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INTRODUCCION

Entre los seres vivos, la reproduccion es una funcion indispensable para la
supervivencia y adaptacion de la especie. Para alcanzar correctamente la fase
reproductiva se requiere un correcto desarrollo sexual y gonadal. El cual, es
impulsado por un complejo sistema neuronal y hormonal mediado por el eje
hipotdlamo, hipofisis, ovario en las hembras. En la edad prepuberal ocurre un
cambio en los niveles de acido glutamico que activa la liberacion pulsatil de GnRH
en el hipotdlamo que da origen a nuevas interacciones bioquimicas y neuronales que
incentiva el desarrollo y recambio celular del dtero. (Muir A., et al, 2001; Liu X, et
al, 2008; Teresawa & Ojeda, 2010).

Entre los principales cambios uterinos, destacan, el desarrollo y cambio
celular de sus capas (endometrio, miometrio y perimetrio). El desarrollo del Gtero
se ve influenciado principalmente por la progesterona (P) y el estradiol (E2), péptido
intestinal vaso activo (VIP), péptido relacionado con el gen a la calcitonina (CGRP),
(Néstor | Tovio., 2011) entre otros. Actualmente, existe un péptido que estd
revolucionando el estudio de la biologia de la reproduccion. Dicho péptido es la
Kisspeptina, que influye en el inicio de la pubertad y el desarrollo celular periférico.
Sin embargo, el papel de la Kisspeptina sobre el desarrollo de la prefiez y cambios
en el Gtero han sido son poco estudiados. Para poder estudiar el papel de la
Kisspeptina en el presente trabajo se usé a la Rata Wistar como el modelo animal.
Este modelo animal a nivel uterino cumple con caracteristicas anatdmicas y
fisiolégicas muy semejantes a la del humano, también es un modelo animal de facil
manejo y permite el estudio del desarrollo sexual de una manera correcta y practica.

Todo esto nos permitira realizar una buena caracterizacion histoldgica.

Caracteristicas reproductivas de la rata Wistar
Las ratas hembra adultas de la cepa Wistar en condiciones controladas, con ciclos de
luz/obscuridad de 12 horas, temperatura estable a 24°C y libre acceso al alimento y agua,

poseen un cuerpo robusto con un peso que oscila entre 250 y 450 g y una longitud desde 18
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hasta 25 cm y una vida media de 2 afios. Son sexualmente activas al llegar a la 6 u 8° semana
de vida, su gestacion dura entre 22 y 24 dias y el tamafio promedio de camada es de 9,5 crias.

Es importante mantener a las hembras en grupos pequefios para aprovechar el efecto
Whitten (guerra Araiza C. et al. 2000), este se produce cuando un grupo de hembras se pone
en contacto con un macho y su ciclo estral se sincroniza, asi la mayoria estaran receptivas al
3er dia. Es importante rotar al macho con distintas hembras una vez por semana, para

favorecer la atraccion por las hembras (Flor de Ma. Fuentes, et al, 2008).

Utero en roedores

El utero de rata, es un drgano muscular hueco piriforme y de pared gruesa, al igual que
el de los restantes roedores, es de tipo “bicornio”. Aunque los cuernos uterinos parecen estar
unidos se mantienen separados y cada uno de ellos desemboca por sus respectivos conductos

cervicales en el extremo superior de la vagina.

Funcién: EI utero tiene dos funciones esenciales, mantener el embrién durante el
embarazo y expulsarlo cuando el feto llega a término. Mas adelante se amplia esta

informacion.

Anatomia: es un 6rgano bicornual, ya que posee dos cuernos, un Cuerpo y un cérvix.
(Antonio I. Porras, et al, 2009)

El Gtero esté constituido por tres capas de diferentes tejidos:

Perimetrio: capa serosa externa o cubierta peritoneal de tejido conectivo que se refleja
a nivel del istmo para cubrir la cara superior de la vejiga, formando el espacio uterovesical
y por la pared posterior recubre el cuerpo uterino y la porcién superior del cérvix
extendiéndose hasta el recto, formando el espacio rectouterino o fondo de saco de Douglas
(Parrondo P, et al, 2009).

Miometrio: es la porcién muscular externa de Utero, estd compuesto primariamente de
manojos de células de musculo liso incorporadas en una matriz extracelular junto con vasos
sanguineos y nervios abasteciendo o pasando a través de este musculo. En la mayoria de las

especies el miometrio esta formado por una capa longitudinal de musculo paralela al eje
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largo del Utero y una capa interna de musculo circular que esta perpendicular al eje largo del
utero. ElI musculo longitudinal proviene del tejido conectivo subcerosal mientras que el
musculo circular esta formado de los ductos paranéfricos (E. Knobil, et al, 1994).
Endometrio: es lamucosaque recubre el interior del Uteroy consiste en
un epitelio simple cilindrico con o sin cilios, glandulas y un estroma. Es rico en tejido
conjuntivoy estd altamente vascularizado. Su funcion es la de alojar
al cigoto o blastocisto después de la fecundacion, permitiendo su implantacion. Es el lugar
donde se desarrolla la placenta 'y presenta alteraciones ciclicas en sus glandulas y vasos

sanguineos en preparacion para la implantacion del embrion (Pérez-Media, et al, 2011).

Irrigacion del utero en mamiferos

La irrigacion deriva principalmente de las arterias uterinas que proviene de la iliaca
interna. Las venas uterinas discurren en el ligamento ancho, drenando en el plexo venoso
uterino a cada lado del Utero y la vagina, y estas venas a su vez drenan en las venas iliacas

internas (Ana Ma. C, 2011).

La arteria Uterina corre lateralmente a lo largo del cérvix, cuerpo uterino y los cuernos;
en su recorrido por el borde lateral del tracto reproductor, la arteria uterina se bifurca en

arteria uterina lateral y arteria uterina medial (Eric L, 2009).

Arteria Uterina Derecha lateral y medial

Lateral: Tiene un recorrido a lo largo del borde lateral del cuerpo y cuerno uterinos,
emitiendo varias ramas colaterales pequefias encargadas de la irrigacion de las estructuras
antes mencionadas. A nivel de la porcion final del cuerno uterino, cercano al origen del
oviducto; la arteria lateral se une con la porcidn final de la arteria medial procedente de la

arteria ovdrica, formando un tronco comun (Sato A, ef al. 2016).

Medial: De mayor grosor que la anterior, su direccion es al lado izquierdo por la
superficie ventral del cuerpo uterino. Esta arteria a nivel de la bifurcacion de los cuernos
uterinos emite 2 ramas; la rama derecha se ubica en la superficie ventral del cuerno uterino
derecho, en su recorrido emite pequefias ramas colaterales; la rama izquierda se orienta hacia

la superficie ventral del cuerno uterino izquierdo emitiendo pequeias ramas colaterales y en
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su porcion final a nivel de la transicion entre el cuerno uterino y el oviducto izquierdos, se

une con la arteria uterina lateral izquierda (Vila et al., 2007).

Arteria Uterina Izquierda lateral y medial

Arteria Uterina Lateral Izquierda: Recorre todo el borde lateral del cuerpo y cuernos
uterinos emitiendo pequeias ramas colaterales como su andloga derecha. En su recorrido en
direccidn craneal, en su porcion final se fusiona con la rama izquierda de la arteria uterina

medial derecha (Eric L, 2009).

Arteria Uterina Medial Izquierda: Es de calibre pequeio y se pierde en el borde ventral
del cuerpo uterino, en su recorrido emite pequefias ramas colaterales hacia el cuerpo del

utero (Sato A, et al. 2016).

Arteria Arco Cervical

Arteria que emerge de las arterias uterinas mediales o bien de la misma arteria uterina,
discurrio por la superficie ventral del cérvix a manera de arco, sirviendo como anastomosis
entre ambas arterias uterinas mediales derecha e izquierda o simplemente entre las arterias

uterinas. En su camino emiti6 pequefios ramos arteriales dirigidos al cérvix (Eric L, 2009).

Inervacion simpadtica uterina en mamiferos

La inervacion simpatica del utero y cuello uterino de los mamiferos proviene de
neuronas postganglionares ubicadas en ganglios simpaticos prevertebrales y paravertebrales,
principalmente del plexo utero-vaginal que se extiende desde el plexo hipogéstrico inferior
hasta las visceras de la pelvis. A través de este pasan fibras simpdticas, parasimpaticas y

aferentes.

