once per day, whereas barley straw
was provided communally to each group. The concentrate
was a commercial mixture of maize (26.3%), beans (20.0%),
oats (14.1%), cotton-seed (13.7%), peas (13.4%), lupin (7.3%),
barley (0.2%), wheat (0.2%), sunflower seeds (0.2%) and a
commercial mineral-vitamin complement (4.6%). All ani-
mals had free access to water and mineral blocks containing
trace elements and vitamins.

2.3. Sampling and measurements

Blood samples were obtained twice weekly for the
entire observation period; all samples were collected
in vacuum tubes containing heparin following jugular
venipuncture. Plasma was recovered by centrifuging these
samples at 3000 x g for 30 min, and then stored at —20°C
until analysis for LH. The pulsatility of LH secretion was
studied in five females of each experimental group: (1) at
the onset of the inhibition of LH secretion by long days
(after 27d of long days), (2) during the inhibition of LH
secretion by long days (after 86 d of long days), and (3) at
the onset of stimulation of LH secretion by short days (after
55d of short days) (Zarazagaetal.,2011). Blood samples for
this part of the work were collected via jugular catheters
at 10 min intervals over a period of 6 h (between 09:00 h
and 15:00h on each of the cited days). The time of onset
and cessation of LH secretion were determined according
to the criteria described below. The collected samples were
then treated as above. The LW and BCS of all animals were
recorded weekly.

The nocturnal and diurnal plasma melatonin concentra-
tions of the does were assessed on day 45 in both the LDSD
(under long days) and SDLD (under short days) groups
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following the transition from the second to the third pho-
toperiod interval (29th January 2008). Blood samples at the
onset and at the end of the night cycle were taken at hourly
intervals, starting and finishing 2 h before and after ‘lights
off’ or ‘lights on’ respectively. Over the remaining noctur-
nal period, blood samples were taken by two operators at
intervals of 2 h via jugular catheters in both jugular veins
(thus ensuring simultaneous sampling from both veins)
(Zarazaga et al., 2010a,b). The does were always sampled in
the same order at each sampling time and under dim-red
light (less than 11lux at 20 cm), avoiding any direct illumi-
nation of the eyes. After collection, blood samples were
treated as above.

2.4. Definitions of pituitary activity

Pituitary activity was determined by assessing the char-
acteristics of the LH profile. The baseline level was defined
as the average of the 19 samples with the lowest values for
each animal between day 52 after the onset of long days
until 24 days after the onset of short days. Elevated LH
concentrations were defined as differing from this base-
line when they did so by more than 3 standard deviations
(Zarazaga et al., 2011). The onset and the end of pituitary
activity were defined as the dates of the first and last sam-
ples in a sequence of three or more with LH concentrations
above or below the baseline respectively.

2.5. Hormone assays

Plasma LH concentrations were determined using dou-
ble antibody ELISA (Faure et al., 2005). The sensitivity of the
assay was 0.1 ng/mL. The intra- and interassay coefficients
of variation of the control were 4.0% and 2.1% respectively.

Plasma melatonin concentrations were measured by
radioimmunoassay in duplicate aliquots of 100 L blood
plasma (Fraser et al., 1983), using the antibody first raised
by Tillet et al. (1986). The sensitivity of the assay was
4 pg/mL. The intra- and interassay coefficients of variation
were 18.8% and 14.2% respectively.

All hormonal analyses were performed at the hormonal
analysis laboratory of the INRA (Nouzilly, France).

2.6. LH pulse identification

Luteinizing hormone pulses were defined according to
Baird et al. (1981) as points with two consecutive values
(pulse amplitudes) higher than the two preceding ones,
with the highest value exceeding the mean value by at least
four times the coefficient of variation.

2.7. Data analysis

The data obtained during the first three months of the
study (15th June to 15th September) were excluded from
the statistical analysis since this time was deemed the nec-
essary period of adaptation to the sheds and treatments;
nonetheless, these data are shown in the figures to con-
firm that adaptation occurred (Duarte et al., 2010). Changes
in LW, BCS and LH concentrations were analysed using
two-way ANOVA (nutritional treatments: groups H or L

and photoperiod group: SDLD or LDSD) with time as a
repeated measure. The overall mean LH concentrations for
the short and long day photoperiods were analysed in the
same way. The effect of nutrition was analysed using the
Tukey t-test. The effect of nutrition on mean LH plasma
concentration at each intensive sampling period was exam-
ined using ANOVA, with time as a repeated measure. The
LH pulse frequency was examined using Kruskall-Wallis
ANOVA.

Plasma melatonin concentrations were first analysed by
repeated measures ANOVA to assess possible interactions
between “jugular side” and “time of collection” in each pho-
toperiod group. Since no such interaction was observed, the
data were further analysed by ANOVA (with “jugular side”,

” o«

“photoperiod groups”, “nutrition” or “animal” as factors).
3. Results
3.1. Live weight and body condition score

Live weight and BCS varied greatly over time (P<0.001),
with photoperiod group and nutrition having a significant
effecton both variables (P<0.001). The interaction photope-
riod group x time had a significant effect on LW (P<0.05)
(Fig. 1), as did the interaction nutrition x photoperiod group
(51.8+0.5kg, 54.94+0.4kg, 48.7 +0.5kg and 48.8 £ 0.5kg
for LDSD-H group, SDLD-H group, LDSD-L group and
SDLD-L group respectively; P<0.01). A clear effect of the
photoperiod was observed (P<0.001), with an increase in
LW during the long day photoperiod (28.0 5.8 g/d) and a
slight reduction in LW during the short day photoperiod
(—=0.7£5.2 g/d). Moreover, the interaction nutrition x time
had a significant (P<0.01) effect on LW, with differences in
LW gain/loss between nutrition groups in the second and
fourth photoperiod intervals. For example, during the sec-
ond interval, the H group clearly experienced an increase
in LW (21.1+10.6g/d) while the L group experienced
a reduction (—25.0+10.4g/d) (P<0.05), and during the
fourth interval the H experienced a clear increase in LW
(37.54+20.4g/d) while the L group members experienced
no change in this variable (-2.8 +12.0g/d) (P<0.05).

Only the interaction photoperiod group x time was found
to have a significant effect on BCS (P<0.001) (Fig. 1).

3.2. Patterns of LH concentration

The LH concentration varied significantly over time
in all animal groups (P<0.001) (Fig. 2). Nutrition had a
significant (P<0.001) effect, with higher LH concentra-
tions seen in the H group (0.60+0.01ng/mL) than in
the L group (0.41+0.01ng/mL). Higher LH concentra-
tions were observed during the short day photoperiod
(0.58 £0.01 ng/mL) than during the long day photope-
riod (0.44 +0.01 ng/mL) (P<0.001). Moreover, differences
between nutrition groups were observed during the short
day photoperiod (0.68 +0.02 vs. 0.47 +0.02 ng/mL for the
H and L groups respectively; P<0.001) and long day pho-
toperiod (0.51 4 0.02 vs. 0.36 £+ 0.01 ng/mL for the H and L
groups respectively; P<0.001).

A clear effect of nutrition was observed in terms of
the mean interval between the shift from long to short
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Fig. 1. Changes (mean + SEM) in live weight (kg) and body condition score (BCS) in female Mediterranean goats subjected to alternations of three months
of long days and three months of short days (LDSD group), beginning with long days (LDSD group) or with short days (SDLD group), and which received
1.1 (H group, filled symbols) or 0.7 (L group, open symbols) times their maintenance requirements respectively. Shaded areas indicate the months when

animals were exposed to short days.

days (45.74+3.1d vs. 65.8+2.1d for the H and L group
respectively; P<0.001), and the shift from short to long
days (29.6+1.9d vs. 22.24+1.7d for the H and L group
respectively; P<0.05), and the stimulation/inhibition of LH
secretion. Thus, a longer duration of the elevation of LH
secretion was seen in the H group than in the L group
(81.245.2d vs. 50.1 +3.5d for the H and L group respec-
tively; P<0.001).

3.3. LH secretion: concentrations and pulsatility

Differences were observed in mean LH concentra-
tions between the intensive sampling periods (P<0.001)
(Fig. 3). The lowest mean LH concentration appeared dur-
ing the time of inhibition of LH secretion by long days
(0.17 £0.00 ng/mL). The highest mean value was recorded
during the time of the onset of stimulation of LH secre-
tion by short days (0.8440.02 ng/mL). The frequency of
LH pulses did not differ between nutrition groups in each
sampling period. However, differences were seen between
sampling periods, with higher pulse frequencies at the
beginning of the stimulation of LH secretion by short days
(0.52 +£0.07 pulses/h), and lower pulse frequencies dur-
ing the time of inhibition of LH secretion by long days
(0.01£0.01 pulses/h) (P<0.001). The amplitude of these
pulses did not differ between nutrition groups or sampling
periods.
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3.4. Melatonin concentration patterns

Diurnal melatonin concentrations (4.7 +0.3 pg/mL)
were lower than nocturnal melatonin concentrations
(38.44+ 1.6 pg/mL)(P<0.001)withlarge variations between
animals (P<0.001) (Fig. 4), showing that does cor-
rectly perceived the photoperiod. Differences were
recorded between photoperiod groups (34.9 +1.7 pg/mL
vs. 45.8+3.6pg/mL for SDLD and LDSD respectively)
(P<0.01), but no significant differences appeared between
the nutrition treatments or between jugular veins. The
interaction jugular side x animal had a significant effect on
melatonin concentration (P<0.001).

4. Discussion

A pattern of body weight change related to pituitary
activity was observed irrespective of the level of nutrition,
as earlierreported (Zarazaga et al., 2005). The LW increased
during long days and fell during short days. Barenton et al.
(1988) suggest photoperiod to have a direct effect on LW.
However, this might be mediated by leptin rather than
there being a direct effect of photoperiod per se (Marie
etal.,2001).Urrutia-Morales et al.(2009) report anincrease
in LW during anoestrous (long days) in does receiving six
and 1.74 times the recommended intake (RI) of crude pro-
tein (CP) and metabolizable energy (ME) respectively and
a slight reduction in those receiving 1.5 times RI for CP and
1.25 times the RI for ME respectively. This suggests that the
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Fig. 2. Changes (mean+ SEM) in LH concentration (ng/mL) in female Mediterranean goats subjected to alternations of three months of long days and three
months of short days, beginning with long days (LDSD group), or with short days (SDLD group), and which received 1.1 (H group, filled symbols) or 0.7 (L
group, open symbols) times their maintenance requirements respectively. Shared areas indicate the months when animals were exposed to short days.
The arrows indicate the moments when intensive sampling periods were performed.

amount of CP is responsible for the variations in LW with
photoperiod. These finding, however, should not exclude
other sources of variation in LW, such as a reduction in food
intake (Marie et al., 2001; Argo et al., 1999).

As reported earlier (Zarazaga et al, 2005), the
photoperiod-induced changes in LH pulse frequency and
concentration suggest that photoperiod controls pituitary
activity in Mediterranean female goats. The same has been
indicated for does living at subtropical (Duarte et al., 2010),
temperate (Chemineau et al., 1992a) and Mediterranean
latitudes in domestic (G6mez-Brunet et al., 2003, 2010;
Zarazaga et al.,, 2005) and wild goats (Santiago-Moreno
et al., 2000, 2003, 2006). In the present study, the stimula-
tion of LH secretion after the shift from long to short days
took less time than reported for Saanen dairy goats (70d)
(Chemineau et al., 1986), probably due to breed differences
and/or lactation influences.

There are very few reports that describe the effect of
undernutrition on gonadotrophins in goats. Mani et al.
(1996) studied the effect of undernutrition on LH con-
centrations during the oestrous cycle, and reported that
rations that provided 25% of maintenance requirements
had no significant effect on basal LH and follicle stimulat-
ing hormone profiles. Similarly, Meza-Herrera et al. (2008)
observed that neither BCs nor the non-degradable protein
intake affected the features of LH activity during the peri-

ovulatory period. The reason for this discrepancy with the
present results could be that these authors studied the LH
concentrations during the periovulatory period. Kouakou
et al. (2008), working with dairy bucks, observed that nei-
ther sub-maintenance feeding nor the transition from this
regime to ad libitum feeding affected LH concentrations.
However, other authors have reported undernutrition to
impair reproductive activity by exerting effects at the level
of the hypothalamus. Walkden-Brown et al. (1994) report
that, in bucks, low-quality diets reduce LH concentrations.

Under the present experimental conditions, the dif-
ferences seen in LH concentration between the nutrition
groups show that nutrition modulates the effect of pho-
toperiod on LH secretion, and that the reproductive
response can be modified by lower LH concentrations
probably through enhanced hypophyseal-hypothalamic
sensitivity to oestradiol. In ovariectomized, oestradiol-
treated ewes, both hypothalamic and pituitary activity
were found to be much lower in those with poorer body
condition. In contrast, (Rhind et al., 1991) observed that
differences in intake only resulted in changes in hypotha-
lamic activity. Similar observations have been made in
ovariectomized oestradiol-infused ewes on restricted diets
fed nothing on the day of analysis (Renquist et al., 2008).
This indicates that low food intake is related to enhanced
hypothalamic sensitivity to oestradiol in ovariectomized,
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Fig. 3. Plasma LH concentrations (ng/mL) in a representative ovariectomized, oestradiol-treated female Mediterranean goat of each experimental group
at the onset of the stimulation of LH secretion by short days (after 55 d of short days A), the onset of the inhibition of LH secretion by long days (after 27 d
of long days [J), and during the inhibition of LH secretion by long days (after 86 d of long days ¢). Shaded areas indicate the months when animals were

exposed to short days.

oestradiol-treated does. The effects of steroids on LH secre-
tion are mediated through endorphins and encephalin,
opioid peptides, and through neurotransmitters such as
dopamine, adrenaline and serotonin (Haynes et al., 1989),
but the importance of these different mechanisms may dif-
fer with season and other factors (Rhind, 1992).

In the present work, differences between the nutri-
tion groups were observed at the beginning and at the
end of pituitary activity, with a shorter period of pitu-
itary activity observed in the L group. This agrees with
previous findings reported by our group (Zarazaga et al.,
2005) working with goats at the same latitude subjected
to two levels of nutrition (1.5 and 1 time the mainte-
nance requirements). Similarly, De Santiago-Miramontes
et al. (2009) reported that female goats with a poorer
BCS showed an earlier onset of the anovulatory period
and a delayed onset of ovulatory activity. However, in
ewes at higher latitudes, the start of the breeding season
appears to be less variable than its end, probably due to
the synchronisation of the first ovulations among females
(Zarazaga et al., 2003). Several authors have reported that
the effect of nutrition on reproductive variables is greater
in ewes at the beginning than at the end of seasonal anoe-
strous, and that an increased level of fat reserves is related
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to a delay in the onset of the non-reproductive period
rather than an advance in the onset of the breeding sea-
son (Forcada et al., 1992). As suggested by the results
of the present study, the activity of the hypothalamic-
pituitary axis might begin later in animals that have fed
less. These differences between sheep and goats could be
mediated by differences in the role of the different neu-
ral mechanisms that regulate LH secretion, for instance
the role of the endogenous opioids, dopaminergic or sero-
toninergic systems (Zarazaga et al., 2011). This suggests
that the transition period between seasonal anoestrus
and the breeding season might be a suitable time to
increase nutrition above the maintenance requirements
to obtain a significant effect on goats that have suffered
reduced levels of nutrition, as occurs in some extensive or
semiextensive farm systems under Mediterranean condi-
tions. Urrutia-Morales et al. (2009) suggest that increased
nutrition during the anoestrous season may be used to
maintain the cyclicity of goats and be employed as a green,
clean and ethical reproductive tool at subtropical lati-
tudes.

The melatonin concentrations recorded confirm pre-
vious results obtained in sheep indicating that nutrition
has no effect on the melatonin pattern (Martin et al.,
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Fig. 4. Changes (mean + SEM) in melatonin concentration (pg/mL) as the
mean of both jugular vein concentrations 45 d after the shift from short
days to long days (open symbols, LDSD group), and from long days to
short days (filled symbols, SDLD group). Shaded areas represent periods
of darkness.

2002), even on critical aspects such as the timing of the
start and end of the night-time rise in this hormone
(Guerin et al., 2000). However, it has been shown that
leptin treatment reduces and increase melatonin con-
centrations during long days and short days respectively
(Zieba et al., 2007). The present results confirm previ-
ous observations made in goats (Zarazaga et al., 2010a)
and ewes (Zarazaga et al.,, 2010b) that the mean mela-
tonin concentrations of both jugular veins are similar but
that the interaction jugular side x animal does have an
effect on the concentration recorded. The existence of an
absolute dominant side for the entire population would
appear, therefore, not to exist. In the present work, higher
concentrations were seen on the right side in some ani-
mals while in others the left side was dominant, and in
still others there was no difference. Together these data
demonstrate that, from a practical stand-point, the accu-
rate assessment of melatonin production by the pineal
gland requires measurements of melatonin concentrations
in both jugular veins simultaneously, with the pooling of
the samples.

5. Conclusions

The present results show that Mediterranean female
goats are sensitive to changes in photoperiod, and that
this environmental cue may control the timing of the
breeding season under natural conditions. Further, nutri-
tion modulates the effect of photoperiod on LH secretion.
Undernutrition leads to important reductions in LH that
determine a longer pituitary rest period. The nutritional-
metabolic pathways that determine the reduction in
LH concentration in goats require further study. Finally,
nutrition would appear to have no effect on melatonin
concentration, at least under the conditions of the present
work.
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ABSTRACT

This study examined which neural mechanism (opioid,
dopaminergic, or serotonergic system) is involved in the
regulation of luteinizing hormone (LH) secretion, with and
without nutritional modulation, at different times of the
photoperiodic cycle. Goats were randomly distributed into
two experimental groups that received either 1.1 (high group;
n = 18) or 0.7 (low group; n = 18) times the nutritional
maintenance requirements. The goats were exposed to
alternations of 3 mo of long days and 3 mo of short days.
Plasma LH concentrations were measured twice a week. The
effects of intravenous injections of naloxone (endogenous
opioid receptor antagonist), pimozide (dopaminergic, receptor
antagonist), and cyproheptadine (serotonin 5-hydroxytrypta-
mine, receptor antagonist) on LH secretion were assessed
during challenges in three different photoperiodic situations:
the onset of LH stimulation by short days (OnsetSD), the onset
of LH inhibition by long days (OnsetLD), and during the LH
inhibition by long days (LateLD). The role of the different
neural systems was clearly modified by the level of nutrition. In
the low-nutrition group, only naloxone increased LH concen-
trations during onsetLD (P < 0.05). However, in the high-
nutrition group, naloxone increased the concentration and
pulsatility of LH (P < 0.05) in onsetSD and onsetLD. Pimozide
increased LH concentration and pulsatility (P < 0.05) in
onsetLD and LH concentration in lateLD (P < 0.001). Finally,
cyproheptadine significantly increased LH concentration at all
three times (P < 0.001). These results provide evidence that all
three systems are involved in the inhibition of LH release in
onsetLD, and that the opioid and serotonin mechanisms are
involved during the onsetSD that were enhanced by a high
plane of nutrition.
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INTRODUCTION

Photoperiod is the principal cue governing reproductive
activity through its influence on pituitary responsiveness to
gonadotropin-releasing hormone (GnRH) and the pattern of
luteinizing hormone (LH) secretion [1]. In female goats, this
influence is reflected by seasonal changes in ovarian activity
and LH concentrations [2]. Under artificial photoperiod, the
transfer of goats from a long to a short photoperiod produces an
increase in neuroendocrine sexual activity after about 56 days
[3]. The neural mechanisms responsible for the transduction of
photoperiodic signals into an endocrine response have not been
completely elucidated. It has now been established that
melatonin mediates the reproductive response to both inductive
and inhibitory day lengths [4, 5].