Inervacion simpatica proviene del plexo pélvico, es un grupo de fibras nerviosas y de
ganglios provenientes del plexo hipogastrico superior. Las fibras ingresan a la médula
espinal tordcica inferior y atraviesa los nervios esplacnicos lumbares. Los nervios simpaticos
tienen origen en la médula espinal entre los segmentos (L2-L4) y desde aqui se dirigen a la
cadena simpatica paravertebral y finalmente a los tejidos y érganos periféricos (Houdeau, et

al, 1998; Moore, et al, 2007; Papka & Treurig, et al, 1993; M. Brauer, et al, 2015)
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En la rata, la porcion cefélica del cuerno uterino recibe la mayor parte de su inervacion
simpatica desde la region toraco-lumbar de la cadena paravertebral y el ganglio prevertebral
suprarrenal, a través del plexo nervioso ovarico. También recibe una pequeia contribucioén
de los ganglios prevertebrales celiaco y aortico renal (Vera et al, 1997; Houdeau et al, 1998).
La porcion caudal del cuerno uterino y el cuello reciben inervacion de la cadena simpatica,
principalmente de la region lumbar, a través de los nervios esplacnicos, los cuales conectan
posteriormente con los hipogastricos. Asimismo, existe una pequefia contribucion de los
ganglios mesentéricos inferiores y suprarrenales, asi como de las neuronas del plexo pélvico.
Estos distintos origenes y rutas permiten un control region-especifico de la motilidad uterina.

(Vera, et al, 1997; Houdeau, et al, 1998; M. Brauer, et al, 2015).

Los neurotransmisores que intervienen en la inervacion simpatica son el neuropéptido
Y (NPY) y la acetilcolina (Ach) estos se ubican en neuronas de los ganglios paracervicales

que inervan el cuello uterino ( Traurig y Papka, 1993; M. Brauer, et al, 2015).

Inervacion parasimpadtica uterina en mamiferos

Las fibras nerviosas parasimpaticas tienen origen en el tronco encefilico, en los
nucleos de los pares craneales III (oculomotor), VII (facial), IX (glosofaringeo) y X (vago)
y en la médula sacra: segundo y tercero nervios sacros, y a veces también del primero y

cuarto.

Los impulsos parasimpaticos provienen de S2-S4 a través de los nervios pélvicos
esplacnicos que recorren para unirse a los plexos hipogastricos a través de la pared lateral de

la pelvis (Keith L. Moore, 2007; Adi Gasner, et al, 2020).

El plexo hipogastrico inferior consta de tres areas: el plexo vesical, el plexo tutero
vaginal y el plexo medio rectal. El plexo ttero vaginal se encuentra en el lado medial de los
vasos uterinos, lateral a los ligamentos uterosacros de los anexos del utero y continua
cefalico a lo largo del utero y caudal a lo largo de la vagina. Estas fibras caudales inervan el
vestibulo y el clitoris, y se encuentran en el tejido parametrial lateral a la arteria uterina y

arteria uterosacra (Keith L. Moore, 2007; Adi Gasner, et al, 2020).
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El sistema nervioso parasimpatico juega un papel muy importante en la regulacion de
las funciones fisiolOgicas uterinas. Los nervios parasimpéaticos de la pared uterina son
procesos de neuronas localizados principalmente en el ganglio hipogastrico inferior y el
ganglio paracervical. EI neuromediador crucial de esta parte del sistema nervioso es la
acetilcolina. Se sabe que la acetilcolina puede actuar sobre receptores de membrana
especificos, como cinco tipos de muscarinicos (M 1s) y receptores nicotinicos (Hedrick y
Waters, 2015), y en la pared uterina solo se han descrito los receptores muscarinicos M2 y
M3 (Yasuda, et al, 2014). Las principales funciones de la acetilcolina en el Utero consisten
en estimular los efectos de los musculos. Estudios anteriores han demostrado que la
acetilcolina provoca un aumento en la frecuencia e intensidad de la contraccion del musculo
uterino sin fluctuaciones significativas en el tono (Shu, et al, 2017). Ademas, la acetilcolina
afecta a los vasos sanguineos intrauterinos provocando su dilatacién (Lamireau, et al, 2002),

ademas de estimular la actividad secretora de la mucosa uterina (Paris, et al, 2000).

Inervacion sensorial aferente

Los nociceptores viscerales responden a estimulos capaces de causar dolor visceral,
pero solamente a través de una estimulacion por encima de un rango especifico, mientras
que los receptores sensoriales responden tanto a estimulos nocivos como a intensidades
inofensivas. Los nociceptores viscerales son hasta ahora los menos conocidos por lo dificil
de su estudio, se han documentado en diferentes 6rganos incluyendo el ttero, estas fibras no
solo son receptoras, sino que también liberan sustancias, como glutamato y la sustancia P
que transmiten las sensaciones en potenciales de accion hacia el SNC. Las fibras aferentes
que transmiten impulsos desde las visceras son las de tipo AP, Ad y C; las fibras aferentes
mielinicas de grueso calibre A tienen una distribucion definida en las visceras, conectadas
areceptores de bajo umbral y las fibras de tipo Ad y C son el vehiculo del estimulo. (Spencer,

et al, 2016; Cervero, et al, 1995; Willis WD, et al, 1994)

Funciones del utero en mamiferos

El utero tiene diferentes funciones, sin embargo, abordaremos 2 muy importantes que

contribuyen con el presente proyecto.
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Mantenimiento y desarrollo del embrion y feto durante la prefiez.

Durante el proceso de fecundacion el ttero incrementa el desarrollo de las glandulas
uterinas. En caso de existir la implantacion (union del ovulo fecundado al utero) el utero a
través de las glandulas uterinas nutre y mantiene al embriéon. Dichos nutrientes son
principalmente liberados por el endometrio. Después de 3-4 dias de la implantacion, el
ovocito fecundado se transforma en blastocisto, y estd rodeado por células trofoblasticas
secretoras de enzimas proteoliticas. Estas enzimas licuan el endometrio, liberandose gran
cantidad de sustancias nutritivas y formandose una cavidad donde anida el blastocisto.
Durante las primeras semanas, el embrion se alimenta fundamentalmente a través de las
células trofoblasticas, hasta que se desarrolla la placenta, unida al feto por las arterias y la
vena umbilical. La irrigacion de la placenta proviene de los senos venosos del endometrio,
dependientes de la arteria y la vena uterinas, con sangre materna, que tienen como funcion
el transporte de nutrientes y el intercambio de oxigeno y COz (A Cordova, et al, 2003). El
oxigeno y los nutrientes pasan de la sangre materna a la fetal por difusion simple y otros
sistemas de transporte. Finalmente hay dos reguladores que mantienen el funcionamiento
del endometrio, la progesterona y la hormona coridonica humana (HGC). La progesterona
induce que las células del endometrio se mantengan aptas para el desarrollo del embarazo,
mientras que la HGC mantiene las capacidades nutricionales del mismo (A Cordova, et al,

2003).

Modulacion del parto

La capa uterina estrechamente relacionada en el proceso de parto es el
miometrio ya que esta capa esta formada principalmente de fibras musculares que
en el proceso del parto por estimulos hormonales, maternos y fetales se distiende.
La neurohipdfisis de la madre sintetiza a la oxitocina y la oxitocina es capaz de
provocar directamente las contracciones uterinas, por otro lado, se ha observado que
los estrogenos incrementan la accion de la oxitocina y por ultimo una vez que se
inicia el parto, la cabeza fetal dilata el cuello uterino, lo que provoca un reflejo de
secrecion de oxitocina por la neurohipofisis. La oxitocina contrae las fibras
musculares del miometrio, haciendo descender al feto por el canal del parto, lo que

dilata aun mas el cuello uterino y se repite el ciclo. Las contracciones en el parto
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comienzan en el fondo del Gtero y se dirigen hacia abajo, la frecuencia de las
contracciones va de menor a mayor intensidad esto con el fin de expulsar al feto y
la placenta. Inmediatamente después del parto, el Gtero comienza a involucionar,
volviendo a su tamafio previo al embarazo, este proceso en ratas se lleva a cabo de

manera rapida (A Cordova, et al, 2003).

Participacion hormonal en el desarrollo de la prefiez en mamiferos

Las hormonas gonadales, el estradiol (E2) y la progesterona (P) que son sintetizadas
por los ovarios a partir del colesterol y por la placenta que parte de cortisol, son
predominantes en la preparacion para la copula y la fecundacion (Guerra-Araiza C. 2000;
Fang X, et al. 2002).

Progesterona

Es una hormona esteroide que se liga principalmente cuestiones reproductivas debido
a sus numerosas funciones antes y durante la prefiez, es secretada principalmente por el
cuerpo luteo y en menores cantidades por las células granulosas y por la placenta durante la
prefiez (Guerra-Araiza C. 2000; Fang X, et al. 2002).

Algunas de las funciones que cumple en la reproduccién de los roedores son: Regular
el ciclo estral, en asociacion con E2 induce el estro y la receptibilidad sexual, induce la

atresia folicular y permite el desarrollo de foliculos.

También esta hormona esteroidea después de la fecundacion, inicia la proliferacion y
decidualizacion del endometrio para que sea propicio para la implantacion, inhibe de las
contracciones uterinas y regula la secrecion de citosinas; aumenta la concentracion de
glandulas secretoras en el endometrio, también estimula el desarrollo de los tejidos mamarios
y por altimo contribuye a la ganancia de reservas energéticas de la madre (Fang X, et al.
2002; Ragusa, et al, 2004).

Contribuye a establecer una tolerancia inmunoldgica en el utero que evita que el
blastocito sea rechazado por la placenta, durante el embarazo las concentraciones de los
diferentes tipos celulares que median la implantacion, son susceptibles a los efectos de la

progesterona, debido a la alta produccién de esta hormona y sus receptores, promueve la
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retencion del feto regulando el reconocimiento de antigenos del complejo mayor de
histocompatibilidad, las células T efectoras, la sensibilidad de las células presentadoras de

antigeno y suprime la actividad de los macrofagos (Peltier, et al, 2003; Piccini, et al, 1996).

Los receptores de progesterona (PR), al igual que los receptores de glucocorticoides,
mineralocorticoides, androgenos, estrégenos y vitamina D, es un ligando natural de la
superfamilia de los receptores nucleares para el control de las funciones bioldgicas a través
de la regulacién de genes especificos involucrados en el desarrollo embrioldgico,
reproduccion, crecimiento, diferenciacion tisular y homeostasis hormonodependiente
(Evans RM. 1998; Suarez-Calderdn, et al, 2008).

El PR presenta dos isoformas, PR-A y PR-B, dependiendo de la accion de dos
promotores diferentes (hPR-A y hPR-B) que determinan su expresion celular como
homodimeros (AA-BB) o heterodimero (AB). Como la relacion hPR-A/hPR-B varia en
diferentes situaciones fisioldgicas y patologicas, la respuesta esta determinada por la
concentracion celular de la isoforma especifica. Por ejemplo, en mama y endometrio el PR-
A inhibe al PR-B y a los receptores de estrogeno (ER) reduciendo la proliferacion epitelial
(Suérez-Calderon, et al, 2008).

Estradiol
Se produce en ovarios y en menor cantidad por la glandula adrenal; induce
proliferacion celular sobre organos, principalmente en el endometrio, pero también en las

mamas y sobre el mismo ovario (Guerra-Araiza C. 2000) (Fang X, et al. 2002).

Sus funciones son regular la ovulacion y liberacion de hormona luteinizante (LH) y
hormona foliculo estimulante (FSH), por otro lado, junto con P induce el comportamiento
de celo y la de libido, también estimula el crecimiento endometrial y aumenta irrigacion de
los 6rganos provocando hipertrofia, por ultimo, aumenta el diametro del Utero y la secrecion
de mucosa. Durante la gestacion sus funciones cambian y en este caso desarrolla el sistema
de conductos mamarios, como también estimula la sintesis de oxitocina en el Utero. En el

estado de Peri-parto relaja el cérvix y Estimula la expulsion de placenta (Fang X, et al. 2002).

Mecanismo de accion estrogénico de 17 P-estradiol (estradiol), depende de la

presencia de receptores intracelulares. Se ha demostrado la existencia de estos receptores
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citosolicos para estrégenos en células del Utero, vagina, glandulas mamarias, trompas,
hipotalamo, hipdfisis, suprarrenales, testiculo, rifidn, y otros érganos y sistemas. Dada su
liposolubilidad, los estrogenos atraviesan facilmente la membrana celular, y se ligan al
receptor citosoélico, formando el complejo esteroidereceptor. EI cambio conformacional,
permite o facilita el ingreso del complejo, al compartimiento nuclear. Una vez en el nucleo,
el estrogeno, se une a la cromatina nuclear, gracias a la presencia en esta estructura nuclear
de un sitio “aceptor”, que reconoce ¢l complejo esteroide- receptor, uniéndolos con gran
afinidad. Es una proteina fijadora de DNA homdloga, con receptores para hormonas
esteroideas y tiroideas. La presencia de este complejo en el nucleo, estimula asi la actividad
de RNA polimerasas, con la consiguiente transcripcion del DNA. Los RNAm producidos,
pasan al citoplasma, donde su traduccién origina la sintesis de proteinas estructurales,
enzimaticas, o de secrecion, que caracterizan al tejido en cuestion, y que en definitiva

representan el efecto fisioldgico (Arevalo MA, et al, 2015).

Participacion del Oxido Nitrico en el desarrollo de la gestacion y en el parto

EI 6xido nitrico (NO) es un radical libre que esta presente en varios tipos de células
como el musculo liso, las mesangiales, las neuronas, las plaquetas, los macrofagos, los
fibroblastos, las células epiteliales. La sintesis del NO se produce a través de una familia de
enzimas, denominadas NOS, que se encuentran ampliamente distribuidas en los tejidos.
Hasta el momento, se han reportado tres isoformas de la enzima NOS, de las cuales NOS II
juega un rol en la contractibilidad y quiescencia de los tejidos uterinos (Mariana F. 2003;
Josep J. et al 2004). En ttero, la NOS ha sido localizada en el sistema vascular del epitelio
glandular, células del estroma endometrial y miometrial (Telfer et al, 1995). E1 NO presentes
en el tejido uterino es importante, por el hecho de que la concentracion determina su
mecanismo de accion (Buhimschi, et al, 2000). Dicho lo anterior se sugiridé que un sistema
NO-progesterona intervienen en el mantenimiento de la prefiez ya que coincide con elevados
niveles de progesterona y niveles bajos de NO; ya hacia el término de la gestacion, la
disminucion de los niveles de progesterona induce el incremento de los niveles de NO en

miometrio (Sladek et al, 1996).
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BIOLOGIA DE LA REPRODUCCION

Crecimiento y desarrollo

Las ratas como cualquier otro ser vivo pasa por etapas de desarrollo, al nacer se le
denomina neonato en esta primera etapa se forman vinculos con la madre ya que el neonato
es cien por ciento dependiente de ella en cuestiones de alimentacidn, proteccidon y
estimulacion; la siguiente etapa es la infantil en donde la dependencia de la madre es menor
y el sujeto se empieza a desarrollar como un ente individual y desarrolla cambios fisicos y
sociales; la etapa subsecuente de la infancia es la pubertad, esta es la fase donde se inicia el
desarrollo sexual de los mamiferos con la que se inicia la capacidad reproductiva. La
pubertad se caracteriza por los cambios anatémicos, fisioldgicos, conductuales y hormonales
de los sujetos en donde inicia un fenomeno en las hembras llamado ciclo ovarico (Ojeda y

Terasawa, 2002).

Endocrinologia del Ciclo ovarico

Durante la pubertad comienzan los ciclos estrales o ciclos ovulatorios que son el
resultado de la accion integrada del hipotalamo, la hipofisis, el ovario y el endometrio. El
hipotdlamo marca el ritmo del ciclo ovulatorio mediante la liberacion pulsatil de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH). Los pulsos de GnRH ocurren en la fase folicular del
ciclo y en la fase lutea del ciclo. La secrecion pulsatil de GnRH estimula la glandula
pituitaria para que secrete la hormona luteinizante (LH) y la hormona estimulante del
foliculo (FSH). La glandula pituitaria traduce lo establecido por el hipotalamo en una sefial
y esto lleva a la secrecion de LH y FSH, que puede ser entendida por el foliculo ovarico. El
foliculo ovarico estd compuesto por tres células clave: las células de la teca, las células de la
granulosa y el ovocito. En el foliculo ovarico, la LH estimula las células de la teca para
producir androstenediona. En las células de la granulosa de los foliculos antrales pequefios,
la FSH estimula la sintesis de aromatasa que cataliza la conversion de androstenediona
derivada de teca en estradiol. Una concentracion critica de estradiol, producida a partir de
un gran foliculo antral dominante, provoca retroalimentacion positiva en el hipotalamo,

probablemente a traves del sistema de kisspeptina, lo que da como resultado un aumento en
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la secrecion de GnRH y un pico de LH. El pico de LH provoca el inicio del proceso de
ovulacion. Después de la ovulacién, el foliculo se transforma en el cuerpo luteo, que es
estimulado por LH o gonadotropina corionica (HGC) en caso de que ocurra un embarazo
para secretar progesterona. La progesterona prepara el endometrio para la implantacion. El
estradiol estimula la proliferacion del endometrio. El estradiol y la progesterona hacen que
el endometrio se diferencie en un epitelio secretor. Durante la fase lutea media del ciclo,
cuando la produccidn de progesterona esta en su punto maximo, el endometrio secretor esta
preparado de manera optima para la implantacion de un embrién (Barbieri RL. 2014; T.W.
Sadler. 2001).