Several studies have shown the role of the different neural
systems responsible for LH pulse frequency inhibition during
natural anestrous, above all in ewes. Endogenous opioid
modulation of reproductive activity is well documented. Opioid
mechanisms regulate LH secretion during early and late
anestrous [6], and the blockage of opiate receptors with
naloxone increases LH concentrations in bucks during the
nonbreeding season [7]. However, the response to naloxone
failed to induce a response in oestradiol-implanted adult ewes
[8-12].

The dopaminergic system is another neural mechanism that
has been shown to be involved in the suppression of LH
secretion by oestradiol during seasonal anestrous in ewes.
Pimozide, a dopamine antagonist, increases LH pulse frequen-
cy in intact ewes [6, 13—16], yet no information exists about the
role of this system on the inhibition of LH pulsatility in goats.

The serotonergic system is the third neural system that has
been shown to be involved in LH inhibition during seasonal
anestrous in sheep. Riggs and Malven [17] found that the
intraventricular infusion of serotonin suppresses the secretion
of LH in castrated rams, and suggests an inhibitory role for
serotonergic neurons. In oestradiol-treated, ovariectomized
ewes, the serotonergic receptor antagonist, cyproheptadine,
increased pulsatile LH secretion, both before the onset of the
stimulatory short-day response and during photorefractoriness
to short days [16]. Although the role of serotonin in the
inhibition of LH secretion has not been described in
Mediterranean goats, it appears to be involved during early
anestrous in Mediterranean ewes [18].

Nutrition is considered to be an important factor that affects
reproductive function in domestic ruminants and influences the
onset of ovarian cyclicity in goats [2, 19]. Low levels of food
intake or poor body condition are associated with an enhanced
hypothalamic sensitivity to oestradiol [20], and nutrition in
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Mediterranean goats can modulate the effect of photoperiod on
the length and depth of seasonal anestrous [2].

Seasonal changes in GnRH/LH secretion are related to
seasonal changes in concentrations of, and sensitivity to,
circulating gonadal steroids [21]. These cause a clear reduction
in gonadotropin secretion during seasonal anestrus [2, 22],
reflecting the corresponding change in the action of oestradiol
on episodic GnRH release [23]. Moreover, the sensitivity of
hypothalamic activity to oestradiol may be enhanced or
reduced according to the level of food intake [24]. Thus,
ovariectomized animals with oestradiol implants (OVX+E)
provide an experimental model commonly used in seasonality
and nutrition research, because they reflect the changes in the
sensitivity of the hypothalamus-hypophyseal axis to oestradiol
under constant release of this steroid [2, 22].

In this paper, we assess the effect of the level of nutrition on
the regulation of LH secretion by the endogenous opioid,
dopaminergic, and serotonergic systems during the stimulation
of LH secretion by short days or during the onset of the
inhibition of LH secretion by long days, and during the
inhibition of LH secretion during long days.

MATERIALS AND METHODS
Study Conditions

All management and experimental procedures were carried out in strict
accordance with the Spanish guidelines for experimental animal protection RD
1201/2005, and by trained personnel, in accordance with European Union
Directive 86/609 regarding the protection of animals used in scientific
experiments.

The present study was conducted on the University of Huelva’s
experimental farm (latitude 37°15’N), which meets the requirements of the
European Community Commission for Scientific Procedure Establishments
(1986).

Animals, Nutrition, and Photoperiodic Treatments

Thirty six adult female goats were used in this study. They were
ovariectomized 1 mo before the onset of the experiment and simultaneously
implanted subcutaneously with a 3.0-cm Silastic implant (internal diameter =
3.3 mm; external diameter = 4.6 mm) [25] containing crystalline oestradiol
(Sigma Chemical Co., St. Louis). The implants were soaked in physiologic
serum before insertion to prevent an initial peak of steroid release.

Does were randomly assigned to two experimental groups based on the
provision of nutrition balanced for live weight (LW) and body condition score
(BCS) [26]. The group that received a high plane of nutrition (high group; n =
18) was fed with 700 g of concentrate and 500 g of barley straw, whereas the
group that received a low plane of nutrition (low group; n = 18) was fed with
350 g of concentrate and 500 g of barley straw. These amounts correspond to a
daily intake of 0.78 milk fodder units (UFL) and 100 g of digestible protein
(high group) and 0.49 UFL and 50 g of digestible protein (low group),
providing 1.1 and 0.7 times maintenance requirements, respectively, for a goat
of 50 kg LW at the beginning of the experiment, according to Institut National
de la Recherche Agronomique standards [27]. Food was offered once a day,
with the concentrate being distributed individually to each animal, and the
barley straw being divided within each pen. The concentrate was a commercial
mixture of maize (26.3%), beans (20%), oats (14.1%), cotton seed (13.7%),
peas (13.4%), lupin (7.3%), barley (0.2%), wheat (0.2%), sunflower seeds
(0.2%), and a commercial concentrate as a mineral-vitamin complement
(4.6%). All the animals had free access to water and mineral blocks containing
trace elements and vitamins.

The females in both nutritional groups were housed in a light-proof building
under artificial lighting. They were exposed for 9 mo to alternations between 3
mo of long days (LD, 16L:8D: lights on, 0700 h; lights off, 2300 h) and 3 mo
of short days (SD, 8L:16D: lights on, 0700 h; lights off, 1500 h). The
photoperiodic treatment started on June 15, and the first exposure was to long
days.

Long-Term LH Neuroendocrine Activity

The effect of photoperiodic treatments on neuroendocrine LH activity was
assessed through monitoring long-term LH variations by collecting blood
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samples twice a week by jugular venipuncture. The samples were immediately
centrifuged for 30 min (3000 X g) and the plasma stored at —20°C until assay.
The time of onset and cessation of LH secretion was determined for each
individual pattern. First, a baseline level for each individual profile was defined
as the average value of the samples obtained from February 22 until April 18,
since this was the period with lower LH concentrations (Fig. 1). Elevated LH
concentrations were defined as differing from this baseline by more than 3 SD
of the baseline.

Drugs

Antagonists to opioid receptors (naloxone), dopaminergic, receptors
(pimozide), and serotonin 5-hydroxytryptamine, (SHT,) receptors (cyprohep-
tadine) were used at different points in time during the stimulation or inhibition
of LH secretion as induced by the photoperiodic treatment. Naloxone
hydrochloride (Sigma-Aldrich) was dissolved in 0.9% (w/v) sterile saline at a
concentration of 4.8 mg/ml. Pimozide (Sigma-Aldrich) was dissolved in 0.1 M
tartaric acid at a concentration of 3 mg/ml. Cyproheptadine hydrochloride
sesquihydrate (Sigma-Aldrich) was dissolved in 50% ethanol-propanediol at a
concentration of 25 mg/ml. The drugs were administered as a bolus into the
jugular vein though a catheter. Each drug was dissolved less than 3 h before
intravenous injection and stored at room temperature until use.

Drug Challenges

During all these challenges, blood samples were collected at 10-minute
intervals, from 1 h before (control period) to 2 h after (treatment period) the
intravenous injection.

Drug challenge 1: dose response to naloxone, pimozide, and
cyproheptadine. The challenge was conducted in order to define the effective
dose of each drug that modifies LH concentrations in goats. This challenge was
performed on three occasions over 6 wk after the shift from long to short days.
The first time, each goat received the lowest dose of each drug intravenously.
To avoid possible carryover effects, the same goats received the intermediate
dose of each drug 5 days later, and 7 days later received the highest dose of
each drug. All the goats used were from the high group. The doses used were:
0.50, 1.00, and 2.00 mg/kg LW (n =3 goats per dose) of naloxone; 0.25, 0.50,
and 0.75 mg/kg LW (n =3 per dose) of pimozide; and 0.1, 0.25, and 0.75 mg/
kg LW (n = 3 per dose) of cyproheptadine.

Drug challenge 2: the effects of naloxone, pimozide, and cyprohep-
tadine on LH release in goats at specific times in respect to parameters of
LH release during different photoperiodic regimes. The dates of each
antagonist treatment were defined according to LH profiles (Fig. 1): the onset
of LH stimulation secretion by short days (late seasonal anestrous), the onset of
the inhibition of LH secretion by long days (early seasonal anestrous), and the
time when the LH secretion is inhibited by long days (deep seasonal anestrous).
On each occasion, the goats received either naloxone (n = 6 per nutritional
group), pimozide (n = 6 per nutritional group), or cyproheptadine (n = 6 per
nutritional group). During each challenge, blood samples were collected via
jugular catheter. The animals used for each nutritional group were different for
each drug. During all the challenges, blood samples were collected at 10-min
intervals from 3 h before (control period) to 3 h after (treatment period) the
intravenous injection of the appropriate vehicles described above or the drugs,
respectively.

LH Assays and Pulse Identification

Plasma LH concentrations were determined by using double-antibody
ELISA, as previously described by Faure et al. [28]. The sensitivity of the assay
was 0.1 ng/ml, and the intra- and interassay coefficients of variation in the
control were 7.5% and 2.5%, respectively. All samples from the same challenge
were measured in the same assay. All the hormonal analyses were conducted at
the hormone analysis laboratory (Nouzilly, France). LH pulses were defined,
according to Baird et al. [29], as the point with two consecutive values higher
than the two preceding ones, with the highest value (pulse amplitude)
exceeding the mean basal value by at least four times the coefficient of
variation of the assay.

Statistical Analysis

The data obtained during the first 3 mo of the study (June 15 to September
15) were excluded from the statistical analysis because this was considered to
be the period needed by the animals to adapt to the experimental conditions;
however, these data are included in the figures. The weekly effects of nutrition
on LW and BCS or twice weekly samples of LH concentrations were analyzed
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Mean LH concentrations (ng/mL)

ONSET OF LH STIMULATON BY
2.0 SHORT DAYS (OnsetSD)

1.5

1.0

ONSET OF LH INHIBITION BY
LONG DAYS (OnsetLD)

FIG. 1. Changes (mean = SEM) in LH
concentration (ng/ml) in Mediterranean
female goats subjected to alternations of 3
mo of long days and 3 mo of short days.
Goats received either 1.1 (high group, solid
symbols; n = 18) or 0.7 (low group, open
symbols; n = 18) times the maintenance
requirements. Shared areas indicate the
months when animals were exposed to
short days. The arrows indicate the dates
that challenges with drug were performed.

LH INHIBITION BY
LONG DAYS (LateLD)

June September December

MONTH

using the one-factor ANOVA (nutritional treatments: high group or low group),
with time as a repeated measure.

The mean LH concentrations and mean LH pulse frequencies and
amplitudes in the drug treatments were calculated for each pre- and
posttreatment period. These variables were used for statistical analysis.

Due to the nonparametric nature of LH pulse frequency, a Wilcoxon test
was performed for the between-dose comparisons of each drug to test the
difference between the number of pulses before and after treatment. The effect
of the treatments on mean LH concentration were analyzed using a paired ¢-test
(pre- vs. postinjection periods).

The results of the mean LH concentration during the pre and postinjection
period at each point in time of the stimulation or inhibition of the LH secretion
by the photoperiodic treatment (late, onset, and deep seasonal anestrous) were
analyzed using ANOVA, with drug (naloxone, pimozide, or cyproheptadine),
nutrition (high or low group), and time as repeated measures. A Tukey test was
performed when differences between drug treatments were significant. After
ANOVA, the effect of drug treatments on the mean LH concentration were
analyzed using a paired #-test (pre- vs. postinjection periods) at each point in
time of seasonal anestrous and for each nutritional group.

Due to the nonparametric nature of LH pulse frequency, a Kruskall-Wallis
ANOVA was used to test the differences between nutritional groups in the
control periods. After ANOVA, the effects of drug treatments on the number of
LH pulses were analyzed using the Wilcoxon test (pre- vs. postinjection
periods) for each point in time studied during the reproductive period, and for
each drug in the same nutritional group.

RESULTS

LW and BCS

Mean LW and BCS varied substantially (P < 0.001) over
time between experimental groups, as depicted in Figure 2.
Overall, mean LW and BCS was higher in high-group
compared with low-group animals (53.4 = 0.3 kg and 2.50
* 0.01 kg vs. 47.9 = 0.3 kg and 2.22 = 0.01 kg, respectively).
No interaction between plane of nutrition and time was
observed.

Patterns of LH Concentrations

Both groups displayed substantial variations in LH
concentrations according to the photoperiod to which they
were subjected (Fig. 1). Thus, the LH concentrations varied
substantially over time (P < 0.001), with a significant effect of
nutrition (0.59 * 0.02 ng/ml vs. 0.40 = 0.01 ng/ml mean LH
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concentrations over the entire sampling period, for the high and
low groups, respectively; P < 0.01). When LH concentrations
during the short- or long-day photoperiod were analyzed, very
substantial differences were observed, with higher mean LH
concentrations during the short- or long-day photoperiods (0.54
* 0.01 vs. 043 = 0.01 ng/ml for short and long days,
respectively, P < 0.001). Moreover, mean LH differences
between nutritional groups were observed during short-day
(0.65 = 0.02 vs. 0.44 = 0.02 ng/ml for the high and low
groups, respectively, P < 0.001) and long-day experiments
(0.51 = 0.02 vs. 0.35 = 0.01 ng/ml for the high and low
groups, respectively; P < 0.001).

The mean interval between the shift from long to short days
and the stimulation of the LH secretion differed between
nutritional groups (P < 0.001) (Table 1), in accordance with
the criteria described above. Similar results were demonstrated
with the mean interval between the change from short to long
days and the onset of the inhibition of LH secretion, with a
clear effect of nutrition (P < 0.05; Table 1). These results
caused a longer duration of the inhibition of LH secretion in the
low group (P < 0.001).

Dose Response of LH Release to Naloxone,
Cyproheptadine, and Pimozide

Only the highest doses of naloxone, pimozide, or cypro-
heptadine elicited an elevation in mean LH concentrations (Fig.

TABLE 1. The mean interval (days) between the shift from long to short
days during the stimulation of the LH (High LH) and between the change
from short to long days during the onset of the inhibition of the LH (Low
LH), the elevation of LH secretion (Activity), and of the period of inhibition
of LH secretion (Inactivity) in each nutritional group.

Mean interval (days)

Nutritional

group High LH Low LH Activity Inactivity
H 46.6 = 3.8 279 *1.6° 795 *59° 122.0 % 2.2°
L 65.4 =259 226+18" 51.5=419 1385+ 259

ad Different letters in the same column indicates differences of: a,b P <
0.05; ¢,d P < 0.001.
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FIG. 2. Changes (mean = SEM) in live Live weight (kg) A
weight (A) and body condition score (B) in 1
Mediterranean female goats subjected to
alternations of 3 mo of long days and 3 mo
of short days. Goats received either 1.1
(high group, solid symbols; n = 18) or 0.7
(low group, open symbols; n = 18) times 554
the maintenance requirements. Shared ar-
eas indicate the months when animals were
exposed to short days. [
504 =
45+
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3). Therefore, when mean LH concentrations during the pre-
and posttreatment periods were compared, differences (P <
0.05) were only observed at doses of 2, 0.75, and 0.75 mg/kg
LW for naloxone, pimozide, and cyproheptadine, respectively.

The Effect of Nutrition and Drug Treatments on LH Release
in Goats at the Onset of the Stimulation of LH
Concentrations by Short Days

There was no effect of nutrition or time on mean LH release
during the control period for each drug. However, an effect of
time (P < 0.05), nutrition (P < 0.001), and pharmacological
treatment (P < 0.001) was observed during the postinjection
period. The naloxone treatment induced higher LH concentra-
tions than the other two drugs (1.50 = 0.08 ng/ml, 0.73 = 0.03
ng/ml, and 0.81 = 0.04 ng/ml for naloxone, pimozide, and
cyproheptadine, respectively).

The differences between the pre- and postinjection periods
for each nutritional treatment and drug are summarized in
Figures 4A and 5A. None of the treatments modified LH
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concentrations or the mean number of pulses in the low group.
In the high group, naloxone and cyproheptadine increased LH
concentrations (P < 0.001) and the mean number of pulses (P
< 0.05).

The Effect of Nutrition and Drug Treatments on LH Release
in Goats at the Onset of the Inhibition of LH Concentrations
by Long Days

No differences were observed in LH concentrations between
nutritional groups during the pretreatment period. After
treatment, an effect of time and nutrition was observed (P <
0.001). The differences between pre- and postinjection periods
for each nutritional treatment and drug are summarized in
Figures 4B and 5B. Only naloxone increased the LH
concentrations in the low group (P < 0.05), but none of the
used drugs modified the mean number of LH pulses in this
group. However, all the drugs induced a clear increase in LH
concentrations (P < 0.001) and the mean number of pulses in
the high group (P < 0.05).
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2 57Me:«m LH concentrations (ng/mL) A
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25 Mean LH concentrations (ng/mL)

TIME (h)

FIG. 3. Changes (mean = SEM) in LH concentrations (ng/ml) injected
with different doses of naloxone (A), pimozide (B), or cyproheptadine (C).
A) Doses of naloxone: 0.5 mg/kg (solid diamond), 1.0 mg/kg (open
square), and 2.0 mg/kg (solid triangle) live weight. B) Doses of pimozide:
0.25 mg/kg (solid diamond), 0.5 mg/kg (open square), and 0.75 mg/kg
(solid triangle) live weight. C) Doses of cyproheptadine: 0.10 mg/kg (solid
diamond), 0.5 mg/kg (open square), and 0.75 mg/kg (solid triangle) live
weight. Three goats were used per dose. The arrows indicate the time of
the drug injection.