Ovulacion

Si el ovocito sigue la linea de la fecundacion; justo antes de que ocurra la ovulacion se
completara la primera division meidtica y se forma el primer cuerpo polar, la segunda
division meidtica inicia inmediatamente después de la fertilizacion, pero se detiene en la
metafase. Un incremento masivo en la LH lleva al ovocito primario a completar la meiosis
I y a ingresar en el estadio pre-ovulatorio. Como siguiente evento da comienzo a la meiosis
Il y es detenido en metafase. La elevada concentracion de LH aumenta la actividad de
colagenasa y se produce la digestion de las fibras de colageno que rodean al foliculo. Los
niveles de prostaglandinas se elevan en respuesta al pico de LH y causan contracciones
musculares locales en la pared del ovario, ademds de la presion intra-folicular que se
desarrolla. Estas concentraciones expulsan al ovocito, junto con las cé€lulas de la granulosa
y flotan fuera del ovario del ovario; los évulos pueden permanecer viables por 10-15 horas
(T.W. Sadler. 2001).
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Figura 1. Diagrama de un ovario de mamifero, en el cual se han esquematizado los
estados progresivos del crecimiento y desarrollo folicular (D. Vantman. et al, 2010).

Conducta del apareamiento
Cabe sefialar que el contexto del ambiente en donde se observo esta conducta, fue un
ambiente controlado (con ciclos de luz/obscuridad de 12 horas, temperatura estable a 24°C

y libre acceso al alimento y agua).

La conducta sexual no se inicia en el cerebro como se creia y tampoco es una conducta
meramente hormonal, sino que es una cuestion de narices: depende de como se reciben en
el 6rgano olfativo las feromonas, esas sustancias quimicas producidas por las glandulas
sexuales de algunos animales para atraer a una posible pareja. Al menos, asi ocurre en las
ratas hembra y el 6rgano sensorial encargado de esto es llamado vomeronasal (OVN), esté
detecta las feromonas ajenas en numerosos vertebrados terrestres, esta detras de la actitud
femenina o de la masculina. En este punto es cuando el comportamiento cambia, cuando se

tiene una aceptacion y se lleva el ciclo de copula (Emily R. et al, 2007).
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Apareamiento
Un ciclo de copula se puede dividir en tres partes, la fase precopulatoria, la fase

copulatoria y la fase ejecutiva. Durante la fase precopulatoria, la rata macho y la hembra
receptiva (es decir, en celo hormonal o conductual) se dedicaran al olfateo anogenital. La
fase copulatoria posterior consiste en que la hembra atrae la atencion del macho con un
comportamiento paracopulatorio: saltos (saltos cortos con las cuatro piernas fuera del suelo)
y lanzamientos (movimientos cortos y repentinos de fuga, en los que presenta su cuerpo al
macho). En reaccion a estos movimientos, la rata macho intentara montar la hembra: se
monta a horcajadas sobre la hembra por detras y empuja sus caderas en un intento de
localizar la vagina con su pene. En el caso de la insercion del pene en la vagina, la rata macho
continlla empujando con un repentino empuje mas profundo. Luego desmonta a la hembra,
visible como un pequefio salto hacia atras, alejandose de la hembra, a veces levantando sus
patas delanteras en el proceso. Este comportamiento se reconoce como una intromision. La
estimulacion fisica provocada por los montajes y las intromisiones puede hacer que la
hembra arquee la espalda para facilitar la entrada vaginal, un fenémeno receptivo conocido
como lordosis. Estos comportamientos tienden a desarrollarse en rapida sucesion, solo para
ser interrumpidos por el aseo personal, el descanso y elritmo. Por la hembra
(comportamiento fugitivo). Finalmente, la eyaculacion constituye la fase ejecutiva para el
macho, a la que sigue un periodo de inactividad masculina, que suele durar alrededor de
5 min. El comienzo de un nuevo ciclo de comportamiento sexual marca el final del intervalo

posteyaculatorio (Roy H. et al, 2017).

Fecundacion

La fecundacion es el proceso por el cual dos células altamente diferenciadas, ovocito
y espermatozoide, con dotacién cromosOdmica haploide (n) van a interaccionar, unirse y
activarse mutuamente para dar lugar a un cigoto con dotacién cromosomica diploide (2n)
(Hunter, 1991). En la fecundacion se pueden diferenciar algunos fenémenos, tales como, A)
Penetracion en la corona radiada, en donde solo algunos de los espermatozoides son capaces
de fecundar al ovulo y los demds solo ayudaran a atravesar las barreras que protegen al

gameto femenino (T.W. Sadler. 2001). B) Activacion del ovocito; los cuales son
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metabodlicamente inactivos, pero mediante una serie de cambios morfolégicos y
bioquimicos, los conducen a una diferenciaciéon y formacioén de los nuevos individuos
(Yanagimachi, 1988). C) La activacion de los ovocitos da lugar a la liberacion hacia el
espacio perivitelino del contenido de los granulos corticales (GC), las enzimas hidroliticas y
glicoproteinas liberadas modifican las caracteristicas fisicoquimicas de la ZP de manera que
se impide la entrada de nuevos espermatozoides. D) Reanudacion de la meiosis, el ovocito
desencadena su activacion nuclear, a través del aumento intracelular de Ca2+. E) Cuando el
espermatozoide se encuentra dentro de cada ovocito, rompe su membrana nuclear. Se
produce la sustitucion de protaminas por histonas, la cromatina se descondensa y se forma
una nueva membrana nuclear. F) Una vez formados, los prontcleos de la hembra y el macho,
se desintegran sus membranas nucleares y sus cromosomas se asocian antes de efectuar la
primera division mitotica. G) Concentraciones crecientes de progesterona van a causar la
dilatacion del oviducto y, como resultado, el paso de los embriones hacia el ttero (Dziuk,
1985). H) Formacion del blastocisto Las células del trofoblasto tienen permeabilidad
selectiva, lo cual va a favorecer el transporte de sodio y agua que contribuira a la formacion
del blastocele; momento a partir del cual el embrién alcanza el estadio de blastocisto
(Borland, 1977). J) Implantacion de blastocisto El blastocito sale de la zona pelucida y se

establece en la mucosa uterina en un proceso llamado implantacion (Borland, 1977).

Transporte del ovocito

En un evento de prefiez se desencadenan procesos en el utero como el transporte del
ovocito esto inicia cuando el ovocito es liberado, es acogido por las fimbrias de las trompas
uterinas, en este evento las células epiteliales de las trompas aumentan el nimero de cilios y
también aumentan las contracciones del musculo liso. Durante la liberacion, las trompas se
acercan al ovario y los cilios ayudan a capturar el 6vulo, ya una vez en la trompa, el ovocito
se encuentra embebido en un liquido tubdrico producido por las células epiteliales de la

trompa (T.W. Sadler. 2001).
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Figura 2. El transporte del ovocito por el oviducto se produce por accion ciliar y las contracciones
musculares de sus paredes; permanece en la parte inferior de la ampolla donde se encuentra con el
esperma gracias a las contracciones ascendentes del istmo que ayudan a la progresion del esperma hasta
este lugar. Se produce la fecundacion y después el zigoto pasa rapidamente por el istmo hasta llegar a
los cuernos uterinos donde se produce la implantaciéon (T.W. Sadler. 2001).

Desarrollo embrionario
El desarrollo embrionario involucra una gran proliferacion y diferenciacion celular.

Luego de la fertilizacion del évulo y hasta el dia 4, los 6vulos comienzan a moverse hacia el
utero. En el dia 5, todos los 6vulos estan ya en el Gtero (Forcelledo, et al., 1981). Dicho
término de la migracién implica el comienzo del proceso de implantacién. Este proceso de
implantacion comienza en el dia 5, cuando la mayoria de los blastocitos pierden su zona
pellcida y por el dia 7 las células del trofoblasto estan en contacto intimo con el estroma
uterino (Dubin et al., 1979). El periodo de gastrulacion (del dia 8 al 9 en la rata) comprende
el desarrollo del disco germinal bilaminar (epiblasto e hipoblasto) a la formacion de una capa
primitiva trilaminar (ectodermo, mesodermo y endodermo) del embrién. Las estructuras
formadas durante este periodo comprenden la notocorda y la placa neural (dia gestacional

9). Al término del noveno dia una activa proliferacion celular en la zona ectodérmica caudal
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del embrién sufre un engrosamiento distinto, formando la linea primitiva que definira el eje
anteroposterior del embrion. Dentro de este proceso una ligera curvatura axial (Ilamada surco
primitivo) también se desarrolla. Posteriormente este eje comienza a rotar de una curvatura
dorsal concava a una convexa, donde la cola toma su posicion del lado derecho con respecto
al eje antero-posterior del cuerpo (Suckow et al., 2006). Desde el dia 9 al 10 de prefiez en la
rata, el embrion incrementa significativamente el nimero de somitas, se lleva a cabo la
rotacion axial, se visualiza el latido cardiaco ademas del cierre completo del tubo neural; del
dia 11 al dia 15 se encuentra la gestacion media y muy proximo el término de la
organogénesis (Edwards MJ. et al, 2003). Finalmente se lleva a cabo el Gltimo tercio de la
gestacion que va del dia 16 al 21.5 este engloba el término de la maduracién embrionaria,
en donde se ven fendbmenos como el incremento de masa del embrion y el termino de

maduracion de los organos (Celis E., 2014).

NuUmero de crias por camada
Las ratas son mamiferos muy proliferos, a lo cual colabora el hecho de que tengan un

periodo gestacional tan corto que va de los 22 a los 24 dias. Una hembra puede tener de 8 a
12 nidadas en un solo afio, y de cada una de ellas nacen alrededor de 8 a 12 ejemplares con
una media de 9 (Celis E., 2014).
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KISSPEPTINA MODULADOR DEL DESARROLLO SEXUAL

Kisspeptina

El gen Kissl fue descrito por primera vez en 1996 como un gen supresor de la
metastasis y su expresion en células tumorales no metastasicas de melanoma, su nombre es
compuesto por “ss” que significa “secuencia supresora” y el prefijo “Ki” para coincidir con
el famoso chocolate “KISS” dado que fue descubierto en Hershey, Pensilvania (Ohtaki, et
al, 2001). El gen se localiza en el cromosoma 1q32, con cuatro exones, de los cuales traduce
los dos ultimos y codifica a pre-pro-kisspeptina de 145 aminoacidos (Skorupskaite, et al,
2014) resultado de sus cortes proteolitico origina péptidos llamados kps de tamafno de 54,

14, 13 y 10 aminoacidos. En 2001 el receptor GPR54 y sus variables, AXOR12, hOT7T173
y HHS, ahora llamados KISS1R se vincularon con los productos del gen Kiss1 (Tng, 2015).

Mecanismo de accion de la kisspeptina

El receptor KISS1R estd ligado a una proteina Gq. Se expresa ampliamente por el cuerpo,
ademds de varias regiones del cerebro; en placenta, pancreas, rifion, etc... es parte
fundamental del eje hipotalamo-hip6fisis-ovario ya que es quien activa a GnRH para iniciar
la pubertad y la vida reproductiva de un sujeto adulto (Muir A., et al, 2001 y Liu X, et al,
2008).

La unidén de kisspeptina a el receptor KISS1R activa a una proteina Gq dependiente de
GTP, que desplaza su subunidad a para activar a fosfolipasa C (PLC), al activarla estimula
la transformacioén de PIP; en IP;3 y diacilglicerol (DAG). La presencia de IP3 produce el
aumento en los niveles de Ca*? intracelular, favoreciendo la salida de Ca* desde el RS hacia
el citoplasma (Clarke, et al, 2015) (figura 4). Como consecuencia del aumento de Ca™
bloquea los canales de K de la membrana, impidiendo la entrada al citoplasma produciendo
una despolarizacion de la membrana celular que genera un potencial de accion que activa a
las neuronas GnRH y a nivel local la secrecion de hormonas (Pinilla, et al, 2012; TNg, et al,

2015 & Hu KL, et al, 2019).
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Figura 3. Modelo mediado por Kkisspeptina, se une a GPR54 activando su proteina Gq para

aumentar los niveles intracelulares de Ca*%. (Hu KL, et al. 2019).

Kisspeptina durante la preiiez de los mamiferos
Recientemente se ha demostrado que el sistema kisspeptina-kisslR es fundamental

para el desarrollo reproductivo normal (Dhillo, et al, 2006); lo que nos lleva a un nuevo
campo de estudio del sistema Kisspeptina-Kiss1R y poder decir que no solo esta presente en
el eje HHO y en el inicio de la pubertad, sino que desemperia un papel en el embarazo, puesto
que al inicio del embarazo los niveles de kisspeptina tienen un aumento considerable debido
a que el mayor productor de la kisspeptina que se encuentra en suero, son las células
trofoblasticas ubicadas en la placenta (Kotani m, 2001; Bilban m , 2004) (Horikoshi, et al,
2003); lo que se relaciona con una actividad placentaria (Dhillo, et al, 2006) y coincide con
la regulacion de la invasion del trofoblasto (Staun-Ram, et al, 2004) asi mismo se han
asociado bajos niveles de kisspeptina en suero con el aumento de riesgo de aborto en el
primer trimestre de embarazo (Jayasena CN, 2014 y Sullivan-Pyke ¢ 2018) conforme el

embarazo avanza la kisspeptina sigue presente ya que en la etapa final del primer trimestre
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se encuentra en el sincitiotrofloblasto (Bilban, et al, 2004), pasado el primer trimestre de
gestacion los niveles de Kisspeptina y su receptor disminuyen gradualmente durante la
maduracion placentaria y kisspeptina no es detectable en el embrion (Terao, et al, 2004) y
reaparece el sistema Kkisspeptina en el trabajo de parto especificamente a nivel
placentario (Torricelli et al . 2008) para suprimir la angiogénesis al disminuir el factor de
crecimiento endotelial vascular e inhibir crecimientos placentarios anormales (Saadeldin
im, 2012).

Kisspeptina: modulador del inicio de la pubertad en mamiferos

La kisspeptina estimula la secrecion de gonadotrofinas por activacion de su receptor en
neuronas GnRH hipotalamicas, y aunque no hay pruebas inequivocas que demuestren
contacto sinaptico directo entre sus neuronas, el bloqueo con acyline (antagonista GnRH) en
ratas, ratones y primates impide el aumento de LH y FSH asociado con la administracion

central o periférica de kisspeptinasl (Julieta C, et al, 2011).

Actualmente se sabe que Kisspeptina modula el inicio de la pubertad, mediante la
activacion de neuronas GnRHérgicas en hipotdlamo. Promoviendo la liberacion de la
hormona liberadora de Gonadotropinas (GnRH). Ademads de estimular la secrecion de LH

(Messager, et al, 2005)

La secrecion de GnRH se encuentra regulada por esteroides sexuales, pero las
neuronas GnRH no expresan receptor estrogenico alfa (ERa) ni receptor androgénico (AR)
(Smith, et al, 2005). Kisspeptina tiene un efecto sobre el nucleo arcuato el cual se traduce
como un feedback negativo sobre los esteroides gonadales en el eje HHO y sobre el nucleo
anteroventral periventricular (AVPV) se vincula al feedback positivo de los estrégenos y es
responsable del pico de LH preovulatorio (Hameed S & Dhilo WS., et al, 2001; Calé, ef al,
2011).
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Kisspeptina y pubertad

Para iniciar debemos dejar claro que conforme a los datos experimentales arrojados el
unico péptido de la familia kisspeptina con la mejor actividad biologica es el péptido
kisspeptina-10. Dado que fue el inico que logré activar la liberacion de Ca** intracelular,
ademas, es el mas conservado a lo largo de las especies (Bilban M. 2004). Kisspeptina ejerce
su efecto a través de la activacion del receptor GPR54, el que estd acoplado a proteina G

(Lee JH. 1996).

El inicio de la pubertad es gatillado por la activacion de neuronas cerebrales que
producen GnRH e inducen la liberacion hipofisaria de LH y FSH para el despertar gonadal.
Durante muchos afios, en el intento de hallar el verdadero inicio del eje gonadal, se
investigaron neuropéptidos cerebrales como el neuropéptido Y (NPY), el acido gamma-
aminobutirico (GABA) y la leptina. Estas investigaciones solo sumaron ambigiiedad hasta

la aparicion de las kisspeptinas.

La inyeccion cronica intermitente de kisspeptina induce la pubertad en ratas inmaduras
y en monos Rhesus, lo que sugiere que la activacion de GPR54 es aparentemente suficiente

para gatillar la liberacion de GnRH puberal (Julieta C, ef al, 2011).