The Effect of Nutrition and Drug Treatments on LH Release
in Goats During the Inhibition of LH by Long Days

Differences (P < 0.001) were observed in LH concentra-
tions between nutritional groups during the pretreatment
period. An effect of time was observed (P < 0.01) after the
injection of the drug. Differences between nutritional groups
were maintained (P < 0.001) during this period, but no
differences among drugs treatments were observed.

The differences between the pre- and postinjection periods
for each nutritional treatment and drug are summarized in
Figures 4C and 5C. None of the drugs increased the LH

concentrations in the low group; however, pimozide and
cyproheptadine increased LH concentrations in the high group
(P < 0.001). No drug increased the number of pulses in any of
the nutritional groups.

DISCUSSION

It has been demonstrated that the role of nutrition is very
important in the inhibition of LH secretion in Mediterranean
female goats. The results indicate that different neural systems
are involved at specific times within the reproductive cycle, but
their role was modified by the level of nutrition. The lack of
response to the used drugs in the low-nutrition group could
indicate that these neurotransmitters are more strongly involved
and/or the doses selected were not adequate to overcome that
inhibition under these conditions. However, whenever an
increase in LH secretion was observed due to treatment, it was
always in the group that received a higher plane of nutrition.

In the present study, the lower level of nutrition induced a
decrease in the mean LH concentrations during the entire
photoperiodic cycle in comparison with the higher level of
nutrition. In line with our results, Walkden-Brown et al. [19]
observed that the effect of a low-quality diet in bucks induced a
reduction of LH concentrations during the entire experimental
period compared with bucks with a high-quality diet. Rhind et
al. [24] reported that low food intake is associated with
increased negative feedback to oestradiol on LH in OVX+E
ewes. In goats, De Santiago-Miramontes et al. [30] and
Zarazaga et al. [2] have shown that females with a lower BCS
or a lower level of nutrition, respectively, presented longer
seasonal anestrous as a result of an earlier onset of the
anovulatory period, and a delayed onset of ovulatory activity.
These results in goats coincide with those obtained in the
present experiment, and allow earlier results to be explained,
because the activity of the hypothalamic-pituitary axis begins
later in animals with reduced levels of nutrition.

Irrespective of the level of nutrition, naloxone treatment
(endogenous opioid receptor antagonist, 2 mg/kg LW) tended
to increase LH secretion only during the onset of LH inhibition
by long days. Moreover, this drug increased LH secretion in
the high group at the onset of the LH stimulation by the short
days. This result is very similar to those obtained by Forcada et
al. [6], with naloxone, producing a clear effect on both
supplemented and nonsupplemented Mediterranean ewes.
Several studies have failed to increase LH secretion in ewes
during food restriction after naloxone treatment [31, 32],
suggesting that opioid pathways do not exert a significant
inhibitory influence on LH release during undernutrition, yet
no previous results exist in goats. One possible explanation for
the clear effect of naloxone on LH pulsatility may be that it has
been demonstrated that the hypothalamic GnRH pulse
generator activity is under a tonic suppression by endogenous
opioid in ovariectomized goats [33]. Singh et al. [7] and
Fuentes et al. [34] observed that the injection of naloxone or
the chronic administration of low doses of naloxone in bucks
during the nonbreeding season increased LH concentrations;
Xia Orong and Zhang (1996; cited in Ref. 7) observed similar
results in female goats. However, no effects from naloxone
were observed during the deep seasonal anestrous in our
experiment. The difference in relation to earlier studies of goat
species may be related to the time of the injection in relation to
the seasonal anestrous. In our experiment, the artificial
photoperiod used ensured that the time of the injection was
appropriate in relation to the evolution of the LH concentra-
tions profile. Accordingly, several authors have failed to
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FIG. 4. The effect of naloxone, pimozide,
and cyproheptadine on mean LH concen-

Mean LH concentrations (ng/mL)
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produce a response from naloxone on LH secretion in
seasonally anestrous adult ewes [8—13].

The lack of effect of pimozide (dopaminergic, receptor
antagonist) on LH secretion in the low group could indicate
that these neurotransmitters are more strongly involved and/or
the dose selected (0.75 mg/kg LW) was not adequate to
overcome that inhibition under our conditions. In the high
group, pimozide increased the number of pulses of LH during
early anestrous (onset of the LH inhibition by long days).
These results are similar to those described in supplemented
OVX+E ewes during early anestrous [6], or refractory to short
days after photoperiodic treatments [15, 16], reporting an
increase in LH pulsatility. All together, these results demon-
strate that the dopaminergic system plays an important role in
modulating LH pulsatile release during this period in goats and
ewes. Our results indicate that the lower hypothalamic
sensitivity to the negative feedback effects of oestradiol on
LH in goats receiving a higher plane of nutrition could be
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mediated, at a minimum, by the dopaminergic system during
early anestrous. The absence of pimozide effect on LH
secretion in the low group contrasts with previous findings
by Forcada et al. [18], who observed an increase in LH
pulsatility in both high- and low-nutrition OVX+E ewes.
However, in that experiment, all the ewes were treated with
melatonin, which stimulates GnRH and LH by reducing
tyrosine hydroxylase activity in the median eminence [35]. In
our study, no effect of pimozide was observed during the LH
inhibition by long days. These results are also consistent with
those by Le Corre and Chemineau [16]. This suggests that the
dopaminergic system could be relatively unimportant during
photosuppression [36]. To our knowledge, no results concern-
ing the role of the dopaminergic system on the inhibition of LH
concentration in goats have been published.

No effect of cyproheptatine (serotonin 5-hydroxytrypta-
mine, receptor antagonist) on LH of the low group was
observed, which could indicate again that these neurotransmit-
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ONSET OF LH STIMULATON BY SHORT DAYS (OnsetSD)
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FIG. 5. Plasma LH concentrations (ng/ml)
in representative ovariectomized, oestradi-
ol-treated female Mediterranean goats in-
jected with naloxone (open triangles),
pimozide (solid diamonds), or cyprohepta-
dine (open squares). They received 1.1 (high
[H] group, left panel) or 0.7 times the
maintenance requirements (low [L] group,
right panel) in the onset of the LH stimula-
tion by short days (A), the onset of the LH
inhibition by long days (B), and during the
LH inhibition by long days (C). The arrows
indicate the time of the drug injection.
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ters are strongly implicated and/or the dose selected (0.75 mg/
kg LW) was not enough to overcome that inhibition under our
conditions. Our findings also suggest that the serotonergic
mechanism played a major role in the photoperiodic inhibition
by the long days and the photoperiodic stimulation by the short
days, since cyproheptadine sharply increased the number of LH
pulses in the high group. These results suggest that the lower
hypothalamic sensitivity to the negative feedback effects of
oestradiol in goats receiving a higher plane of nutrition could
be mediated, at a minimum during these periods, by the
serotonergic system. These results differ from those obtained in
Mediterranean ewes by Forcada et al. [18], who reported an
increase in LH secretion during early anestrous in ewes with
high and low levels of nutrition, but no effect during late
anestrous. However, our results are similar to those obtained by
Le Corre and Chemineau [16], who obtained a positive effect

3 4 5 6

TIME (h)

from cyproheptadine in Ile de France ewes before short-day
response and refractory to short days. However, these authors
observed a significant effect from cyproheptadine in ewes in
long days, which was similar to the deep seasonal anestrous in
our experiment. This discrepancy may be due to a difference
between the role of serotonergic neurons on the inhibition of
the LH pulsatility between goats and ewes.

In conclusion, our results provide evidence that the role of
the different neural systems were modified by the level of
nutrition. In this way, the LH secretion of the group that
received 0.7 times the nutritional maintenance requirements
only responded to the injection of the opioid antagonist
receptor (naloxone) during the onset of the inhibition by the
LD. However, in the group that received 1.1 times the
nutritional maintenance requirements, it was demonstrated that
endogenous opioid and serotoninegic mechanisms (cyprohep-
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tadine) were involved in the inhibition of LH pulse frequency
in female Mediterranean goats during onset of the LH
inhibition by long days and onset of LH stimulation by short
days. Furthermore, the ability of pimozide to increase LH pulse
frequency in a state of long-days inhibition was demonstrated.
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Abstract

This research examines which neural mechanisms among
the endogenous opioid, dopaminergic, serotonergic and
excitatory amino acid systems are involved in the stimulation
of LH secretion by melatonin implantation and their
modulation by nutritional level. Female goats were dis-
tributed to two experimental groups that received either 1-1
(group H; n=24) or 0-7 (group L; n=24) times their
nutritional maintenance requirements. Half of each group
was implanted with melatonin after a long-day period. Plasma
LH concentrations were measured twice per week. The
effects of i.v. injections of naloxone, pimozide, cyprohepta-
dine and N-methyl-p,L-aspartate (NMDA) on LH secretion
were assessed the day before melatonin implantation and again
on days 30 and 45. The functioning of all but the
dopaminergic systems was clearly modified by the level of
nutrition, melatonin implantation and time elapsed since

implantation. Thirty days after implantation, naloxone
increased LH concentrations irrespective of the level of
nutrition (P<0-05), similar to NMDA in the melatonin-
implanted H goats (HM; P<0-01). On day 45, naloxone
increased LH concentrations in the HM animals (P<<0-05),
similar to cyproheptadine in both the non-implanted H (HC)
and the HM animals (P<<0-01). Finally, at 45 days, NMDA
increased the LH concentration in all subgroups (P<<0-01).
These results provide evidence that the effects of different
neural systems on LH secretion are modified by nutritional
level and melatonin implantation. Endogenous opioids seem
to be most strongly involved in the inhibition of LH secretion
on days 30 and 45 after melatonin implantation. However, the
serotonergic mechanism appears to be most influenced by
nutritional level.

Journal of Endocrinology (2011) 211, 263-272

Introduction

Nutrition is thought to be an important factor affecting the
reproductive function in domestic ruminants, influencing
the onset of ovarian cyclicity in goats (Walkden-Brown et al.
1994, Zarazaga et al. 2005). Low levels of food intake or poor
body condition are associated with enhanced hypothalamic
sensitivity to oestradiol (Rhind ef al. 1991, Rhind 1992). In
Mediterranean goats, nutrition can modulate the effect of
photoperiod on the length and depth of seasonal anoestrus
(Zarazaga et al. 2005) and undernutrition induces lower LH
concentrations during short and long days (Zarazaga et al.
2011a,b). But in undernourished sheep, or those with low
body condition scores (BCS), melatonin implantation allows
a high ovulation rate (Forcada ef al. 1995, Rondén et al. 1996)
and a large number of healthy cleaved oocytes and blastocyst
rate to be obtained (Vazquez et al. 2009, 2010).

Melatonin regulates seasonal reproduction through changes
in the pulsatile secretion of GNRH and LH (Bittman ef al.
1985, Viguié et al. 19954). Its action on the activity of GNRH
neurones appears to be indirect. A number of studies have
suggested that different neurotransmitters are involved in the

Journal of Endocrinology (2011) 211, 263-272
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regulation of LH secretion by melatonin or photoperiod,
especially in ewes (Meyer & Goodman 1985, 1986, Le Corre
& Chemineau 1993, Forcada et al. 1997). The neuroendo-
crine mechanism downstream of the action of melatonin,
leading to the regulation of LH secretion, appears to involve
several dopaminergic structures in the hypothalamus, such
as the A14 and A15 nuclei of the lateral retrochiasmatic area
(Havern et al. 1994) and the arcuate nucleus—median
eminence region (Anderson et al. 1997). In sheep, serotonin
receptors are thought to be involved in the neural mechanisms
that regulate the release of LH associated with the
photoperiod. In this species, the determination of the
brain-binding sites of the tritiated 5-hydroxytryptamine
receptor, (SHT,) antagonist ketanserin led to the identifi-
cation of a specific ventral hypothalamic zone in which the
binding density parallels the change in LH pulsatility
(Le Corre et al. 1994). In goats, it has recently been shown
that inhibitory pathways, such as the endogenous opioid
pathways, regulate LH secretion during the early inhibition of
LH secretion by long days and during LH stimulation by short
days. Further, the dopaminergic inhibitory pathways are
responsible for a reduction in LH pulse frequency during the

DOI: 10.1530/JOE-11-0225
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onset of LH inhibition by long days and during the inhibition
of LH secretion by long days. Finally, the serotonergic system
is involved during the onset of LH inhibition by long days, in
the inhibition of LH secretion by long days, and in the onset
of LH stimulation by short days, but always in well-nourished
females (Zarazaga et al. 2011a).

The excitatory amino acids (EAA), glutamate and aspartate,
are major stimulatory neurotransmitters in the mammalian
nervous system. Acting through N-methyl-p,L-aspartate
(NMDA) receptors, in sheep, these amino acids modulate
the secretion of LH (Estienne et al. 1990, Lincoln & Wu
1991). In support of this, the administration of NMDA, a
glutamatergic receptor agonist, acutely stimulates LH
secretion (Viguié et al. 1995b). This stimulatory effect is
larger during the period of photoinhibition of LH secretion
than during the photostimulation, suggesting that EAA are
involved in the photoperiodic regulation of LH secretion
(Lincoln & Wu 1991). In bucks, the stimulatory effect
of NMDA on LH secretion is more pronounced when
subjected to long days than short days (Gazal et al. 2002).
However, the information available on the effect of
neuroexcitatory amino acid receptors in LH secretion in
melatonin-implanted goats, or goats subjected to different
levels of nutrition, is lacking.

Continuing our previous research (Zarazaga et al. 2011a),
the present research assesses the interaction between the
nutritional level and melatonin implants on the regulation of
LH secretion by the endogenous opioid, dopaminergic,
serotonergic and NMDA systems in melatonin-implanted
Mediterranean goats long-day

photoperiod.

maintained under a

Materials and Methods

Study conditions

All procedures were performed by trained personnel in strict
accordance with Spanish guidelines for the protection of
experimental animals (RD 1201/2005) and in agreement
with European Union Directive 86/609. The study was
conducted at the University of Huelva experimental farm
(latitude 37° 15'N), which meets the requirements of the
European Community Commission for Scientific Procedure

Establishments (1986).

Animals, nutrition, photoperiod and melatonin treatments

The study animals were 48 adult female goats. All were
ovariectomised 1 month before beginning the experiment
and simultaneously implanted subcutaneously with a 3-0 cm
Silastic implant (internal diameter 3-3 mm and external
diameter 4-6 mm; Karsch et al. 1973) containing crystalline
oestradiol (Sigma—Aldrich Chemical Co.). These implants
were soaked in physiological serum before insertion to
prevent an initial peak of steroid release.

Journal of Endocrinology (2011) 211, 263-272
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The experiment had a 2 X2 factorial design (two nutrition
levels, plus implantation — or not — of exogenous melatonin).
Doses assigned to two experimental groups were based on the
provision of nutrition balanced for live weight (LW) and BCS
(Hervieu et al. 1991). The members of the high-nutrition
group (group H; n=24) were fed 700 g concentrate and
500 g barley straw each day, while the members of the low-
nutrition group (group L; n=24) received 350 g concentrate
and 500 g barley straw. These amounts correspond to a daily
intake of 0-78 milk fodder units (UFL) and 100 g digestible
protein (group H) and 0-49 UFL and 50 g digestible protein
(group L), providing 1-1 and 0-7 times the maintenance
requirements of a goat with an LW of 50 kg at the beginning
of the experiment, according to the INRA standards
(Morand-Fehr & Sauvant 1988). The concentrate was offered
once a day, distributed individually; the barley straw was
distributed loosely to each group. The concentrate was a
commercial mixture of maize (26:3%), beans (20%), oats
(14-1%), cotton-seed (13-7%), peas (13-4%), lupin (7-3%),
barley (0-2%), wheat (0-2%), sunflower seeds (0-2%) and a
commercial mineral-vitamin complement (4:6%). All the
animals had free access to water and mineral blocks containing
trace elements and vitamins.

Both groups were housed in a lightproof building under
artificial lighting where they were exposed for 9 months to
alternations between 3 months of long days (16 h of light/day;
lights-on: 0700 h, lights-off: 2300 h) and 3 months of short
days (8 h of light/day; lights-on: 0700 h, lights-off: 1500 h).
The first 3 months of controlled photoperiod (long days,
started on September 14th) was necessary for the animals
to adapt to the experimental conditions. The next 3 months
(short days) were deemed necessary to ensure that the animals
were able to respond to a stimulatory photoperiod prior to
melatonin insertion. The final phase of long days was required
before melatonin could be implanted.

At the end of the second period of long days (June 14th),
each nutritional group was divided into two subgroups, i.e.
those that received a melatonin implantation (18 mg;
Melovine, CEVA Salud Animal, Barcelona, Spain) at the
base of the left ear (M) and those that did not (C): HM
(n=12) and HC (n=12), and LM (n=12) and LC (n=12).
After the implantation procedure, all animals were maintained
under a long-day photoperiod to ensure that the positive
effect of the melatonin implants on LH secretion was due to
exogenous melatonin.

Sampling and measurements

The effect of photoperiod treatments on neuroendocrine LH
activity was assessed through monitoring long-term plasma
LH variations, collecting blood samples twice per week by
jugular venipuncture at 0930 h. The samples were immedi-
ately centrifuged for 30 min (3000 g) and the plasma stored at
—20 °C until use. The time of onset of LH secretion after
melatonin implantation was determined for each animal as
differing from the baseline by more than 3 s.n. The baseline
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was defined as the mean value of the samples obtained from
May 2 until June 13 — the period with the lowest LH
concentrations (Fig. 1). The LW and BCS of all animals were
recorded weekly.

To evaluate the melatonin concentrations induced by the
implants, five weekly blood samples were taken from each
goat during the light phase, starting 1 week after melatonin
implantation.

Drugs

Antagonists to opioid receptors (naloxone), dopaminergic,
receptors (pimozide), serotonin 5HT; receptors (cyprohepta-
dine) and an agonist of neuroexcitatory amino acid receptors
(NMDA) were administered at different time points during
the stimulation of LH secretion by the melatonin implan-
tation. Naloxone hydrochloride (Sigma—Aldrich Chemical
Co.) was dissolved in 0:9% (w/v) sterile saline at a
concentration of 4-8 mg/ml. Pimozide (Sigma—Aldrich
Chemical Co.) was dissolved in 0-1 M tartaric acid at a

Melatonin implantation
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Figure 1 Changes (meanzts.em.) in live weight (A) and body
condition score (B) in Mediterranean female goats subjected to
alternations of 3 months of short days and 3 months of long days that
received 1-1 (solid symbols, n=24) or 0-7 (open symbols, n=24)
times their maintenance requirements, respectively, and that were
implanted (filled square, n=12; open square, n=12) or not (filled
diamond, n=12; open diamond, n=12) with melatonin (14/06).
Shaded areas indicate the months when animals were exposed

to short days.
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concentration of 3 mg/ml. Cyproheptadine hydrochloride
sesquihydrate (Sigma—Aldrich Chemical Co.) was dissolved in
50% ethanol—propanediol at a concentration of 25 mg/ml.
NMDA, comprising a mixture of D and L isomers (Sigma—
Aldrich Chemical Co.), was dissolved in 0-9% sterile and
apyrogenic saline at a concentration of 5 mg/ml. Each drug
was dissolved <3 h before i.v. injection and stored at room
temperature until use. All drugs were administered as a bolus
into the jugular vein though a catheter.