Antagonista del receptor KissIR: Sal de Kisspeptina-234 trifluoroacetato (p-234)
Kisspeptin-234 es un péptido sintético con potente actividad antagonista en KISS1IR y
compite directamente en el sitio de union de Kisspeptina-10. Kisspeptina-234 es el primer

antagonista informado para el sistema de sefializacion kisspeptina / KISS1R.
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JUSTIFICACION

Durante los recambios celulares aterinos que se dan a lo largo del embarazo
diversos factores que coadyuvan al inicio, desarrollo y término de la gestacion. Entre
estos reguladores tenemos a los factores hormonales como el estradiol y la
progesterona, asi como el 0xido nitrico y la inervacion simpatica y parasimpatica.
Sin embargo, actualmente existe una molécula, llamada Kisspeptina que a través de
su receptor Kiss1R favorece el inicio de la pubertad en el hipotadlamo, también se
tienen indicios de esta sustancia a nivel periférico en eventos como la gestacion. Por
lo cual, proponemos que la Kisspeptina por medio de su receptor KisslR puede

regular el desarrollo del Gtero y modular la gestacion de ratas Wistar prefiadas.

A través, del estudio de la Kisspeptina y su receptor Kiss1R, podremos saber
cémo es la expresion del receptor durante diferentes edades gestacionales (0, 5, 10,
15 y al parto). Ayudandonos a recabar méas informacion sobre la regulacion del
sistema Kisspeptinergico. Para evaluar nuestra investigacion bloguearemos al
receptor Kiss1R con el antagonista de Kisspeptina (P-234) que sera administrado via
dorsal e “in situ” previo a la copula en ratas Wistar. Evaluando asi el efecto
histolégico de bloquear el receptor Kiss1R en el Utero de ratas gestantes. El
resultado obtenido, nos ayudara entender mas sobre el sistema Kisspeptina/KISS1R

a nivel periférico, su antagonista P-234 y su relevancia en la gestacion.

HIPOTESIS

La administracion del antagonista de kisspeptina modifica el desarrollo celular

de las capas del utero de ratas Wistar gestantes.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar el desarrollo uterino durante las edades gestacionales 0, 5, 10, 15 y al parto

en ratas Wistar.
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OBJETIVOS PARTICULARES

1. Conocer los grosores del endometrio, miometrio y perimetrio durante las edades
gestacionales (EG) 0, 5, 10, 15 y post-parto en ratas Wistar intactas y en el caso de los grupos

administrados con antagonista de Kisspeptina conocer dichos grosores a la edad post-parto.

2. Cuantificar el nimero de glandulas uterinas durante las edades gestacionales (EG) 0,
5, 10, 15 y post-parto en ratas Wistar intactas y cuantificar el nimero de glandulas

uterinas a la edad post-parto en ratas administradas con antagonista de Kisspeptina.

METODOLOGIA

Diagrama de trabajo
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En este trabajo usamos 28 ratas hembras Wistar, provenientes del Bioterio Claude
Bernard, las cuales se mantuvieron en ciclos continuos de luz/obscuridad, 12/12 horas con
acceso libre de agua y alimento, la rata es sexualmente activa entre los 45 y 60 dias después
de su nacimiento. Se recibieron con un peso de 90-100g a una edad correspondiente en
promedio de 45 dias de nacidas. Se monitorearon diariamente para registrar el peso, con el
objetivo de llegar hasta el peso de 250g correspondiente con una edad promedio de 90-120
dias, de acuerdo, a la literatura (F.J. Benavides, et al, 2003) a esta edad y peso, las ratas son
sexualmente activas y pueden entrar en prefiez. Cuando las ratas llegaron a los 200g, se inici6
el monitoreo del ciclo estral, mediante un raspado vaginal y posteriormente la realizacion de
un frotis, el cual fue tefiido con la técnica rapida de Hematoxilina & Eosina (més adelante
se detalla). Con ello, evaluamos las fases del ciclo estral, (estro, diestro, proestro y
metaestro). Lo cual nos permiti6 conocer, si las ratas son ciclicas estralmente hablando. Para
posteriormente someterlas a copula con el macho, cuando llegaron a los 250g y determinar
bajo un raspado vaginal la presencia de esperma y de este modo determinar las edades

gestacionales.

Dividimos nuestro trabajo en dos grupos, un grupo control y un grupo con

administracion farmacologica.

Grupo control: Una vez cumplidos los requerimientos de edad y peso de la
rata, esta sostuvo ciclo estrales estables, por tanto, se sometieron a copula, donde un
grupo de ratas (n=4) fueron puestas junto al macho, seguido de esto se monitoreo
con frotis vaginales para la observacion de esperma, de ser observado se cuenta
como el dia 0 y se calculan las demés edades gestacionales (5, 10, 15 y Post-parto).
Se formaron 5 grupos cada uno con n=4, los cuales se dividieron en las edades
gestacionales EGO, EG5, EG10, EG15 y Post-parto.

Grupo con administracion farmacoldgica: Grupos a edad gestacional post-

parto, con administracion farmacoldgica (dorsal n=4 e “in situ” n=4).

Grupo con administracion dorsal: Llegado el peso y edad ideal de la rata, esta
presento ciclos estrales estables, este grupo de ratas (n=4), se sometieron a una

administracion dorsal por encima de la ubicacion anatomica en donde se encuentran
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las vértebras (L2 y L4) en este lugar se administro el antagonista de kisspeptina a
una concentracion de 1nM y a una dosis (1mL/Kg) la cual se administré cada 48

horas, esto por 5 veces.

Grupo con administracion “in situ”: Llegado el peso y edad ideal de la rata, esta
presento ciclo estrales estables, por tanto este grupo de ratas (n=4) se sometio a
cirugia, los sujetos recibieron una dosis de ketamina/xilacina (2mL/Kg) para
sedacion, se efectud una incision de aproximadamente 1 cm en la piel del dorso por
encima de la ubicacidn anatémica de los ovarios, se separd la piel del musculo con
ayuda de las tijeras tipo Slender, sobre el musculo se hizo también una incisién y
se expuso el ovario y la parte proximal del cuerno uterino, usando una jeringa para
insulina de 1mL se procedio a la administracion del antagonista de kisspeptina sobre
ambos cuernos del Gtero a una concentracion de 1nM y una dosis de (ImL/Kg). Los
sujetos que se sometieron a cirugia se supervisaron hasta el cierre completo de la
incision.

Posteriormente ambos grupos se sometieron a copula y mediante un raspado
vaginal se determind la presencia de esperma y asi se pudo apreciar lo que fuese el
inicio de la prefiez y el dia de parto, si es que este ultimo existiera, dada la actividad

del antagonista de kisspeptina.

Citologia vaginal

El muestreo vaginal se llevo a cabo cada 24 horas por tiempo indefinido, puesto que

se busca observar una regularidad en las distintas fases del ciclo estral; el muestreo se realiz6

en horario matutino.

Para la toma de muestra se utilizO6 un asa bacterioldgica calibrada; previamente

esterilizada, se introdujo en la vagina y con movimientos suaves y circulares se tomo la

muestra de las paredes vaginales, esta muestra se depositdé en un portaobjeto que

anteriormente se le coloco una pequena gota de solucion salina isotonica (S.S.I), la muestra

se extendid y posteriormente se fijo con calor.
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Tincion rapida hematoxilina y eosina

Después de que la muestra se fijo, se llevo a cabo una tincion rapida de hematoxilina

y eosina.

Las muestras se introdujeron en un vaso de coplin que contiene hematoxilina y se dejo
reposar por 4 minutos posteriormente en un siguiente vaso de coplin que contiene eosina se
dejo reposar por 3 minutos, terminado esto las muestras se observaron al microscopio y se

evaluaron bajo los criterios de Long y Evans.

Sacrificio y obtencion de uteros

Se realiz6 al dia de parto o a la edad gestacional asignada; el sacrificio de los sujetos
se efectu6 por medio de una camara de CO,, posteriormente se hizo una perfusion
intracardiaca y se introdujo solucion salina isotonica (100 mL), minutos después se procedio
con la administracion de solucion con paraformaldehido al 4% (100mL). Se diseccion6 de
forma ventral para obtener el ttero, registrar el peso del mismo y colocarlos en solucion con
paraformaldehido 4%, posteriormente se deshidrataron e incluyeron en parafina para

después obtener cortes histologicos.

Inclusién en parafina
La inclusion es el proceso por el cual se incrementa la dureza y consistencia del tejido

para permitir su corte. La sustancia habitualmente utilizada en este proceso es la parafina. El
reto consiste en sustituir el agua que hay en el interior y exterior de las células por parafina.
La forma mas sencilla es usar un molde en el que se vierte la parafina y en el que se introduce
la muestra procesada y se deja enfriar para que el conjunto se solidifique y asi obtener un

bloque listo para un corte histoldgico.

Cortes histoldgicos
Una vez incluido el material y realizados los bloques se puede pasar a obtener los

cortes. En principio requiere una temperatura del medio que oscile entre los 18 y 20 grados,
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después los bloques se enfriaron en barras de hielo para que la parafina tenga una
temperatura Optima que permita obtener cortes histoldgicos de calidad; el bloque se coloco
en el micrétomo de cuchilla deslizante Leica® SR2010R el cual esta calibrado para hacer
cortes de 5um de grosor, posteriormente se obtuvieron los cortes histologicos y se
depositaron en un bafio maria para remover el exceso de parafina y para una mejor extension
de los tejidos seguido de esto los tejidos se pescaron en portaobjetos y se dejaron secar por
5 minutos, después se colocaron en una plancha que se encontraba a 38° C esto con el fin de

fijar el tejido al portaobjetos y éste quede listo.

Tincion de hematoxilina & eosina (H&E)

De los bloques de parafina que contienen inmerso los cuernos uterinos se obtuvieron
cortes transversales de Sum de grosor en donde se aprecien las diferentes capas que
conforman el ttero, usando un micrétomo Leica® SR2010R las condiciones para realizar
los cortes histologicos, es un previo enfriamiento de los bloques de parafina, también una
temperatura del medio que oscile entre los 18 y 20 grados, esto para que los cortes
histologicos mantengan su forma ya que altas temperaturas afectan el estado de la parafina.

Posterior se procede a la tincion de H&E con los siguientes tiempos:

10 en xilol

" en xilol

" Alcohol- xilol 1:1

" Alcohol 100%

" Alcohol 96%

" agua destilada

" hematoxilina

Bafios en Agua destilada

A e G e
A= DD N D0

Diferenciar con alcohol acido
Virar con solucién saturada de carbonato de litio
3’ eosina
2" alcohol 96%
2" alcohol 100%
10" xilol

—_ —
— O

—_—
Eal el
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15. Cubrir con resina sintética y colocar cubre objetos
16. Colocar en platina caliente (45-50 ° C) para evaporar xilol y se adhiera la resina

Analisis morfometrico de cortes histologicos

Se utilizaron cortes histologicos de 5 um de espesor obtenidos a intervalos de 100 pum
que incluyeron al Gtero completo, los cuales fueron desparafinados, hidratados y tefiidos con
hematoxilina-eosina. Los cortes se analizaron con un microscopio de campo claro. De cada
laminilla se observaron siete campos fotografiados con el objetivo 40X para la evaluacion
del epitelio basal del endometrio y con el objetivo de 20X el grosor de la capa cerosa,

muscular y de tejido conectivo.

Conteo Y anadlisis estadistico

Las mediciones se realizaron con el software Image J (NIH) el cual se calibro en pm
por pixel con ayuda de una imagen de patrén, usando la funcion de andlisis de datos por
pixel se obtiene la longitud de cada tejido, las mediciones obtenidas se procesaron en hoja
de célculo. Para el calculo o medicién del grosor del endometrio, miometrio, perimetrio,
glandulas endometriales, los datos se sometieron a una prueba de ANOVA de una via,
seguida de U de Mann-Witney. Comparando los valores de dos grupos y considerandose

diferentes cuando *p <0.05.
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RESULTADOS

Andlisis de la morfologia de las capas uterinas a diferentes edades gestacionales por
tincion de hematoxilina y eosina.
Realizamos un andlisis cuantitativo del grosor de las capas uterinas de ratas gestantes

a las edades 0, 5, 10, 15 en comparativa con ratas post-parto todas estas sin administracion
farmacoldgica. Por otro lado, también se analizaron las capas uterinas de ratas administradas
con antagonista de kisspeptina via dorsal e “in sitfu” versus ratas post-parto intactas. De cuyo
analisis se estudio el efecto post-término del antagonista de kisspeptina sobre el desarrollo

uterino de ratas Wistar.

La evaluacion estadistica, se dividid6 con forme a las capas uterinas, perimetrio,

miometrio, endometrio y epitelio basal.

POST-P
INSITU

MIOMETRIO PERIMETRIO

ENDOMETRIO

EPITELIO BASAL

Figura 5. El panel de imagenes de H&E muestra el desarrollo progresivo de las capas uterinas de rata
Wistar en sus edades gestacionales G0 (Al, BI, CI, DI), G5 (All, BII, CII, DIII), G10 (AIIl, BIII, CIII,
DIID), G15 (ALV, BIV, CIV, DIV), y post-parto en ratas intactas (AV, BV, CV, DV); administradas con
antagonista de kisspeptina via dorsal (AVI, BVI, CVI, DVI); administradas via in situ (AVII, BVII, CVII,
DVII). Imagenes tomadas con un objetivo de 10X en microscopio de campo claro. En Al a AV se muestra
el desarrollo temporal del perimetro durante la gestacién hasta llegar a el parto; en AVI, también
postparto, se muestra el efecto de la administracién del antagonista de kisspeptina via dorsal en el
perimetro y en AVII muestra el efecto con la administracion ir siru. En BI a BV se muestra el desarrollo
temporal del miometrio durante la gestacion hasta llegar a el parto; en BVI, también postparto, se
muestra el efecto de la administracién del antagonista de kisspeptina via dorsal en el miometrio y en
BVII muestra el efecto con la administracién in situ. En CI a CV se muestra el desarrollo temporal del
endometrio durante la gestacion hasta llegar a el parto; en CVI, también postparto, se muestra el efecto
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de la administracién del antagonista de kisspeptina via dorsal en el endometrio y en CVII muestra el
efecto con la administracion in situ. . En DI a DV se muestra el desarrollo temporal del epitelio durante
la gestacion hasta llegar a el parto; en DVI, también postparto, se muestra el efecto de la administracion
del antagonista de kisspeptina via dorsal en el epitelio basal y en DVII muestra el efecto con la
administracion in situ.

Dicho esto, abordaremos los resultados arrojados de la primera capa externa uterina
evaluada (perimetrio), en donde se obtuvieron graficas una que mostraron el grosor del
perimetrio a diferentes edades gestacionales (GO, G5, G10, G15 y Posp-parto) y la otra el
grosor del perimetrio post-parto con administracion de antagonista de kisspeptina a una
concentracion de 1nM y a una dosis (ImL/Kg), via dorsal e "in situ" con respecto a la

distribucion normal del grupo post-parto intacto.

39



Perimetrio, evaluacion morfométrica durante el curso de la prefiez en ratas Wistar
intactas y comparativa del post-parto en ratas intactas y las administradas con antagonista
de kisspeptina.

Figura 6. EI grosor del perimetrio presento las siguientes mediciones: Uteros en edades
G0 91.21 pm + 2.18 e.s.m., G5 99.33 ym = 2.78 e.s.m., G10 83.48 pm + 1.9 e.s.m., G15
110.27 pm + 2.66 e.s.m. * vs GO y post-parto 158.61 pm + 2.46 e.s.m.* vs GO; n=4 para
todos los grupos. Se aplico un analisis de varianza ANOVA para un solo factor *p<0.05
seguida U de Mann-Witney.

GROSOR DEL PERIMETRIO DIFERENTES EDADES
GESTACIONALES

1 Gestacion 0 (G0)
3 Gestacién 5 (G5)

180 k

160

= Gestacion 10 (G10)
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B Gestacion 15 (G15)
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- Post-parto

100
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80

60

LONGITUD EN MICRAS

40

20

G-0 G-5 G-10 G-15 POST-P

Figura 6. Comportamiento del perimetrio durante la gestacion de ratas Wistar intactas, divididos
aleatoriamente en grupos n=4, gestacion 0= gestacién 55, gestacién 105, gestacion 158 y post-parto™
Se aplicd prueba estadistica ANOVA para un solo factor *p<0.05 seguida U de Mann-Witney.
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Figura 7. El grosor del perimetrio de los grupos administrados via in situ y dorsal vs
post-parto intactas presento las siguientes mediciones: post-parto intactas 158.61 um + 2.46
e.s.m., post-parto administradas con antagonista del receptor Kiss1R (p-234) 1nM via dorsal
59.46 pm £ 4.20 e.s.m.* vs post-parto intactas y post-parto administrados con antagonista
del receptor Kiss1R (p-234) 1nM via in situ 80.43 um + 2.23 e.s.m.* vs post-parto intactas;
n=4 para todos los grupos. Se aplico un analisis de varianza ANOVA para un solo factor
*p<0.05 seguida U de Mann-Witney.