Drug challenges

Preliminary experiment: NMDA dose-response
curve A dose—response curve for the effect of NMDA on
LH secretion was created in a preliminary experiment to
determine the dosage to be used in the main experiment. This
preliminary work was performed on three animals of group H
(before randomisation for implantation). LH secretion in
these animals was inhibited by exposure to 70 long days (16 h
light:8 h darkness cycle) during the second period of long
days. Three doses were tested at 48 h intervals on the same
animals (1, 2 and 4 mg/kg BW) in increasing order. LH
secretion was assessed in serial samples of jugular blood
obtained every 10 min during the hour preceding the
injection, and every 10 min for 2 h thereafter.

For the other drugs, doses similar to those used by Zarazaga
et al. (2011a) were given: 2 mg/kg, and originally 0-6 and
0-6 mg/kg LW for naloxone, pimozide and cyproheptadine
respectively. The latter two doses were reduced by
0-15 mg/kg since ataxia and akinesia symptoms were seen
in 20% of the animals 3 h after the 0-6 mg/kg pimozide
injection, and respiratory depression was observed in about
40% of animals after the 0-6 mg/kg cyproheptadine injection.
No correlation was seen between these side effects and the LH
responses to drug treatments.

Main experiment: the effects of naloxone, pimo-
zide, cyproheptadine and NMDA on LH release in
goats at different time points following melatonin
implantation The first drug challenge was given during the
inhibition of LH secretion by long days before the melatonin
implantation (day —1). The second challenge was given
before the onset of LH increase, on day 30. The third
challenge was given when LH secretion was stimulated by the
melatonin implantation, on day 45. At each time, all goats of
each subgroup (HC, HM, LC and LM) were distributed in
balanced ‘drug groups’ according to the LW and BCS. Each
animal, from each ‘drug group’, received naloxone and then
NMDA after 5 days (#=6), or cyproheptadine and then
pimozide after 5 days (using the other six females), the 5-day
period allowing for washout of the previously administered
drug. Drugs were always administered in the same order. As a
consequence, each goat of each subgroup received two drugs,
naloxone and NMDA or cyproheptadine and pimozide.
During all drug challenges, blood samples were collected via
jugular catheter at 10 min intervals 3 h before (control period)
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and 3 h after (drug period) the i.v. injection of the drug
or corresponding vehicle (controls). The sampling periods
started at 0900 h and finished at 1500 h.

Hormone assays and LH pulse identification

Plasma LH concentrations were determined using double
antibody ELISA, as described by Faure et al. (2005). The
sensitivity of the assay was 0-1 ng/ml. The intra- and inter-
assay coefficients of variation (CV) in the control were 6-5 and
3-0% respectively. All samples from the same challenge were
measured in the same assay.

LH pulses were defined according to Baird ef al. (1981) as
the point with two consecutive values higher than the two
preceding ones, with the highest value (pulse amplitude)
exceeding the mean baseline value by at least four times the
CV of the assay.

Plasma melatonin concentrations were measured by RIA
in duplicate aliquots of 100 pl blood plasma (Fraser et al.
1983), using the antibody first raised by Tillet et al. (1986).
The sensitivity of the assay was 4 pg/ml. The intra-assay CV
was 5-83%.

All hormonal analyses were conducted at the hormone
analysis laboratory at the Centre INRA de Tours, Nouzilly,
France.

Statistical analysis

The data obtained during the first 3 months of the study
(September 14th to December 14th) were excluded from the
statistical analysis since they referred to the period needed by
the animals to adapt to the sheds and nutritional treatments.
The effects of nutrition on LW and BCS (measured weekly)
and LH concentrations (measured twice weekly) were
analysed using one-way ANOVA (nutritional treatments:
groups H or L) with time as a repeated measure. Two-way
ANOVA was used to determine the effect of nutrition plus
melatonin treatment on LH secretion, with time as a repeated
measure.

The mean LH concentrations and mean LH pulse
frequencies and amplitudes in the drug treatments were
calculated for each pre- and post-administration period. Due
to the non-parametric nature of the LH pulse frequency, a
Wilcoxon test was performed for between-dose comparisons
of the effect of NMDA on the number of LH pulses. The
effects of the treatments on mean LH concentration were
analysed using a paired f-test (pre- vs post-injection periods).

Mean LH concentrations during the pre- and post-
injection periods at each time point in the stimulation of
the LH secretion by the melatonin treatment (—1, 30 and
45 day after melatonin insertion) were compared using
ANOVA, with drug (naloxone, pimozide, cyproheptadine or
NMDA), nutrition level (H or L), melatonin implantation (or
not) and time as repeated measures. The Tukey test was
performed when differences between drug treatments were
significant. After ANOVA, the effect of the drug treatments
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on mean LH concentration were analysed using a paired f-test
(pre- vs post-injection periods) at each time point before and
after melatonin implantation, and for each nutritional group.

Due to the non-parametric nature of LH pulse frequency,
the Kruskal-Wallis ANOVA test was used to examine the
differences between the HL, HM, LC and LM subgroups
before drug injection. After ANOVA, the effects of drug
treatments on the number of LH pulses were analysed using
the Wilcoxon test (pre- vs post-injection periods) for each
time point studied before and after melatonin implantation,
and for each drug before and after its administration within
each nutritional subgroup.

Significance was set at P<<0-05. All calculations were
performed using the SPSS package (Statistical Package for the
Social Sciences 2008).

Results

LW and BCS

Before melatonin implantation, mean LW and BCS varied
substantially over time in both group H and group L animals
(P<<0-05; Fig. 1), but with mean LW and BCS higher in the
former (55-9£0-3 kg and 2:5940-01 vs 49-540-3 kg and
2:2340-01). After melatonin implantation, LW, but not
BCS, varied substantially over time in all groups (HC, HM,
LC and LM; P<0-01), although no effect of melatonin
treatment on LW or BCS was seen, nor was any interaction
between sources of variation and time observed (P>0-05).

LH concentration profiles

Nutrition had a significant effect on LH secretion prior to
melatonin implantation (0-65 £ 0-02 vs 0-45+0-01 ng/ml for
the H and L groups respectively; P<0-01; Fig. 2).

Melatonin implantation
2.0

-
o

Mean LH concentration (ng/ml)
o -
o =}
<
€

14/04 14/05. 14/06. 14/0:

14/ )3

Month

Figure 2 Changes (mean+s.e.m.) in plasma LH concentration
(ng/ml) in Mediterranean female goats subjected to alternations of
3 months of short days and 3 months of long days that received 1-1
(solid symbols, n=24) or 0-7 (open symbols, n=24) times their
maintenance requirements, respectively, and that were implanted
(filled square, n=12; open square, n=12) or not (filled diamond,
n=12; open diamond, n=12) with melatonin (14/06). Shaded areas
indicate the months when animals were exposed to short days.
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After melatonin implantation, LH concentrations increased
(P<0-05; Fig. 2). An interaction between nutrition and
melatonin implantation (P<<0-05) affecting LH secretion was
also observed; the LH concentration of the LM animals was
clearly higher than that of the HM animals (Fig. 2).

The mean interval between melatonin implantation and
the stimulation of LH secretion was 31-3 +3-4 days, with no
differences seen between HM and LM animals. Only three
goats from the HC and LC groups, which were maintained
under long days, showed a slight increase in LH
concentration.

Melatonin concentrations

Melatonin implantation had a clear effect on plasma
melatonin concentration (227-1428-1 vs 4-24+0-1 pg/ml
for implanted and non-implanted animals respectively;
P<0-01). Neither nutrition nor the melatonin implantation
by nutrition interaction had any effect on melatonin
concentration (P>0-05).

LH secretion response to NMDA dose (preliminary experiment)

The injection of NMDA caused an acute increase in LH
secretion, characterised by a sustained and prolonged rise in
plasma LH levels. This response was dose dependent
(P<0-01), with mean LH concentrations peaking at 1-1,
1-8 and 2-1 ng/ml for NMDA doses of 1, 2 and 4 mg/kg BW
respectively. After injection of the highest dosage (4 mg/kg
BW), LH secretion remained above baseline for more than
2 h. This dose was therefore used for the main experiment.

The effect of nutrition and drug treatment on LH secretion
on day — 1 before melatonin implantation

Figure 3 shows the differences between the pre- and post-
injection periods for each nutritional treatment and drug.

Nutrition had a significant effect on mean LH concen-
tration during the 3 h prior to drug injection (0-32+0-01 vs
0-204+0-01 ng/ml for the H and L groups respectively;
P<0-05) with no variations in concentration during this
period irrespective of the drug vehicle injected as a control
(P>0-05). LH pulsatility was not modified by nutritional
level during the pre-injection period (P> 0-05).

The NMDA treatment induced higher LH concentrations
(P<0-001; 0-73£0-05 ng/ml) and pulsatility (P<<0-05) in
both the L and H groups, especially in the former.
Cyproheptadine increased LH concentration (P<0-01) and
pulsatility (P<<0-05) only in the H group animals.

The effect of nutrition, melatonin and drug treatment on LH
secretion on day 30 after melatonin implantation

Figure 4 shows the differences in LH secretion between the
pre- and post-injection periods for each nutritional subgroup

(HM, HC, LM and LC) and drug.

www.endocrinology-journals.org
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Figure 3 Effect of naloxone, pimozide, cyproheptadine and NMDA
on mean plasma LH concentrations (+s.e.Mm., top left panel) and on
the mean number of LH pulses in the 3 h (£s.e.Mm., top right panel)
period before (filled square) and after (open square) injection, on
the day before melatonin insertion (day —1), into female
Mediterranean goats that received 1-1 (H group, n=24) or 0-7 times
their maintenance requirements (L group, n=24). Six goats per drug
were used for each experimental group. A representative profile of
an ovariectomised oestradiol-treated dose-administered naloxone
(filled square), pimozide (filled diamond), cyproheptadine (open
square) or NMDA (open diamond) is shown at the bottom. The
arrows indicate the time of the drug injection. *P<0-05.

Prior to drug injection, no effect of nutrition was seen on
LH secretion (a difference between the HC and LC groups
was no longer observed due to the melatonin implantation by
nutrition interaction). At this time, neither the melatonin
implantation nor the drug vehicles, injected as controls, had
any effect on LH secretion (P>0-05). However, LH
pulsatility was affected by nutritional level (0-52£0-12 vs
1-23+0-27 pulses for the H and L groups respectively;
P<0-05), but not by melatonin.

During the post-injection period, naloxone increased
the LH concentration in the HM (P<0-01) and LM animals
(P<0-05), and NMDA increased the LH concentrations in
the HM and HC subgroups (P<0-01). The injection of both
naloxone and NMDA increased the mean number of LH
pulses in the HM animals (P<0-05).

The effect of nutrition, melatonin and drug treatments on
LH secretion in goats on day 45 after melatonin insertion

Figure 5 shows the differences in LH secretion between the
pre- and post-injection periods for each nutritional subgroup
(HM, HC, LM and LC) and drug.

During the 3 h period prior to drug injection, no effect
of nutrition on LH secretion was observed (again probably
due to the melatonin implantation by nutrition interaction;
P>0-05), although both melatonin implantation (0-52
+0:02 vs 0-26+0-01 ng/ml for the M and C groups
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Figure 4 Effect of naloxone, pimozide, cyproheptadine and NMDA at 30 d after melatonin insertion on mean plasma LH concentration
(£s.e.mM., A), and on the mean number of LH pulses, in the 3 h (£s.e.m., B) period before (filled square) and after (open square) injection into
female Mediterranean goats that received 1-1 (H group, n=24) or 0-7 times their maintenance requirements (L group, n=24), and that
were implanted (M) or not (C) with melatonin. Six goats per drug were used for each experimental subgroup. A representative profile of an
ovariectomised oestradiol-treated dose-administered naloxone (filled square), pimozide (filled diamond), cyproheptadine (open square)

or NMDA (open diamond) is shown in C, D, E and F. The arrows indicate the time of the drug injection. *P<0-05.

respectively; P<<0-05) and the melatonin implantation by
nutrition interaction (0-3240-01, 0-34£0-02, 0-70£0-04
and 0-21 £0-01 ng/ml for the HM, HC, LM and LC groups
respectively; P<0-01) had a significant effect. The different
drug vehicles injected during this period as controls had no
effect on LH secretion either (P>0-05). However, LH
pulsatility was affected by the level of nutrition (0-80+0-15 vs
1-334+0-18 pulses for the H and L groups respectively;
P<0-05) and melatonin implantation (1-30£0-16 vs 0-70
+0-15 pulses for the M and C groups respectively; P<0-05).
Naloxone only increased the LH concentration in the HM
group (P<<0-05). Cyproheptadine increased LH concen-
trations in the HM and HC groups (P<0-01). NMDA clearly
increased LH concentrations in all experimental groups
(P<0-01). However, LH pulsatility was only increased by
cyproheptadine in the HM and HC groups (P<0-05).

Discussion

In this study, before the implantation of melatonin, the lower
level of nutrition induced a reduction in the mean LH
concentration independent of the photoperiod, as reported in
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previous work by our group (Zarazaga et al. 2011a). These
results help explain earlier findings that a low BCS induced by
a low level of nutrition (De Santiago-Miramontes et al. 2009),
or a maintenance level of nutrition compared to a higher level
of nutrition (Zarazaga et al. 2005), induced a longer seasonal
anoestrus as a result of an earlier onset of the anovulatory
period. The reason for this may be that, as seen in this study,
hypothalamic—pituitary activity is diminished in animals with
reduced levels of nutrition. This reduction in LH associated
with a lower nutritional level contrasts with that reported by
Meza-Herrera et al. (2008), who suggest that the increased
ovarian activity observed with undegradable protein supple-
mentation, and in goats with better body conditions, is not
the result of changes in LH or GH. Rather these authors
suggest an effect at local level caused by changes in insulin in a
non-GNRH-gonadotrophin-dependent manner. The reason
for this discrepancy could be that these authors studied LH
concentrations only around the periovulatory period.
Similarly, Kouakou et al. (2008), working with dairy bucks
subjected to underfeeding and refeeding, observed that
neither underfeeding nor the transition to ad libitum feeding
affected LH concentrations. Moreover, in this study, the LH
concentrations observed before melatonin implantation were
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Figure 5 Effect of naloxone, pimozide, cyproheptadine and NMDA at 45 d after melatonin insertion on mean plasma LH concentration
(£s.e.M., A), and on the mean number of LH pulses, in the 3 h (+s.e.m., B) period before (filled square) and after (open square) injection into
female Mediterranean goats that received 1-1 (H group, n=24) or 0-7 times their maintenance requirements (L group, n=24), and that were
implanted (M) or not (C) with melatonin. Six goats per drug were used for each experimental subgroup. A representative profile of an
ovariectomised oestradiol-treated dose-administered naloxone (filled square), pimozide (filled diamond), cyproheptadine (open square) or
NMDA (open diamond) is shown in C, D, E and F. The arrows indicate the time of the drug injection. *P<0-05.

similar to those described in OVX+E Mediterranean goats
(Zarazaga et al. 2011a), confirming that, in caprines at this
latitude, the photoperiod is the main environmental factor
controlling pituitary activity but that nutrition is an important
modulator of LH secretion.

After melatonin implantation, the LH concentration
increased and the onset of pituitary activity was earlier than
in non-implanted females. The period between implantation
and the activation of pituitary activity (31-3£3-4 days) was
similar to that recorded in previous work when melatonin was
implanted at the spring equinox (30-33£10-17 days;
Zarazaga et al. 2009) or after a long-day photoperiod
treatment (29-7 £ 10-2 days; Zarazaga, Gatica, Celi, Guzman
unpublished data), but shorter than that described by
Chemineau et al. (1986) who observed no ovulation after a
period of 70 short days. This discrepancy is probably due to
breed differences and/or lactation influences. The present
results also contrast with those obtained in sheep, in which
melatonin implantation around the spring equinox does
not induce reproductive activity during seasonal anoestrus
in OVX+E females that have no contact with males
(Forcada et al. 2002), or in intact females in contact with
males (Forcada ef al. 1995).

www.endocrinology-journals.org

The melatonin implantation by nutrition interaction had a
significant effect on LH secretion. To our knowledge, this is
the first report of such an observation in goats. However, in
sheep, this interaction (Robinson et al. 1991, Forcada et al.
1995), and the BCS by melatonin implantation interaction
(Rondén et al. 1996) have been reported to affect ovulation
rate. All these authors report the enhancing effect of
melatonin implantation on the ovulation rate to be
more pronounced in ewes with a low, rather than a high,
feed intake. The practical implications of this interaction
could be important in induced reproductive activity during
seasonal anoestrus in goats that have suffered reduced
food availability.

On the day before melatonin implantation, during the
inhibition of LH secretion by the long-day photoperiod,
differences were seen in response to the drug challenges compared
to that previously reported by our group (Zarazaga et al. 2011a).
In our earlier study, pimozide and cyproheptadine increased
the LH concentration during the inhibition of LH by long days,
but in this study, pimozide had no such effect. The reason for
this discrepancy might be that, in the present experiment, the
injected doses of both pimozide and cyproheptadine were
smaller than those in the previous study by 0-15 mg/kg.
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The response to the naloxone injection before melatonin
implantation suggests that endogenous opioids are not
involved in the inhibition of LH secretion by long days
since no response was observed, as previously reported
(Zarazaga et al. 2011a). The injection of NMDA increased the
LH concentration in both the H and L groups, indicating that
nutritional level does not modify the response to EAA and
that this mechanism is involved in LH secretion during the
period of its photo-induced inhibition (Lincoln & Wu 1991).

On day 30 after melatonin implantation, naloxone
increased LH secretion irrespective of the level of nutrition,
and on day 45 in the HM subgroup. In a previous study
(Zarazaga et al. 2011a), in goats exposed to alternations of 3
months of long days and 3 months of short days, increases in
LH were also seen, although the drug challenge was given at
55 days after the onset of short days. The present results
suggest that stimulation by the endogenous opioid system
might occur earlier in well-nourished females or that
melatonin implantation more strongly represses the opioid
mechanism that inhibits LH secretion than that achieved by
artificial short days. In support of this, in ewes, Misztal &
Romanowicz (2005) observed that the stimulatory effect of
melatonin or naloxone on LH secretion was more effective
when they were infused intracerebroventricularly in com-
bination. A possible explanation is that the secretion of
GNRH/LH in response to the exclusion of the inhibitory
tone of endogenous opioids becomes intensified by melatonin
at the cellular level. Certainly, studies on the pars tuberalis
cells have revealed that cAMP is dramatically elevated
following simultaneous treatment with adenylate cyclase
activators and melatonin (Hazlerigg et al. 1994, Barrett et al.
2003). Melatonin can induce a sensitised response to
adenylate cyclase in ovine pars tuberalis cells, in which the
receptor for melatonin is endogenously expressed (Barrett
et al. 2003). This mechanism is, however, not fully under-
stood. Nevertheless, the increase in the release of LH, evoked
by melatonin under the conditions of exclusion of inhibitory
opioid tone, reflects the potent induction of gonadotrophic
axis activity. Nevertheless, Yang ef al. (1989) failed to elevate
LH concentration after the injection of WIN-3, an opioid
antagonist, into melatonin-implanted or non-implanted
control sheep at 5, 15 or 25 days after melatonin implantation.
Indeed, at 60 days, they only achieved significantly enhanced
LH secretion in three melatonin-implanted ewes showing
ovarian cyclicity. These authors suggest that melatonin per se,
at least at a level sufficient to advance the breeding season, is
unlikely to induce reproductive cyclicity by initially switching
LH control to an opioid-mediated system.

The lack of effect of pimozide at days 30 and 45 after
melatonin implantation agrees with that described in goats
exposed to alternations of 3 months of long days and 3
months of short days (Zarazaga et al. 2011a). These results
contrast with previous findings by Forcada et al. (2002), who
observed an increase in LH pulsatility in both high- and low-
nutrition OVX +E ewes treated with melatonin. This might
indicate differences between sheep and goats in relation to the
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role of the dopaminergic system on regulation of the LH
secretion in melatonin-implanted females.

The positive effect of cyproheptadine on day 45 after
melatonin implantation on the HM and HC subgroups
indicates that the negative effect of serotonin mechanism
on LH secretion is reduced when stimulation of LH secretion
by good nutrition levels occurs, independent of melatonin
implantation. No evidence was found to support the
hypothesis that the influence of melatonin on advancing the
breeding season might occur via a serotonergic pathway.
Moreover, these results agree with those previously reported
by our group (Zarazaga et al. 2011a) when cyproheptadine
was injected 55 days after the onset of short days. This
procedure was only effective at inducing an increase in LH
secretion in well-nourished animals. This suggest that the
lower hypothalamic sensitivity to the negative feedback effects
of oestradiol in goats receiving higher levels of nutrition is
mediated, at least during the above 45 and 55 short day
periods, by the serotonergic system.

The injection of NMDA acutely stimulated LH secretion
in both the HC and the HM dose 30 days after melatonin
implantation, and in all subgroups at 45 days. This suggests
that, contrary to that described in sheep (Lincoln & Wu 1991,
Viguié ef al. 1995b), EAA are involved in LH secretion during
periods of both photostimulation and photoinhibition.
In fact, NMDA had a significant effect each time it was
administered. The origin of this discrepancy between goats
and sheep may be double. First, this mechanism may act in a
different manner in ewes and goats, and secondly, Viguié et al.
(1995b) studied the effect of NMDA in OVX +E ewes at 39
and 74 days after melatonin implantation — later than in the
present experiment. In bucks, Meza-Herrera et al. (2007a)
observed no effect on LH secretion of injecting L-glutamine
three times per week during increasingly long days. In
pre-pubertal goats, it has been shown that the injection of
L-glutamine induces the earlier onset of puberty (Meza-
Herrera et al. 2007b). According to the present results, the
absence of any effect of NMDA on LH secretion in either the
LM and the LC animals 30 days after melatonin implantation
suggests that these EAA neurotransmitters are strongly
inhibited by nutrition at this time. Finally, the positive effect
observed at 30 days in both the HM and the HC animals, and
at 45 days in all subgroups, provides no evidence to support
the hypothesis that the influence of melatonin in advancing
the breeding season may occur via a glutamatergic pathways.

Conclusions

To our knowledge, this is the first study to report results on
the role of nutrition and the different neural mechanisms
involved in the stimulation of LH secretion by exogenous
melatonin in goats. The results provide evidence of a clear
interaction between nutrition and melatonin and throw light
on how the potential neural systems involved in the
stimulation of LH secretion by melatonin are modulated by
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nutritional level. Endogenous opioid receptors seem to be
involved in this since the injection of naloxone increased LH
concentrations only in melatonin-implanted animals.
However, the serotonergic mechanism, as evidenced by the
results of the cyproheptadine injection, appears to be most
influenced by nutritional level since a clear response was
observed 45 days after the moment of melatonin implantation
in those animals that received 1-1 times their nutritional
maintenance requirements, irrespective of whether they
received melatonin or not. Further, the role of dopaminergic
mechanisms would seem to be very small when LH is
stimulated by exogenous melatonin. Finally, the stimulation
of LH secretion by NMDA is strong in goats implanted with
melatonin and maintained under photoperiod conditions that
inhibit LH secretion. No evidence was found to support the
hypothesis that the influence of melatonin in advancing the
breeding season may occur via a glutamatergic pathway.
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Abstract

The authors investigated whether melatonin concentrations vary between the two jugular veins and whether absolute
(nocturnal) or relative (nocturnal/diurnal ratio) plasma melatonin concentrations are associated with seasonal reproductive activity
measured by oestrus or ovulatory activity in Payoya goats. Thirty-two adult Payoya goats were penned under natural photoperiod.
Oestrus activity was tested daily using aproned males—twice a week plasma was sampled for progesterone. Melatonin plasma
concentrations were studied at each equinox and solstice of the year in jugular samples taken simultaneously by venipuncture.
Nocturnal and diurnal plasma melatonin concentrations from each jugular vein were assessed in 3 and 2 plasma samples per goat,
respectively, taken at hourly intervals in each period. No differences in melatonin concentrations between the two veins were
observed, but there was a significant interaction (P < 0.001) between jugular vein and animal in nocturnal melatonin concen-
trations. There was no effect of sampling period on melatonin concentrations and the coefficient of correlation between sampling
periods was very high. The analyses performed indicated that neither absolute nor relative melatonin concentrations were related
with the dates of onset or end of ovulatory/oestrus activity. Therefore, we concluded that in goats (1) melatonin concentrations
are highly variable between jugular veins in the same individual but not in the general population, (2) melatonin concentrations
are highly repeatable for each individual, and (3) absolute and relative amplitudes of melatonin concentrations are not linked to
the seasonal breeding activity in Mediterranean goats.
© 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Goat; Melatonin; Jugular; Seasonality; Reproduction

1. Introduction of the expression of a self-sustained endogenous
rhythm that is synchronised or entrained by the photo-
period [1]. The reproductive response to photoperiod is
mediated by the pineal gland via changes in the daily
secretion of its main secretory product, melatonin [2]
that is read by a large variety of tissues in the whole
organism [3].

After its synthesis, melatonin is secreted via the
vasculature of the pineal that flows into the vein of
Galen or vena cerebri magna. This cerebral vein drains

# Corresponding author: Tel.: +34 959217523; Fax: +34 959217304. into the sinus rectus, and venous blood is delivered to

E-mail address: zarazaga@uhu.es (L.A. Zarazaga) the internal jugular veins via the lateral sinus [4]. An

Reproductive activity in goats shows a clear annual
pattern, with a period of breeding activity that begins in
the late summer or autumn, when daylight is decreas-
ing, and the onset of seasonal anoestrus in late winter or
at the start of spring, with increasing daylight. This
seasonal breeding cycle in goats is not directly driven
by the photoperiod, rather it appears to be a reflection

0093-691X/$ — see front matter © 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.theriogenology.2010.02.005
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intriguing feature of melatonin concentrations in the
blood is the existence of a high variability between
individuals, as has been reported in sheep. A major
component of this inter-individual variability is the size
of the pineal gland [5]. Other components could orig-
inate from within—individual differences in melatonin
concentrations between the two jugular veins, and/or
random sampling one of the two jugular veins—as has
been demonstrated in sheep [6].

Two main alternative hypotheses have been pro-
posed to explain how nycthemeral melatonin secretion
controls reproductive activity: the duration of the me-
latonin secretion, and the temporal phase of this rise
relative to the light-dark cycle have both been consid-
ered [7-10]. For each hypothesis, the amplitude of
melatonin secretion may play a specific role to modu-
late the response; it has been suggested that the ratio
nocturnal/diurnal melatonin after implant insertion [11]
or under natural conditions [12] could be related to the
speed of resumption of ovulatory activity. A significant
relationship between the mean nocturnal melatonin
concentration and the intensity of seasonal breeding
activity has also been reported in the female Italian
buffalo [13]. Those authors observed that animals
showing less tendency to seasonality presented lower
levels of melatonin concentration during the night.
However, Zarazaga et al. [14] have shown that neither
absolute nor relative amplitude of melatonin concen-
trations is linked to the seasonal breeding activity in
ewes. The literature contains very few results on the
existence of a relationship between absolute or relative
melatonin concentrations and seasonality in goats.

Thus, in the present study, we used goats to deter-
mine (1) whether there is a difference in melatonin
concentrations between jugular veins sampled at differ-
ent moments of the year, and (2) whether the dates of
onset and end of the annual breeding season are linked
to the melatonin concentrations.

2. Material and methods
2.1. Animals and management

This experiment was performed in accordance with
the Spanish Animal Protection Policy RD1201/2005,
which conforms to the European Union Directive 86/
609 regarding the protection of animals used in scien-
tific experiments.

The study was conducted at the experimental farm
of the University of Huelva (latitude 37° 15°), which
meets the requirements of the European Community
Commission for Scientific Procedure Establishments

180

(1986). Thirty-two adult and non-pregnant Payoya
goats, which had kidded at least 5 mo previously, were
used.

Throughout the experimental period, the goats were
kept permanently in communal yards with an uncov-
ered area, and without any supplementary light. The
animals were maintained under intensive management
and were fed daily with lucerne hay, barley straw ad
libitum, and commercial concentrate, according to
INRA standards [15], to maintain adult weight. All
animals had free access to water and mineral blocks
containing trace elements and vitamins.

Oestrus activity was tested daily using entire aproned
males. Females standing at mounting by the male were
considered in oestrus. In order to determine the onset of
ovarian activity, blood samples were collected twice a
week from each animal by jugular venipuncture and
assayed for progesterone. Immediately after collection,
samples were centrifuged and the plasma was stored
at —20 °C until assay.

2.2. Sampling for melatonin determination

Nocturnal and diurnal melatonin plasma concentra-
tions of the goats were assessed at each equinox and
solstice of the year (“sampling periods™) (spring equi-
nox: 20 March, summer solstice: 21°' June, autumn
equinox: 23™ September, and winter solstice: 21 De-
cember). Nocturnal melatonin plasma concentrations of
goats were assessed in three plasma samples of each
jugular vein, taken at hourly intervals during the night,
starting 3 h after sunset (“time of collection”). Blood
samples from the two jugular veins were obtained by
venipuncture in evacuated tubes with heparin by two
operators to ensure the simultaneity of sampling, and
special care was taken to puncture precisely at the same
level of the neck on the two sides. All goats were
always sampled within 15-20 min, and the same order
was maintained at each sampling time. Blood samples
were collected under dim red light (less than 1 lux at 20
cm), avoiding any direct illumination of the eyes. Di-
urnal melatonin plasma concentrations were assessed in
two plasma samples of each jugular vein, taken at
hourly intervals, starting 4 h after sunrise. Plasma was
immediately separated by centrifugation and stored at
—20 °C until assay.

2.3. Definitions of reproductive activity

Ovulatory activity was confirmed when four consec-
utive plasma samples had progesterone concentrations
above baseline (1 ng/mL) with subsequent cyclicity.
For each goat, the date of the last plasma progesterone
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value below baseline that was continued by the first
extended cyclic pattern was taken as the onset of ovu-
latory activity. Ovulatory activity was considered to
have ceased when five or more consecutive plasma
samples had concentrations below baseline. The date of
the last plasma progesterone value below baseline at the
completion of the last extended cyclic progesterone
pattern was taken as the end of ovulatory activity.

The mean duration of oestrus cyclicity and the ovu-
latory season were defined as the number of days be-
tween the first and the last detected oestrus or the first
and the last ovulation, respectively, in the same breed-
ing season [16].

2.4. Hormone assays

Plasma progesterone concentrations were assayed
by radioimmunoassay using the technique described by
Terqui and Thimonier [17]. The sensitivity of the assay
was 0.125 ng/mL. The intra- and interassay coefficients
of variation were 7.6% and 8.7%, respectively.

Plasma melatonin concentrations were measured in
duplicate aliquots of 100 microlitres of blood plasma by
radioimmunoassay, using the technique described by
Fraser et al. [18], with antibody first raised by Tillet et
al. [19]. The sensitivity of the assay was 4 pg/mL. The
intra- and interassay coefficients of variation were
18.8% and 14.2%, respectively.

Hormone assays were carried out at the Assay Lab-
oratory of the Station de Physiologie de la Reproduc-
tion et des Comportements (INRA, Nouzilly, France).

2.5. Statistical analysis

Absolute and relative (night/day ratio) plasma me-
latonin concentrations per jugular and season were cal-
culated for each goat. Night or day plasma melatonin
concentrations were analysed first by a repeated-mea-
sure ANOVA to assess a possible interaction between
“jugular side” and “time of collection” for each “sam-
pling period”. The objective of this analysis was to
assess a possible interaction between “jugular side” and
“time of collection”. Since no interaction between “jug-
ular side” and “time of collection” was observed, data
were further analysed by a 3-way ANOVA (“jugular
side”, “animal”, and “sampling period” as factors). A
one-way ANOVA (“jugular side” as factor) was per-
formed to identify animals that presented differences
between jugular veins in the overall experiment as
the mean of the four sampling periods. A one-way
ANOVA (“night” and “day” as factor) was performed
to study the overall differences between night and day
melatonin concentrations.

To determine the repeatability of the melatonin con-
centrations a Pearson test was used between mean noc-
turnal melatonin concentrations for each sampling pe-
riod and between melatonin concentrations from each
jugular for each sampling period.

A Chi? test was performed to determine the potential
existence of a non-uniform distribution in the cumula-
tive percentage of animals that started their breeding
season and those that ended it.

An analysis of variance was used to test the exis-
tence of a difference in absolute or relative melatonin
concentrations between dates of onset and end of the
reproductive activity. A correlation coefficient was cal-
culated, using the Spearman test, between the dates of
onset or end of reproductive activity or the duration of
the ovulatory or the oestrus season and the nocturnal,
diurnal, and relative plasma melatonin concentrations
for each sampling period.

The relative difference between concentrations in
the two jugular veins was quantified by a relative ratio
equal to the difference between the left and right con-
centrations divided by the lowest one, and expressed as
a percentage. A ratio of 100% means that the highest
concentration is twice the lowest one.

3. Results

3.1. Effect of jugular vein and sampling period on
melatonin concentrations

Diurnal melatonin concentrations were lower (5.1 =
0.1 vs. 5.2 = 0.1 pg/mL, right and left jugular veins,
respectively) than nocturnal melatonin concentrations
(65.6 = 2.7 vs. 55.8 = 2.3 pg/mL, right and left jugular
veins, respectively) (P < 0.001) in a similar way in
each jugular vein.

The mean nocturnal and diurnal melatonin concen-
trations for each sampling period and for overall sam-
ples were not affected by the sampled jugular vein or
the sampling period (P > 0.05). However, there was a
significant effect of the animal used in the study (P <
0.05) in diurnal or nocturnal melatonin concentrations.
In the same analysis, interaction between jugular vein
and animal was observed in nocturnal melatonin con-
centrations (P < 0.001). Figure 1 shows the distribution
of animals with respect to the relative side-related dif-
ference in melatonin concentration. In 47.1% of the
animals, the relative difference between jugular veins
was greater than 100% (i.e., the highest concentration
was at least twice the lowest one), and in 73.5% of the
goats this difference was greater than 50%.
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Fig. 1. Distribution of the mean relative difference for each goat in melatonin concentrations between the two jugular veins in entire Payoya goats.
The relative difference is equal to the difference between left and right jugular veins divided by the lowest one, and expressed as a percentage.
Solid bars indicate relative differences higher than 100% between left and right jugular veins, i.e., the concentration on the higher side was at least

twice as high as on the opposite side.

The one-way ANOVA revealed that in 18 goats
(53% of the animals) melatonin concentrations were
significantly different (at least P < 0.05) between jug-
ular veins. The relative difference between jugulars
averaged 126.0 = 14.7% for all individuals, and ranged
from 0.1% to 1142.2%.

Table 1 shows the Pearson coefficients of correlation
between the right and left jugular nocturnal melatonin
concentrations and between periods. In general, it was
observed that the highest significant (P < 0.01) corre-
lation coefficients were between the melatonin concen-
trations in the same jugular vein for each sampling
period. However, the coefficients between melatonin
concentrations in different jugular veins for the same

Table 1

sampling period or even for different sampling periods
were lower, and in general non-significant.

3.2. Correlation between melatonin concentrations
and onset or end of reproductive activity

Figure 2 shows the cumulative percentage of ani-
mals that started the breeding season or stopped it. The
changes in the cumulative percentage for the onset of
ovulatory activity occurred significantly faster than a
uniform distribution (P < 0.001). The distribution of
the onset of oestrus activity and the end of the breeding
season was not different from a uniform one. No dif-
ferences in absolute or relative melatonin concentra-

Correlation coefficient between the mean nocturnal melatonin concentrations from each jugular vein (right or left) in each sampling period
(spring equinox, summer solstice, autumn equinox, and winter solstice) in entire Payoya goats.

Right spring Right summer

Right autumn

Right winter Left spring Left summer Left autumn

Right Summer 0.827F

Right Autumn 0.627 0.60+

Right Winter 0.73% 0.67+ 0.67+

Left Spring 0.17 0.07 0.14 0.12

Left Summer 0.45% 0.44* 0.23 0.40* 0.627F

Left Autumn 0.23 0.30 0.23 -0.01 0.53% 0.52F

Left Winter 0.51% 0.35 0.09 0.17 0.647 0.71F 0.57+
* P < 0.05.
T P <0.0I.
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Fig. 2. Distribution of the cumulative percentage of animals starting the breeding season (upper) (first ovulatory activity (solid bars) and first
oestrus activity (open bars)) and stopping it (lower) (last ovulatory activity (solid bars) and last oestrus activity (open bars)).

tions were observed between dates of first or last oes-
trus/ovulatory activity.

The Spearman coefficients of correlation between
the first ovarian or oestrus activity, the last ovarian or
oestrus activity, the duration of the ovulatory or the
oestrus season and the nocturnal melatonin concentra-
tions or the ratio nocturnal/diurnal melatonin concen-
tration determined that all but one correlation coeffi-
cient did not significantly differ from zero; there was
only one negative coefficient of correlation between the
mean plasma melatonin concentrations during the night
from both solstices and the first detected oestrus (r =
—0.36, P < 0.05).

4. Discussion

The present study clearly shows for the first time in
goats that, contrary to a widely-accepted assumption,
the concentration of melatonin can differ considerably
between the jugular veins of a given animal. In sheep,
English et al. [20] found a possible difference in me-
latonin concentrations between right and left jugular
veins only in two ewes. However, that result was biased
because only two animals were used. In the present
experiment, it has been observed that one animal can
have higher melatonin concentrations on one jugular
side than on the other, although no difference has been
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observed in the population. Consequently, it could have
been that in the experiment of English et al. [20] two
animals with differences between them were used.
Therefore, to study the possible differences between
jugular veins, it is necessary to use a high number and
a random selection of animals in the experiment. Con-
firming this assumption, Zarazaga et al. [6] have re-
cently demonstrated in a large number of animals that
there is no absolute dominant side—in some individuals,
higher concentrations were found on the right side,
while in others they were on the left side, and in yet
others, levels were similar on the two sides. Moreover,
the authors demonstrated, using continuous collection
of blood during the night, that the higher melatonin
concentration in one jugular relative to the other was
stable throughout the night. In our case, we did not use
fraction collection, but sampled the same animals in
four different periods of the year; we found that a
similar result was obtained, as the correlation coeffi-
cients for each side and for each sampling period were
high.

The origin of this dissymmetry is unknown, but
various possibilities can be postulated. The first would
point to differences between the two jugular veins in
terms of diameter, blood flow, or connections with
draining veins, which would lead to a different dilution
of melatonin on each side. Another possibility is ana-
tomical differences between animals, suggesting that
the sagittal sinus distribution of blood carrying mela-
tonin is not equal between the two transverse sinuses,
which would explain the differences in concentration
observed in the jugular veins.

The difference in melatonin concentrations between
the two jugular veins has important practical implica-
tions for the assessment of melatonin secretion. Indeed,
results may be different depending on whether melato-
nin is measured on the right side or the left. In a general
population, mean melatonin concentrations are inde-
pendent of the sampling side, as average concentrations
are similar on the two sides. However, when the am-
plitude of the melatonin rhythm has to be assessed for
each individual, the measurement on a single side will
be misleading in many animals and will not provide a
good index of the synthetic activity of the pineal gland
of a given animal. Studies addressing relationships be-
tween the amplitude of the melatonin rhythm and phys-
iological responses to melatonin may have been flawed
by this failure of an accurate individual assessment of
the amplitude. From a practical standpoint, a better
assessment of melatonin production by the pineal gland
can be obtained either by collecting blood simulta-
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neously from both jugular veins and pooling the sam-
ples, or by collecting blood from the carotid artery, i.e.,
after the blood from the two jugulars has been mixed in
the heart.

Analysis of melatonin concentrations per doe showed
very high inter-individual variability but a high correlation
coefficient between concentrations in the different sam-
pling periods. This establishes that melatonin concentra-
tion is an individual characteristic of each animal, as was
found in sheep [21], and—as in sheep [22]-could be under
strong genetic control. Although it is clear that most of this
inter-individual variability is intrinsic to the pineal gland,
and may be related to its varying size between individuals
[5,23,24], the unpredictable distribution of melatonin be-
tween the two jugular veins could explain in part this
inter-individual variability, melatonin measurements be-
ing performed in a single jugular vein.

The absence of correlation between absolute or rel-
ative melatonin concentrations and the onset or the end
of reproductive activity is consistent with recent results
obtained in sheep [14]. That study, using a large num-
ber of animals, did not find any evidence indicating that
these two parameters (date of onset/end of the breeding
season and the mean plasma melatonin concentrations)
are linked and that the variability in plasma melatonin
concentrations is independent of the variability in the
dates of onset or end of the breeding season. The
present results confirm previous ones obtained in mares
[25] suggesting that the pattern of secretion of melato-
nin plays a limited role in controlling the cessation of
reproductive activity.

These results contrast with those from previous ex-
periments in sheep and in buffaloes. In one of those
experiments, using melatonin-treated Ile-de-France ewes
after long-days exposure, the interval between insertion
of melatonin implants and onset of ovulatory activity
was positively correlated with the relative melatonin
concentrations [11]. In another, performed in non-im-
planted ewes of a reduced-seasonality breed (Rasa Ara-
gonesa) maintained under natural photoperiod, a high
correlation (r = 0.84) was found between night/day
ratio and date of the first oestrus activity [12]. Simi-
larly, Italian buffaloes—non-seasonal animals—presented
a low variation in melatonin concentrations between
night and day [13]. Selection for fertility in autumn
lambing affects patterns of melatonin during the dark
phase, with lower melatonin plasma concentrations in
ewes selected for higher spring fertility [26]. Finally, it
was recently observed that after a buck effect, animals
with lower levels of melatonin showed an onset of
cyclic ovarian activity about 12 d after buck introduc-
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tion, while another group with higher melatonin con-
centrations started 22 d later [27]. Thus, it is possible
that animals with reduced seasonality have reduced
variation of melatonin concentrations between night
and day. However, this was not the case in the present
study. This divergence with the results obtained in the
former studies may be attributable to the difference in
the number of animals used. However, the results ob-
tained in the present study are reinforced by the exam-
ination of not only oestrus activity by introduction of
males, but also ovarian activity by progesterone con-
centrations.

The major influence of melatonin on the reproduc-
tive axis is exerted on the pulsatile secretion of LHRH/
LH, and this effect could by itself be sufficient to
explain the regulation of seasonality [7,8]. One expla-
nation for the absence of a relationship between vari-
ability in plasma melatonin concentrations and variabil-
ity in dates of the breeding season may be found in the
route taken by pineal melatonin to control LHRH/LH
pulsatility. Melatonin synthesised in the pineal gland is
secreted directly into the cerebrospinal fluid (CSF) of
the IIT ventricle [28], from where it may diffuse to
reach the premammillary hypothalamus, where melato-
nin receptors controlling the LH pulsatile secretion are
located [29]. Accordingly, the rest of the pineal mela-
tonin flowing into the general circulation via the vein of
Galen would not be that which controls the central
effects of melatonin. Therefore, it is possible that the
main role of CSF melatonin is the control of seasonality
of reproduction, whereas the role of melatonin of the
peripheral circulation is to control other traits—such as
moult and/or thermoregulation [3]-depending on the
action of melatonin on peripheral rather than central
receptors.

In conclusion, it has been proved that melatonin
concentrations in Payoya goats are highly variable be-
tween jugular veins in the same individual but not in the
general population, that melatonin concentration is an
individual characteristic indicating a possible genetic
control of this trait, and that absolute or relative ampli-
tude of plasma melatonin concentration is not related to
the seasonal breeding activity in Mediterranean goats.
The role of melatonin amplitude in goats originating
from higher latitudes requires further study.
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En general, en los tres trabajos en los que se controlé el régimen fotoperiddico al
que estaban sometidos los animales y su alimentacion, se observo que el peso vivo
aumentaba durante los dias largos y disminuia durante los dias cortos. Estos cambios
coinciden con la actividad reproductiva medida a través de las concentraciones
plasmaticas de LH, al igual que lo observado por otros autores en esta misma especie
(Walkden-Brown et al., 1994a,b; Argo et al., 1999; Zarazaga et al., 2005). Confirmando
estas observaciones, Barenton et al. (1988) demostraron que el fotoperiodo tiene un
efecto directo sobre el peso vivo, de manera que los dias largos estimulan la ganancia en
peso y los dias cortos la inhiben, si bien este estimulo podria estar mediado por la
leptina méas que existir un efecto directo del fotoperiodo (Marie et al., 2001; Zieba et al.,
2007; Gutiérrez, 2009). De todos modos, no deben excluirse otras fuentes de variacion
en la disminucion del peso vivo durante los dias cortos, tales como una reduccién en la
ingesta de alimentos (Marie et al.,, 2001) o una mayor actividad fisica (como
consecuencia de una mayor actividad sexual) (Walkden-Brown et al., 1997).

Ha quedado claramente demostrado que el fotoperiodo es el principal factor
medioambiental que controla la actividad hipofisaria en hembras caprinas
Mediterraneas. Este mismo hecho ha sido descrito en cabras situadas en latitudes
subtropicales (Duarte et al., 2010), latitudes altas (Chemineau et al., 1992a) y en
caprinos mediterraneos domésticos (Gomez-Brunet et al., 2003; Zarazaga et al., 2005;
Gbmez-Brunet et al., 2010) y salvajes (Santiago-Moreno et al., 2000, 2003, 2006).
Nuestros resultados indican que la estimulacion de la secrecion de LH tras el comienzo
de los dias cortos tiene lugar antes (entorno a 56 dias cortos) que en la raza Saanen, en
la que se ha descrito que sucede a los 70 dias (Chemineau et al., 1986). Estas
diferencias pueden ser debidas a las diferentes razas utilizadas y/o al diferente estado de
lactacion en el que se encontraban.

En el presente trabajo se observd un efecto de la alimentacion, tanto sobre el
inicio como el final de la actividad hipofisaria, siendo mas corto el periodo de actividad
hipofisaria en los animales subnutridos. Estos datos concuerdan con los resultados
publicados anteriormente por nuestro grupo de investigacion (Zarazaga et al., 2005), en
la misma latitud con cabras de la raza Payoya, utilizando diferentes niveles de
alimentacion (1,5 vs 1,0 veces las necesidades energéticas de mantenimiento),

indicando que la actividad del eje hipotalamo-hipdfisario comienza mas tarde en los
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animales con un nivel de alimentacion reducido. Del mismo modo, De Santiago-
Miramontes et al. (2009), trabajando con cabras en latitudes subtropicales, describieron
que aquellas que tenian una pobre condicion corporal experimentaron un inicio mas
temprano del periodo anovulatorio y un retraso en el inicio de la actividad ovulatoria.
En ovejas situadas en latitudes altas, y en relacidn con el inicio y el final de la actividad
reproductiva, el inicio de la temporada de reproduccion parece ser menos variable que el
final, probablemente debido a la sincronizacion de las primeras ovulaciones entre las
hembras (Zarazaga et al., 2003). De igual modo, también en ovejas, se ha demostrado
que el efecto de la nutricién, en las variables reproductivas, es mucho mayor al inicio
que al final del anestro estacionario, y que un mayor incremento en las reservas de grasa
se relaciona con un retraso en el inicio del periodo de anestro estacionario en lugar de
un avance en el inicio de la estacion reproductiva (Forcada et al., 1992). Estas
diferencias encontradas entre las ovejas y cabras podrian estar mediadas por el papel
que juegan los diferentes mecanismos neuronales que regulan la secrecion de LH
durante la etapa de transicion de la estacion reproductiva al anestro estacionario; por
ejemplo, el papel que juegan los opioideos enddgenos, el sistema dopaminérgico o el
sistema serotoninérgico. Todo esto podria sugerir que el periodo de transicién entre la
época de anestro estacional y la época de actividad reproductiva podria ser un momento
propicio para incrementar los niveles de nutricion por encima de los de mantenimiento
para obtener un efecto significativo en aquellas cabras con un menor nivel de nutricion,
como ocurre en algunos sistemas de produccion extensivos 0 semiextensivos en
condiciones Mediterraneas.

Respecto a la secrecion de LH, se ha demostrado como la alimentacion puede
tener un papel modulador muy importante en la regulacion de su secrecion por el
fotoperiodo. Asi, en los tres trabajos realizados en fotoperiodo controlado, se ha puesto
en evidencia como la subnutricién provoca una clara reduccion en las concentraciones
plasmaticas de LH, independientemente del momento fotoperiédico en el que se
encontraran los animales. En el ganado caprino hay pocos trabajos que describan el
efecto de la subnutricion sobre la secrecidn de las gonadotropinas. Mani et al. (1996)
demostraron que una racién que aportaba el 25% de las necesidades nutritivas de
mantenimiento no modificaba las concentraciones basales de LH y FSH durante el ciclo
estral. Igualmente, Meza-Herrera et al. (2008) observaron que ni la condicién corporal
ni la ingestion de proteina no degradable modificaba las concentraciones de LH durante
el periodo periovulatorio. Estos resultados difieren de los nuestros, probablemente
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porque han sido realizados en periodos diferentes. Trabajando con machos cabrios,
Kouakou et al. (2008) demostraron que ni un nivel de alimentacion bajo ni la transicion
a un régimen alimenticio ad libitum modificaba las concentraciones de LH. Sin
embargo, Walkden-Brown et al. (1994a) observaron que el efecto de una alimentacién
de baja calidad, en machos cabrios, si provocaba una reduccidn en las concentraciones
de LH durante todo el periodo experimental, en comparacion con machos que recibian
una dieta de alta calidad. Rhind et al. (1991) observaron que el efecto de una dieta de
baja calidad esta asociado con una mayor sensibilidad al feedback negativo del estradiol
en la secrecion de LH, en ovejas ovariectomizadas portadoras de un implante de
estradiol. El efecto de los esteroides sobre la secrecion de LH esta mediado por las
endorfinas y las encefalinas, los opioideos enddgenos, y a través de neurotransmisores
como la dopamina, la adrenalina y la serotonina (Haynes et al., 1989), aunque la
importancia de estos factores puede ser variable (Rhind, 1992).

Respecto al papel de los diferentes sistemas neuronales estudiados en el control
de la secrecion de la LH, éstos parecen estar claramente afectados por el nivel de
alimentacion, asi como por el momento del ciclo fotoperiodico.

El antagonista de los opioideos enddgenos utilizado, la naloxona, produjo sus
efectos en menos de una hora post-aplicacién. Ademas, incremento la secrecién de LH
(concentracion y pulsatilidad), independientemente del nivel de alimentacién, en el
momento del inicio de la inhibicion de ésta por los dias largos, lo que indicaria que,
durante ese periodo, este sistema estaria implicado en la inhibicion de la secrecién de la
LH; Xia Orong y Zhang (1996; citado por Singh et al., 2000) observaron efectos
similares. También tuvo el mismo efecto durante la estimulacion de la LH por los dias
cortos, en el lote mejor alimentado, indicando que la adecuada alimentacion seria capaz
de reducir el efecto inhibitorio de los opioideos durante este periodo. Estos resultados
son muy similares a los obtenidos por Forcada et al. (1997) en ovejas suplementadas y
no suplementadas de la raza Rasa Aragonesa. Sin embargo, diferentes trabajos no han
mostrado efecto de la naloxona sobre la secrecion de la LH, en ovejas que recibian una
alimentacion restringida (Ebling et al., 1990; Recabarren et al., 1990); sugiriendo, en
estos casos, que los opioideos no estarian implicados en la inhibicion de la secrecién de
la LH debido a una subalimentacion. El claro efecto que tuvo este farmaco, en nuestro
trabajo, sobre la pulsatilidad de la secrecion de LH, podria ser explicado porgue el
generador de pulsos de GnRH parece estar controlado por los opioideos enddgenos (Ito
et al., 1993). Por otro lado, también en machos cabrios, Singh et al. (2000) y Fuentes et
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al. (1998a) observaron que la inyeccion de naloxona o la administracion de bajas dosis
del mismo farmaco durante el anestro estacionario, incrementaba las concentraciones de
LH. Sin embargo, en el presente trabajo no encontramos efecto alguno de la naloxona
durante el pleno periodo de inhibicion de la secrecion de la LH por los dias largos. La
diferencia con respecto a los estudios previos probablemente sea el momento de llevar a
cabo el tratamiento. En nuestro trabajo, al estar los animales sometidos a un fotoperiodo
artificial, controldbamos perfectamente el momento del ciclo fotoperiddico y el
momento de la inhibicion de la secrecion de la LH. Igualmente, en el ovino, otros
autores no han observado efecto de la naloxona durante el periodo de anestro
estacionario (Brooks et al., 1986; Trout y Malven, 1987; Yang et al., 1988; Schall et al.,
1991; Meyer y Goodman, 1985; Misztal et al., 2004). De todos modos, Malven et al.
(1990) indican que los opioideos enddgenos modulan diferentes parametros de
secrecion de la LH, pero que cuando no ejerce efecto, los resultados podrian no
considerarse definitivos, ya que pudieran deberse a la dosis o via de administracion o
porgue su accion es sobre otro tipo de receptor especifico.

El escaso efecto del pimozide (antagonista de los receptores dopaminérgicos,)
sobre la secrecion de LH, en el grupo subalimentado, indicaria que el efecto negativo
del sistema dopaminérgico sobre la secrecion de LH estaria altamente potenciado como
consecuencia de la subnutricion o que, en nuestras condiciones, la dosis seleccionada
(0,75 mg/kg de peso vivo) no fue suficiente para reducir su inhibicion sobre la secrecion
de LH. En el grupo sobrealimentado de nuestra experiencia, el pimozide aumento las
concentraciones y nimero de pulsos de LH al comienzo de la inhibicién de la secrecion
de LH por los dias largos. Estos resultados son similares a los descritos en ovejas
OVX+E; y suplementadas al comienzo del anestro estacionario (Forcada et al., 1997) o
refractarias a los dias cortos (Kao et al., 1992; Le Corre y Chemineau, 1993), quienes
observaron un incremento en la pulsatilidad de LH. Estos resultados, demuestran que el
sistema dopaminérgico juega un papel importante como modulador de la liberacién
pulsatil de LH durante este periodo, en cabras y ovejas. Por lo tanto, nuestros resultados
podrian indicar que existe una menor sensibilidad del hipotdlamo a los efectos del
feedback negativo del estradiol sobre la LH, en cabras que recibieron un mayor nivel de
alimentacion y que podria estar regulado, al menos, por el sistema dopaminérgico al
comienzo del anestro. La ausencia de efecto del pimozide sobre la secrecién de LH en el
grupo peor alimentado, contrasta con los resultados obtenidos por Forcada et al. (2002),
quienes observaron un incremento en la pulsatilidad de LH tanto en ovejas OVX+E;,
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tanto sobre- como subalimentadas. Sin embargo, en dicho experimento, todas las ovejas
estaban implantadas con melatonina, que se ha demostrado estimula la secrecion de
GnRH y LH porque reduce la actividad tirosina hidroxilasa en la eminencia media
(Viguie et al., 1997). La ausencia de efecto del pimozide, encontrada en nuestro estudio
sobre la pulsatilidad de secrecién de la LH durante su inhibicién por los dias largos, es
similar a los resultados de Le Corre y Chemineau (1993) lo que sugiriere que el sistema
dopaminérgico podria ser relativamente poco importante durante la fotosupresion por
los dias largos (Malpaux et al., 1989). Segun los trabajos publicados consultados, no se
habia descrito hasta ahora el papel del sistema dopaminérgico sobre la inhibicion de la
secrecion de LH en caprino.

No se observo efecto alguno de la inyeccion de cyproheptadina (antagonista de
los receptores 5-hydroxytryptamina,) sobre la secrecion de LH, en el grupo de cabras
subalimentadas, lo que podria indicar, de nuevo, que estos receptores estan fuertemente
influenciados por el efecto de la nutricion sobre la secrecion de LH y/o la dosis
seleccionada (0,75 mg/kg de peso vivo) no fue suficiente para superar la inhibicion en
nuestras condiciones experimentales. Igualmente, nuestros resultados muestran que el
papel del sistema serotoninérgico es importante, en el grupo sobrealimentado, durante el
comienzo de la inhibicion de la secrecién de LH por la accion de los dias largos y en el
comienzo de la estimulacion de la secrecion de la LH por los dias cortos, ya que la
cyproheptadina aumentdé considerablemente, en ambos casos, tanto la concentracién
como el nimero de pulsos de LH. Estos resultados sugieren, ademas, que la menor
sensibilidad del hipotadlamo a los efectos del feedback negativo del estradiol en cabras
bien alimentadas podria estar controlada, por lo menos durante estos periodos, por el
sistema serotoninérgico. En ovino, los resultados encontrados son dispares. En razas
ovinas Mediterraneas, Forcada et al. (2002), usando dos grupos de ovejas sometidas a
niveles de alimentacion diferentes, observaron un aumento de la secreciéon de LH a
principios del anestro, pero no ocurrié lo mismo a finales de este periodo. Sin embargo,
Le Corre y Chemineau (1993) obtuvieron un efecto positivo de la cyproheptadina en
ovejas lle-de-France, antes de la estimulacion de la secrecion de LH por los dias cortos
y durante la refractariedad a los mismos. Estos autores observaron también un efecto
significativo de la cyproheptadina en las ovejas sometidas a dias largos, que fue similar
a los animales en pleno anestro estacional de nuestro trabajo. Estas discrepancias

pueden deberse a una diferencia entre el papel de las neuronas serotoninérgicas en la
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inhibicion de la pulsatilidad de LH entre cabras y ovejas o en todo caso en funcién de la
raza utilizada.

La interaccion significativa entre el tratamiento con melatonina y la nutricion
sobre la secrecion de LH ha sido descrita por primera vez en caprino. Sin embargo, en
ovejas, esta interaccion entre el tratamiento con melatonina exdgena y la nutricion ha
sido ya descrita, ejerciendo un efecto significativo sobre la tasa de ovulacion en las
ovejas peor alimentadas (Robinson et al., 1991; Forcada et al., 1995). También, Ronddn
et al. (1996) han descrito el efecto positivo de la colocacion de los implantes de
melatonina sobre la tasa de ovulacién, siendo mas pronunciado en las ovejas con un
reducido nivel de reservas corporales. Estos resultados tienen importantes implicaciones
practicas ya que la utilizacion de implantes de melatonina durante el anestro estacional
podria permitir mejorar el estado reproductivo de animales que hubieran sufrido algun
tipo de restriccion alimentaria.

Tras la colocacion del implante de melatonina, al final del periodo de dias
largos, las concentraciones de LH se incrementaron y el inicio de la actividad
hipofisaria fue mas rapido que en las hembras no implantadas, de manera que se
produjo a los 31,3 + 3,4 dias. Este intervalo de tiempo es similar a resultados previos
obtenidos por nuestro grupo cuando la melatonina fue implantada entorno al equinoccio
de primavera (30,3 + 10,2 dias) (Zarazaga et al., 2009a) o tras un tratamiento
fotoperiddico de dias largos (29,7 + 10,2 dias) (Zarazaga et al., datos no publicados),
pero mas corto que el descrito por Chemineau et al. (1986), que no observaron
ovulacion tras un periodo de 70 dias cortos. Estas diferencias pueden estar motivadas
por la influencia de la raza y/o estado de lactacion. Sin embargo, estos resultados
contrastan con los obtenidos en ovejas, en donde la colocacién del implante de
melatonina durante el equinoccio de primavera no indujo actividad reproductiva durante
el anestro estacionario, en ovejas OVX+E;, que no tuvieron contacto alguno con machos
(Forcada et al., 2002) o en ovejas enteras en contacto con los machos (Forcada et al.,
1995).

El dia previo a la colocacion del implante se observaron diferencias, con
respecto a los resultados obtenidos en el experimento del segundo objetivo de la
presente memoria, como respuesta a la inyeccion de pimozide y cyproheptadina en el
mismo momento que en el experimento de este tercer objetivo. En nuestro trabajo
previo, correspondiente al objetivo 2, el pimozide y la cyproheptadina incrementaron las
concentraciones de LH durante la inhibicion de la LH por los dias largos, pero en este
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tercer objetivo el pimozide no ejercié ningun efecto. EI motivo de estas diferencias
podria venir dado por que en el presente trabajo se redujeron las dosis administradas en
0,15 mg/kg. En este momento, dia previo a la colocacion del implante de melatonina, no
se observl respuesta a la inyeccion de naloxona, lo que sugiere que los opioideos
enddgenos no estan involucrados en la inhibicion de la secrecion de LH por la accion de
los dias largos. Finalmente, la inyeccion del NMDA, antes de la colocacion del implante
de melatonina, incrementd las concentraciones de LH, independientemente del nivel de
alimentacion, indicando que éste mecanismo estaria implicado en la inhibicién por parte
del fotoperiodo de la secrecion de LH (Lincoln y Wu, 1991) y que la alimentacion no
afecta a la respuesta producida por los aminoacidos excitatorios.

A los 30 dias de la colocacion del implante de melatonina, la naloxona
incremento la secrecion de LH, independientemente del nivel de alimentacién, y a los
45 dias sélo en el subgrupo de cabras mejor alimentadadas. Por otro lado, en cabras
sometidas a alternancia de 3 meses de dias largos y 3 meses de dias cortos, la inyeccion
de este farmaco incremento también la secrecion de LH, cuando fue administrado a los
55 dias del inicio de los dias cortos. Estos resultados sugieren que el efecto inhibitorio
de los opioideos enddgenos sobre la secrecion de LH se reduce en hembras bien
alimentadas. Por otro lado, y ya que, en este tercer trabajo, el efecto positivo de la
naloxona se observo a los 30 y 45 dias de la colocacion del implante, antes que en el
experimento del segundo objetivo, se podria pensar que la melatonina reduce el efecto
inhibitorio de los opioideos enddgenos sobre la secrecion de LH de una manera mas
clara que los dias cortos artificiales. Apoyando esta hipdtesis en ovejas, Misztal y
Romanowicz (2005) observaron que el efecto estimulatorio de la melatonina o naloxona
en la secrecion de LH fue més efectivo al ser infundidas combinadas
intracerebroventricularmente. Una posible explicacion a este hecho es que la secrecion
de GnRH/LH, en respuesta a la eliminacién de la inhibicion de los opioideos
enddgenos, se intensifica por la melatonina a nivel celular. Asi, estudios realizados
sobre las células de la pars tuberalis han puesto de manifiesto que el AMPc se
incrementa claramente tras el tratamiento simultdneo con activadores de la adenilato
ciclasa y la melatonina (Barrett et al., 2003; Hazlerigg et al., 1994). De este modo, la
melatonina podria inducir una respuesta sensible a la adenilato ciclasa en las células de
la pars tuberalis donde se expresan los receptores de la melatonina (Barret et al., 2003).
De todos modos, el mecanismo exacto de accion de la melatonina en la especie ovina

aun no se conoce. El aumento en la liberacion de LH provocada por la melatonina, en
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condiciones de eliminacion del efecto inhibidor de los opioideos, refleja su potente nivel
de accion a nivel del eje gonadotropico. Aun asi, Yang et al. (1989) no observaron
incremento en la secrecion de LH tras la inyeccion de WIN-3, un antagonista opioideo,
en ovejas implantadas y no implantadas con melatonina en los dias 5, 15 ¢ 25 después
de la colocacion del implante. A los 60 dias so6lo consiguieron mejorar
significativamente la secrecion de LH en tres ovejas implantadas con melatonina que
mostraron ciclicidad ovarica. Estos autores sugieren que la melatonina, por si misma, no
es capaz de inducir actividad reproductiva, por modificacion de la secrecion de LH, al
menos por la simple eliminacion del mecanismo de los opioideos endogenos.

La falta de efecto del pimozide en los dias 30 y 45 después de la colocacion del
implante de melatonina contrasta con los resultados obtenidos en ovejas. Asi, Forcada et
al. (2002) observaron un incremento en la secrecion de LH en ovejas implantadas con
melatonina tanto en aquellas que estaban subnutridas como en las que estaban bien
alimentadas. Estos hechos podrian explicar un diferente papel de los opioideos
enddgenos en el control de la secrecidon de LH en animales implantados con melatonina
entre ovejas y cabras.

También se observo un efecto positivo de la cyproheptadina cuando se inyect6 a
los 45 dias tras la colocacion del implante de melatonina en los subgrupos de cabras
mejor alimentadas. Igualmente, cuando la cyproheptadina se inyect6 en cabras a los 55
dias del inicio de los dias cortos sélo fue capaz de inducir un aumento en la secrecion de
LH en los animales bien alimentados. Todo ello indica que el efecto negativo del
sistema serotoninérgico sobre la secrecion de LH se reduce con un adecuado nivel
nutricional, independientemente de la colocacion de implante de melatonina o no. Esto
sugiere que la menor sensibilidad del hipotdlamo a los efectos del feedback negativo del
estradiol en cabras que reciben altos niveles nutricionales esta mediada, al menos en los
momentos estudiados, por el sistema serotoninérgico. Igualmente, estos resultados
impiden concluir que la estimulacién de la secrecion de LH por parte del implante de
melatonina se produzca a través de la implicacion del sistema serotoninérgico.

La inyeccion de NMDA estimuld de manera muy evidente la secrecion de LH,
en los subgrupos de cabras mejor alimentadas, a los 30 dias de la colocacion del
implante y en todos los subgrupos, a los 45 dias. Esto sugiere que, contrariamente a lo
descrito en ovejas (Lincoln y Wu, 1991; Viguié et al., 1995), los aminoacidos
excitadores estan involucrados en la secrecion de LH tanto durante el periodo de
fotoestimulacion como en el de fotoinhibicion. De hecho, el NMDA estimul6 de forma
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significativa la secrecion de LH cada vez que fue administrado. El origen de estas
diferencias encontradas entre la oveja y la cabra podria ser doble: en primer lugar, que
este mecanismo pueda actuar de una manera diferente en ambas especies, y en segundo
lugar, que Viguié et al. (1995) estudiaron el efecto del NMDA, en ovejas OVX+E;, en
los dias 39 y 74 posteriores a la implantacion de melatonina (mucho més tarde que en el
presente objetivo). Igualmente, en cabras preplberes, se ha demostrado que la inyeccion
de L-glutamina induce la aparicion mas temprana de la pubertad (Meza-Herrera et al.,
2007b) y sin embargo, Meza-Herrera et al. (2007a), en machos cabrios con una
inyeccion de L-glutamina tres veces por semana durante dias crecientes, no observaron
ningun efecto sobre la secrecion de LH. De acuerdo con nuestros resultados, la ausencia
de cualquier efecto del NMDA sobre la secrecion de LH, en los grupos de hembras peor
alimentados, 30 dias después de la colocacion del implante de melatonina, sugiere que,
por lo menos en este momento, la estimulacién de la secrecién de LH por los
aminoacidos neuroestimuladores glutamina y aspartato por el NMDA se encuentra
bloqueada por la restriccion nutricional. Por ultimo, el efecto positivo observado, a los
30 dias post-implante de melatonina, en los animales con un nivel de alimentacién mas
alto, implantados o no con melatonina , y a los 45 dias en todos los subgrupos, no
permite concluir que la melatonina estimule la secrecion de LH a traves de una via
glutamatérgica.

En relacion a las concentraciones plasmaticas de melatonina, nuestros resultados
confirman los ya obtenidos en ovejas, indicando que la nutricion no tiene efecto sobre
esta hormona (Martin et al., 2002), incluso en momentos criticos como son el inicio y
final del periodo de oscuridad (Guerin et al., 2000). Sin embargo, se ha demostrado que
el tratamiento con leptina (mediador del nivel de reservas grasas del animal) reduce o
incrementa las concentraciones de melatonina durante los dias largos y cortos,
respectivamente (Adam y Mercer, 2004; Zieba et al., 2007). Asi, se han encontrado
receptores de leptina en la glandula pineal y en el sistema nervioso central en especies
de rumiantes, aunque el lugar exacto no esta del todo claro, pero se sugiere que existe
una interaccion entre fotoperiodo, melatonina y leptina (Chelikani et al., 2003).

Respecto al estudio de las concentraciones plasmaticas de melatonina entre las
dos venas yugulares, los trabajos realizados han mostrado que éstas difieren
considerablemente entre ambas venas de un mismo animal. Igualmente, en la oveja,
English et al. (1987) obtuvieron un resultado similar aunque dicho estudio solamente

fue realizado en dos ovejas y encontraron una mayor concentracion plasmatica de
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melatonina en la misma vena de las dos ovejas. Sin embargo, en el presente trabajo,
realizado con un mayor nimero de animales, si bien se observo que un animal presenta
mayores concentraciones plasmaticas de melatonina en una vena o en otra, en la
poblacion global no se observd esta tendencia, lo que indicaria que las mayores
concentraciones en una yugular de un animal es compensada por las menores
concentraciones en la misma yugular de otro. Por lo tanto, para estudiar las posibles
diferencias entre ambas venas yugulares, s necesario usar un gran numero de animales
y una seleccion aleatoria de estos animales en el experimento. Confirmando esta
hipotesis, Zarazaga et al. (2010) han demostrado, en un gran nimero de ovejas, que no
existe una yugular dominante, ya que habia ovejas con concentraciones mayores en la
yugular izquierda o en la yugular derecha y otras con concentraciones similares en
ambas venas. Por otra parte, estos autores demostraron, mediante un muestreo continuo
durante toda la noche, que ésta era una caracteristica individual y que se mantenia a lo
largo de todo el dia y noche, sin ser de forma puntual. En el presente estudio no se
utilizd6 un muestreo continuo, pero se muestrearon las cabras en cuatro momentos
diferentes (solsticios y equinoccios) y se obtuvieron resultados similares, demostrado
por los elevados coeficientes de correlacion de las concentraciones plasmaticas de
melatonina de cada vena yugular entre los diferentes periodos de muestreo.

El origen de esta disimetria entre ambas venas no se conoce, pero podrian
proponerse diversas hipdtesis. La primera, podria estar relacionada con el diametro de la
vena yugular, la velocidad del flujo sanguineo o las diferencias en el punto de
bifurcacion de las venas yugulares, lo que podria dar lugar a una dilucion diferente de la
melatonina en cada vena. La segunda hipotesis, podria ser las diferencias anatomicas
existentes entre los animales, de manera que la distribucion de la sangre en el seno
sagital, que contiene la melatonina liberada por la glandula pineal, no se distribuye de
igual manera entre los dos senos transversos antes de llegar a las venas yugulares. Estos
resultados tienen importantes implicaciones practicas ya que si se desea una
determinacion precisa de la produccién de melatonina de un animal, por la glandula
pineal, es necesario sacar sangre de ambas venas al mismo tiempo, para luego mezclar
ambas muestras, o recolectar la sangre de la arteria car6tida, es decir, después de que la
sangre de las dos yugulares se mezcle en el corazon.

Las concentraciones de melatonina presentaron una elevada variabilidad entre
individuos pero, con una elevada repetibilidad, lo que podria indicar que este parametro
podria ser una caracteristica de cada individuo, tal y como ha sido descrito en la especie
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ovina (Chemineau et al., 1996), y que podria estar bajo control genético (Zarazaga et
al., 1998b). Aunque la mayor parte de esta variabilidad entre individuos se puede deber
a las variaciones en el tamafio de la glandula pineal entre cada individuo (Zarazaga et
al., 1998a; Coon et al., 1999; Gomez-Brunet et al., 2002), también podrian ser debidas a
las variaciones en la distribucion de la melatonina entre ambas venas yugulares, debido
a que las mediciones de las concentraciones de melatonina no se hayan hecho
correctamente.

La ausencia de correlacion entre las concentraciones absolutas o relativas
(relacion dia/noche) de melatonina y el inicio o el final de la actividad reproductiva,
encontradas en este trabajo, es similar a los resultados obtenidos en ovejas (Zarazaga et
al., 2003). En dicho estudio, utilizando un elevado nimero de animales, no se observo
que estos dos parametros (fecha de inicio/final de la estacién reproductiva y las
concentraciones plasmaticas medias de melatonina) estuvieran relacionados. Ademas se
demostré que la variabilidad en las concentraciones plasmaticas de melatonina era
independiente de la variabilidad en la fecha de comienzo o final del periodo de actividad
reproductiva. Igualmente, estos resultados confirman los obtenidos en otros animales
como la yegua (Fitzgerald y Schmidt, 1995) y sugieren que el patrén de secrecion de
melatonina juega un papel limitado en el control de la actividad reproductiva.

No obstante, estos resultados contrastan con otros experimentos previos de otros
autores. En uno de esos experimentos, usando ovejas lle-de-France tratadas con
melatonina tras ser expuestas a dias largos, el intervalo entre la insercion de los
implantes de melatonina y el inicio de la actividad ovulatoria se correlacion6
positivamente con las concentraciones relativas de melatonina (Chemineau et al., 1993).
En otro experimento, realizado en ovejas de raza Rasa Aragonesa mantenidas bajo
fotoperiodo natural, se encontr6 una alta correlacién (r=0,84) entre las concentraciones
relativas y la fecha del inicio del primer celo (Zarazaga et al., 1996a). En bufalos,
animales no estacionales, presentaron poca variacion entre las concentraciones diurnas y
nocturnas de melatonina (Parmeggiani et al., 1994). Igualmente, la seleccion de ovejas
realizada para incrementar la fertilidad, con el objetivo de obtener partos en otofio, ha
provocado la modificacion del patrén de secrecion de melatonina durante la noche, con
menores concentraciones de melatonina en estas ovejas seleccionadas (Notter y
Chemineau, 2001). Finalmente, en cabras, recientemente se ha indicado que, tras el
efecto macho, las hembras que tenian unas concentraciones bajas de melatonina

mostraban un inicio de la actividad ovarica mas rapido (a los 12 dias) que las cabras que
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tenian unas concentraciones de melatonina superiores (a los 22 dias de la introduccion
de los machos) (Carcangiu et al., 2005). Por lo tanto, seria posible que los animales que
tienen una reducida estacionalidad reproductiva pudieran tener una variacion entre las
concentraciones de noche y de dia menor. Sin embargo, esto no fue asi en los resultados
obtenidos en el experimento de este cuarto objetivo. La diferencia de nuestro resultados
con respecto a los experimentos previos podria ser debido a los animales utilizados. Sin
embargo, los resultados obtenidos en el presente trabajo estan reforzados porque
estudiamos no solo el comienzo de la actividad estral sino también el comienzo de la
actividad ovarica.

La explicacion de la ausencia de una relacion entre las concentraciones
plasmaticas de melatonina y las fechas de inicio o final de la actividad reproductiva
podrian estar relacionadas con la ruta utilizada por la melatonina para controlar la
pulsatilidad de la secrecion de la GhnRH/LH. La melatonina sintetizada en la glandula
pineal es secretada directamente en el liquido cefalorraquideo del 3% ventriculo
(Tricoire et al., 2002), desde donde difunde hasta llegar al hipotalamo premamilar, en
donde se encuentran los receptores de melatonina encargados de controlar la secrecién
pulsatil de LH (Malpaux et al., 1998). En consecuencia, el resto de la melatonina pineal
que desemboca en la circulacion general a través de la vena de Galiano no seria la que
controla los efectos centrales de la melatonina. Por lo tanto, es posible que la principal
funcién de la melatonina del liquido cefalorraquideo sea el control de la estacionalidad
de la reproduccion, mientras que el papel de la melatonina de la circulacion periférica
sea el control de otras caracteristicas, como la muda y/o la termorregulacion (Arendt,

1995), dependiendo de la accion de la melatonina en los receptores periféricos.
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CONCLUSIONES

En las condiciones en las que se han desarrollado los experimentos de la

presente memoria, en hembras caprinas Mediterraneas, se puede concluir lo siguiente:

Articulo 1:

En cabras sometidas a ciclos fotoperiddicos de 90 dias largos y 90 dias cortos, la
secrecion de LH se ajusto claramente a estos ciclos, siendo estimulada por los
dias cortos e inhibida por los dias largos, lo que indicaria que el fotoperiodo es
el principal factor medioambiental que controla la secrecién de LH y como
consecuencia la actividad reproductiva a lo largo del afio.

El nivel de alimentacion parece modular el efecto que el fotoperiodo tiene sobre
la secrecion de LH. Las concentraciones de esta hormona fueron claramente
inferiores en el lote subnutrido en comparacion con el lote mejor alimentado.

El nivel de alimentacion mas alto redujo el intervalo de tiempo que transcurre
entre el paso de los dias largos a dias cortos y el comienzo de la estimulacion de
la secrecion de LH (45,7 = 3,1 vs. 65,8 + 2,1 dias, para cabras que recibian una
racion que cubria 1,1 6 0,7 veces sus necesidades de mantenimiento,
respectivamente).

El nivel de alimentacion maés alto alargoé el intervalo de tiempo transcurrido entre
el paso de los dias cortos a dias largos y el comienzo de la inhibicion de la
secrecion de LH (29,6 £ 1,9 vs. 22,2 £ 1,7 dias, para cabras que recibian una
racion que cubria 1,1 6 0,7 veces sus necesidades de mantenimiento,
respectivamente).

Las concentraciones plasmaticas de melatonina no resultaron modificadas por el
nivel de alimentacion pero si por el tratamiento fotoperiédico, con mayores

concentraciones durante los dias largos que durante los dias cortos.

Articulo 2:

El nivel de alimentacion parece ser un importante modulador del control que el
fotoperiodo ejerce sobre la secrecion de LH, ya que el efecto de los diferentes

sistemas  neuroendocrinos  estudiados (opioideos enddgenos, sistema
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dopaminérgico y serotoninérgico) fue modificado en funcién del nivel de
alimentacion.

Los tres sistemas neuroendocrinos estudiados parecen estar implicados en el
comienzo de la inhibicién de la secrecion de LH por los dias largos en cabras
sometidas a un nivel de alimentacién alto (1,1 veces las necesidades energéticas
de mantenimiento).

Durante el comienzo de la estimulacion de la secrecion de LH por los dias
cortos, los opioideos enddgenos y el sistema serotoninérgico mostraron una
mayor implicacion en el control de la secrecion de LH, sobre todo en las cabras
sometidas a un nivel de alimentacion alto (1,1 veces las necesidades de

mantenimiento).

Articulo 3:

200

El uso de melatonina exdgena permitid incrementar las concentraciones
plasmaticas de LH de una manera mas marcada en las cabras que recibian un
nivel de alimentacion bajo (0,7 veces las necesidades de mantenimiento).

El nivel de alimentacién modifico el papel de los sistemas neuroendocrinos
estudiados  (opioideos enddgenos, sistema  dopaminérgico,  sistema
serotoninérgico y los aminoacidos excitatorios) durante la estimulacién de la
secrecion de la LH por la melatonina.

Los opioideos endogenos parecen ejercer un efecto inhibitorio durante la
estimulacion de la LH por el implante de melatonina. La inyeccién de naloxona
incremento las concentraciones de LH en las cabras implantadas con melatonina
tanto a los 30 dias, independientemente del nivel de alimentacion, como a los 45
dias de la colocacion del implante de melatonina, en las cabras mejor
alimentadas (racién que cubria 1,1 veces sus necesidades de mantenimiento).

El papel del sistema serotoninérgico, parece tener una mayor implicacion en el
control de la secrecion de LH ejercido por la alimentacion que el provocado por
el tratamiento con melatonina. Se observo una respuesta positiva a la inyeccion
de cyproheptadina a los 45 dias de la colocacién del implante en el lote mejor
alimentado, independientemente del tratamiento con melatonina.

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo no permiten concluir que la
estimulacion de la LH por la melatonina exdgena se ejerza a través de la via de

los aminoacidos excitatorios. El uso del NMDA, incrementd la secrecion de LH
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a los 30 dias de la colocacién del implante de melatonina en las cabras mejor
alimentadas (1,1 veces sus necesidades de mantenimiento), y a los 45 dias post-

implante, en todos los grupos.

Articulo 4:

- Las concentraciones plasmaticas de melatonina se ha demostrado que son muy
variables entre las venas yugulares de un mismo individuo, pero no se observan
diferencias entre las mismas en la poblacion en general. Ademas se observéd una
elevada repetibilidad en las concentraciones de esta hormona para un mismo
individuo.

- Las concentraciones absolutas o relativas de melatonina no estan relacionadas
con la actividad reproductiva (inicio de actividad reproductiva o inicio de

anestro estacionario).
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CONCLUSIONS

According to the conditions of the experiments performed of the present

memory, in Mediterranean female goats, we can conclude:

Article 1:

In goats under photoperiodic cycles of 90 days of long days and 90 days of short
days, the LH secretion clearly meets these cycles. The LH secretion was
stimulated by the short days and inhibited by the long days. These facts,
suggests that the photoperiod is the main environmental factor that controls the
LH secretion and consequently the reproductive activity throughout the year.
The nutrition level seems to modulate the effect of photoperiod on the LH
secretion. Its concentrations were significantly lower in the underfed group
compared with the high nutrition group.

The interval between the shift from long to short days and the onset of
stimulation of LH secretion was shortened by the high nutrition level (45.7 £ 3.1
vs. 65.8 £ 2.1 days for the goats that received 1.1 or 0.7 times their maintenance
requirements, respectively).

The high nutrition level lengthening the time interval between the shift from
short to long days and the onset of the LH inhibition (29.6 + 1.9 days vs. 22.2 +
1.7 days for the goats that received 1.1 o 0.7 times their maintenance
requirements, respectively).

Melatonin concentrations were not modified by the level of nutrition but were
altered by the photoperiodic treatment. The melatonin concentrations were

higher during the long days than during the short days.

Article 2:

The level of nutrition seems to be an important modulator of the LH secretion by
the photoperiod, since the effect on LH concentrations of the different
neuroendocrine systems studied (endogenous opioids, dopaminergic and
serotonergic system) was modified according to the level of nutrition.

The three studied neuroendocrine systems: endogenous opioids, dopaminergic
and serotonergic system, appear to be involved in the onset of inhibition of the
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LH secretion by long days in goats submitted to a higher level of nutrition (1.1
times their maintenance requirements).

During the beginning of the stimulation of LH secretion by short days, the
endogenous opioids and serotonergic system showed greater involvement in the
control of LH secretion, especially in goats that received a higher level of

nutrition (1.1 times their maintenance requirements).

Article 3:

204

The exogenous melatonin increased the plasma LH concentrations more clearly
in goats receiving a lower level of nutrition (0.7 times their maintenance
requirements).

Nutrition level it has been shown to be a modulator of the effect of the different
neuroendocrine systems studied (endogenous opioids, dopaminergic and
serotoninergic system, and excitatory amino acids) on the stimulation of the LH
secretion by the exogenous melatonin.

Endogenous opioids have an inhibitory effect during the stimulation of the LH
secretion by the exogenous melatonin. The naloxone injection increased LH
concentrations in goats implanted with melatonin both at 30 days, irrespective of
the level of nutrition. Moreover, naloxone increases LH concentractions 45 days
after melatonin implantation, only in well fed goats (ration covering 1.1 times
their maintenance requirements).

The role of serotonergic system appears to be more clearly involved in the
control of LH secretion by nutrition than by melatonin treatment. A positive
response was observed after cyproheptadine injection 45 days after melatonin
implantation in the well fed group, irrespective of melatonin treatment.

No evidence was found to support the hypothesis that the influence of melatonin
in advancing the breeding season may occur via a glutamatergic pathway. The
NMDA an agonist of the excitatory amino acids, increased LH secretion 30 days
after melatonin implantation in well fed goats (ration covering 1.1 times their
maintenance requirements), and 45 days after treatment with melatonin, in all

groups.



Conclusions

Article 4:

- Plasma melatonin concentrations are highly variable between jugular veins of
the same individual but not in the general population. Moreover a high
repeatability of this hormone concentration for the same individual was
observed.

- The absolute and relative amplitude of melatonin concentrations are not linked
to the seasonal breeding activity (onset of the breeding season or onset of the

seasonal anoestrous).
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Nutritonal and nearcendocrinological mvolvement in the comtrol of Inteinizing hormone secretion
of Mediferranean female goats doring the onset of the breeding season
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The role of nuiritden and different neurcendocrinelogical systems (opioidergic, dopaminergic and serotonergic
systems) on LH secretion was investgated in Meditermanean goats during the onsst of the hreeding seaseom.
At the onset of the experiment, the animals were allocated to two experimental groups differing on the
level of muirition The conrel momidon groap (C, =) received their mamfenance requirements and
the low memition group (L. 0= received (.7 tmes their maintenance requirements. Both groups were
bialanced for live weight (LW and body condition score (BCS) at the begmning of the study. All animals
wers pvarisctomized, weated with an oesmadiel implant, and subjected to a series of 3 months of shart
(BL:16D) and long days (16L-80) to stimulate or inhibit their LH sacretion. The effects of inmavenons
mjections of the opiate receptor antagonist naloxens (2 mg'kg), the depaminergic [, receptor antagomist
pimozide (0.75 me'kg) and the 5-bydroxyiryptamine recepior antagonist cyprobeptadine (0.75 mgkz) on
LH pulsatility wers assessed during the onset of the breeding ssazon Blood samplinzs were dons from 3 b
before treatment unril 3 h after weament at 10 min intervals. A clear effect of level of nutriton was ebserved
on mean LH concentrations before injection of the different antagonist (0.95=0.04 ng/ml vs 0.37=0.03 ng/
ml, respectively, F<0.001). In comparizon with the pre-imjection pericd. paloxooe significantly increased
the mean LH concenmations in O group. These resulis provide evidence that dopaminergic or serpfoninergic
Systems seems to be not invelved in the mhibition of LH secretion at the onset of the breedmg season,
however the ability of naloxons to meorease LH concenmratons at this period could be enhanced by a higher
plans of muritien in Mediterranean goat femalss.
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secretion of Mediterranean goat females during the onset of the breeding season @ 1
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INTRODUCTION AlMS

+ Mediterranean female goats shows a clear seasonality of their » Determinge the role of different neuroendocrinological
reproductive activity. This seasonality is controlled by photoperiod  systems (opioidergic, dopaminergic, and serotonergic
but it is strongly influenced by different factors, like level of systems) in the control of LH secretion in Mediterranean
e goat females and whether such role could be modified by

= There are very few studies on goats about the role of the different s \ ,
neuroendocrinolosical hanisms on the seasonal variations of the  MUAtion during the onset of the breeding season.

reproductive activity of female goats.

MATERIAL AND METHODS LB
(= Tl ]
18 females goats ovariectomized bearing a LSl Control nutrition group (€ group): 1
subcutanecus estradicl implant [OVX+E). Balanced time maintenance requirements o a0
according live weight and body condition score Lo mastrition group L group): 0.7 — p—

n=9 M CE PEqUiTE et — — Lk
hree-month altemations of short days
{BL:-160) and long days (15L-B0), to stimulate

5 IURING THE O HE EREFDING SEASOH or inhibit LH secretion.
NALOXONE CYPROHEFTADINE PIMOZIDE | [—f"" """~~~ "~~~ Z—————-——-— J
Oplate recapior Serotonergle Dopaminerglc D: LH concentrations

antagonist [5-HTa5-HT « recaptor recaptor thflm nfrum.'".hm before and after
antagoniat antagonkst sampling at 10 mins intervals - =
|I 3 h [wehicle) +3h [tmdrrl:nl:}ll.
RESULTS
2.00,ngfmlL
150
L2 LS

0.001

e

A clear effect of level of nutrition was observed on mean LH concentrations before injection of the different

antagonist (AT Bvs DRTR TR respectively, P<0.001).

2.00 L 2.00 L 2.00 L
"ol NALOXONE "&/mL CYPROHEPTADINE "L pIvozZIDE
N5 NS M5 NS NS

1.50¢ 1.50 150
1.00 100 100
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0.00 0.0 ._‘ 0.004 ._I

ICONTROL | Low | [CONTROL | LOW | [CONTROL | LOW

WEEFORE INJECTION DOAFTER IMJECTION

T NS mosignificnt; * MW

In comparison with the pre-injection period, naloxone significantly increased the mean LH concentrations in the C group.
CONCLUSIONS
Results provide evidence that dopaminergic or serotonergic systems seems to be not involved in the inhibition of LH
secretion at the onset of the breeding season, however the ability of naloxone to increase LH concentrations at this
period could be enhanced by a higher plane of nutrition in Mediterranean goat females.
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The role of nuirition and differsnt neurcendocrinelogical systems (opisidergic, dopaminereic and serotonergic
systems) on LH secretion was iovestigated in Mediterranean goats during the seasonal anoestrous. At the
onsst of the experiment, the animals were allocatad to two experimental groups diffening on the level of
muirition. The conmol miriden groaup (C, o=10) received their maintenance requirements and the low
oumition group (L. p=10) received 0.7 times their maintsnance requirements. Both proups were balanced
for live weizht (LW and body condition score (BCS) at the beginning of the smdy. All animals were
ovanectomized, reated with an sestradiol implant, and subjected to a series of 3 months of shart (51160
and long days (16L:8D} to stimulate or inhibit their LH secration. The effacts of mtravenous injections of
the opiate recepior antagonist nalowone (2 meks), the dopaminergic [, receptor anfagonist pimezide (.75
me'ke) and the 5-hydroxyiryptamine recepor antagonist cyproheptadine (.75 mg'%g) on LH pulsadlity
were assessed dunng the seasonal ancestrous. Blood samplings were done from 3 b before treatment
unfil 3 h afier reaiment at 10 min intervals. A clear effect of level of ouinifion was observed on mean LH
concentrations before injection of the diferent amagonist (0.23=0.02 ng/ml vs 0.08=0.0]1 ng'ml, for C
and L groap, respectively, P<0.001). In companson with the pre-injection period, pimozide sipmificantly
mereased the mean LH concentrations in © group. The:e results provide evidence that endogenous opoid
or the dopaminergic system do not seem to be involved in the imhibition of LH secretion in lafe anoestrous
m Mediterranean goat females. That ability of pimezide to ncrease LH concentrations in deep anoestrous
could be enhanced by a higher plape of numition in Mediteranean goat females.
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The mole of oumiton and differsnt neurcendocrinological systems (opioidergic, dopaminergic and
saotnam'g;u: systems) on LH secretion was investizated in Meditermanean goats during the onset of the

seasonal anoestrons. At the onset of the experiment, the animals were allocated to two experimental
groups differing on the level of nutmtion. The control nuimition greup (C. 0=10) received thelr maintsnance
requirements and the low noiritien group (L, =10 received 0.7 times their maintenance requirements. Both
groups were balanced for live weight (LW) and body condition score (BCS) at the beginning of the smdy.
All animals wers ovariectomized, treated with an oestradio]l mplant, and subjected to a series of 3 months of
short (EL: 160 and long days (160180 to stinmlate or imhibit their LH secretion. The effects of inoavenoas
mjections of the opiate receptor antagenizt naloxons (2 mzkg). the dopaminergic D, receptor antagomist
pimozde (0. 75 mz'ks) and the 5-hydroxytryptamine receptor antaganist cyproheptadine (0.7 mgkg) on LH
pulsatility were assessed durmg the onset of the seasonal anoestrous. Blood samplings were done Tom 3 b
before meatment until 3 hafter meament at 10 min intervals. A clear effect of lewel of murition was ebserved
oo mean LH concentrations before injection of the different antagonist (0.33=0.03 ng'ml vs 0.16=0.02 ng/
ml, respectively, F<0.001). In comparison with the pre-injection period, pimozide significantly mereased
the mean LH concentrations in C group. These results provide evidence that opioidergic or serotoninergic
sysiems seems to be not invelved in the inhibidon of LH secretion at the onset of the seasonal aneestrons.
However, the ability of pimozide to increase LH concenmations could be enhanced by a higher plane of
outmition in Meaditerranean goat femalas.
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INTRODUCTION AlMS

MATERIAL AMD METHODS

18 females goats cvariectomized bearing a n=8  Control nutrition group [C group): 1
subcutaneous estradiol implant (0W)+E). Balanced time mainteEnsnCe requinements . reET L0 |

according e weight snd body condition score [P ———

maintEnBnCE requirements

Three-month altemations of short deys
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or inhibit LH sscretion.

LH concentrations
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treatment.

injection of the different
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IS, no wm‘ P<0.05; ** P<0.04; *** P<0.001
iozide significantly increased the mean LH concentrations in the C group.

ONCLUSION®

ergic systems seems to be not invelved in the inhibition of LH
However, the ability of pimozide to increase LH concentrations
of nutrition in Mediterranean goat females.
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