POST-P
IN SITU

GROSOR DEL PERIMETRIO POST-PARTO CON ADMINISTRACION DE
ANTAGONISTA DE KISSPEPTINA, VIA DORSAL E "IN SITU"
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Figura 7. Comportamiento del perimetrio post-parto en ratas intactas y administradas via dorsal e “in
situ” con p234. Post-parto intactas™ post-parto con administracion de antagonista de kisspeptina via
dorsal=, post-parto con administracién de antagonista de Kisspeptina via “in situ”™ . Se aplico prueba
estadistica ANOVA para un solo factor *p<0.05 seguida U de Mann-Witney.
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Miometrio, evaluacion morfométrica durante el curso de la prefiez en ratas Wistar intactas
y comparativa del post-parto en ratas intactas y las administradas con antagonista de
Kisspeptina.

Figura 8. El grosor del miometrio presento las siguientes mediciones: Gteros en edades
GO0 121.93 pm % 3.53 e.s.m., G5 103.34 pm + 2.13 e.s.m., G10 112.59 pm + 3.58 e.s.m.,
G15 114.60 pm = 3.60 e.s.m. * vs GO y post-parto 236.98 um + 3.76 e.s.m.* vs GO; n=4
para todos los grupos. Se aplico un analisis de varianza ANOVA para un solo factor *p<0.05
seguida U de Mann-Witney.

i
-
&

oY

oo}

GROSOR DEL MIOMETRIO DIFERENTES EDADES

GESTACIONALES
1 Gestacion 0 (GO0)

300 _
3 Gestacion 5 (G5)
* .
= Gestacion 10 (G10)
250
B Gestacion 15 (G15)
(%]
< 500 -Post-pano
=
=
2
W 150
o
=)
E s
2 —
=1 100
—
50
0
G-0 G-5 G-10 G-15 POST-P

Figura 8. Comportamiento del miometrio durante la gestacion de ratas Wistar intactas. Gestacional 05
gestacional 55 gestacional 10® gestacional 15™y post-parto™  Se aplicé prueba estadistica ANOVA
para un solo factor *p<0.05 seguida U de Mann-Witney.
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Figura 9. El grosor del miometrio de los grupos administrados via in situ y dorsal vs
post-parto intactas presento las siguientes mediciones: post-parto intactas 236.98 um + 3.76
e.s.m., post-parto administradas con antagonista del receptor Kiss1lR (p-234) 1nM dorsal
82.92 um + 5.86 e.s.m. * vs post-parto intactas y post-parto administrados con antagonista
del receptor Kiss1lR (p-234) 1nM in situ 121.22 um * 4.24 e.s.m. * vs post-parto intactas;
n=4 para todos los grupos. Se aplicd un analisis de varianza ANOVA para un solo factor
*p<0.05 seguida U de Mann-Witney.
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Figura 9. Comportamiento del miometrio post-parto en ratas intactas y administradas via dorsal e “in
situ” con p234. Post-parto intactas= post-parto con administracion de antagonista de kisspeptina via
dorsal = post-parto con administracion de antagonista de kisspeptina via “in situ”™ Se aplicé prueba
estadistica ANOVA para un solo factor *p<0.05 seguida U de Mann-Witney.
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Endometrio, evaluacion morfométrica durante el curso de la prefiez en ratas Wistar
intactas y comparativa del post-parto en ratas intactas y las administradas con antagonista
de kisspeptina.

Figura 10. El grosor del endometrio presento las siguientes mediciones: Uteros en
edades GO 486.5 um + 11.62 e.s.m., G5 459.69 um * 11.14 e.s.m., G10 356.66 pum + 10.55
e.s.m., G15 186.32 um + 5.29 e.s.m. * vs GO y post-parto 149.63 pm = 4.98 e.s.m. * GO;
n=4 para todos los grupos. Se aplicd un analisis de varianza ANOVA para un solo factor
*p<0.05 seguida U de Mann-Witney.
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Figura 10. Comportamiento del endometrio durante la gestacion de ratas Wistar intactas, gestacional 0=
gestacional 5= gestacional 10™gestacional 15 post-parto™ Se aplico prueba estadistica ANOVA para
un solo factor *p<0.05 seguida U de Mann-Witney.
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Figura 11. El Grosor del endometrio de los grupos administrados via in situ y dorsal
VS post-parto intactas presento las siguientes mediciones: post-parto intactas 149.63 um +
4.98 e.s.m., post-parto administrados con antagonista del receptor Kiss1R (p-234) 1nM via
dorsal 322.43 pm + 22.79 e.s.m. * vs post-parto intactas y post-parto administrados con
antagonista del receptor Kiss1R (p-234) 1nM via in situ 269.74 um £ 12.9 e.s.m. * vs post-
parto intactas; n=4 para todos los grupos. Se aplic6 un anélisis de varianza ANOVA para un
solo factor *p<0.05 seguida U de Mann-Witney.
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Figura 11. Comportamiento del endometrio post-parto en ratas intactas y administradas via dorsal e “in
situ” con p234. Post-parto intacto,= post-parto con administracion de antagonista de kisspeptina via
dorsal = post-parto con administracion de antagonista de kisspeptina via “in situ”.m Se aplicé prueba

estadistica ANOVA para un solo factor *p<0.05 seguida U de Mann-Witney.
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Epitelio luminal, evaluacion morfométrica durante el curso de la prefiez en ratas Wistar
intactas y comparativa del post-parto en ratas intactas y las administradas con antagonista
de kisspeptina.

Figura 12. El grosor del epitelio luminal presento las siguientes mediciones: Gteros en
edades G0 29.13 um + 0.45e.s.m., G5 16.13 um £ 0.25 e.s.m., G10 14.87 um £ 0.26 e.s.m.,
G1514.56 pm £ 0.29 e.s.m. * vs GO y post-parto 36.24 pm £ 1.09 e.s.m. * vs GO; n=4 para
todos los grupos. Se aplico un analisis de varianza ANOVA para un solo factor *p<0.05
seguida U de Mann-Witney.
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Figura 12. Comportamiento del epitelio luminal durante la gestacion de ratas Wistar intactas,
gestacional 0™ gestacional 5~ gestacional 10™gestacional 15™y post-parto™Se aplicé prueba estadistica
ANOVA para un solo factor *p<0.05 seguida U de Mann-Witney.
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Figura 13. El grosor del epitelio luminal de los grupos administrados via in situ y dorsal
VS post- parto intactas presento las siguientes mediciones: post-parto intactas 36.24 um =
1.09 e.s.m., post-parto administrados con antagonista del receptor Kiss1R (p-234) 1nM via
dorsal 20.15 pm + 1.42 e.s.m. * vs post-parto intactas y post-parto administrados con
antagonista del receptor Kiss1R (p-234) 1nM via in situ 16.96 um + 0.27 e.s.m. * vs post-
parto intactas; n=4 para todos los grupos. Se aplic6 un anélisis de varianza ANOVA para un
solo factor *p<0.05 seguida U de Mann-Witney.
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Figura 13. Comportamiento del epitelio luminal post-parto en ratas intactas y administradas via dorsal
e “in situ” con p234. Post-parto intactas,= post-parto con administracion de antagonista de kisspeptina
via dorsal™ post-parto con administracion de antagonista de kisspeptina via “in situ”™ Se aplico
prueba estadistica ANOVA para un solo factor *p<0.05 seguida U de Mann-Witney.



Glandulas uterinas, conteo durante el curso de la prefiez en ratas Wistar intactas y
comparativa del post-parto en ratas intactas y las administradas con antagonista de
Kisspeptina.

Figura 14. El nimero de glandulas uterinas presento los siguientes datos: Uteros en
edades GO 5.1 £1.04 e.s.m., G56.25 + 1.38 e.s.m., G10 8.75 + 1.65 e.s.m., G152.2 £ 0.79
e.s.m. * vs GO y post-parto 0 = 0 e.s.m. * vs GO; n=4 para todos los grupos. Se aplicé un
analisis de varianza ANOVA para un solo factor *p<0.05 seguida U de Mann-Witney.
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Figura 14. Conteo de glandulas endometriales durante la gestacién de ratas Wistar intactas, gestacional
0= gestacional 5= gestacional 10= gestacional 15™Se aplicd prueba estadistica ANOVA para un solo
factor *p<0.05 seguida U de Mann-Witney.
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Figura 15. El nimero de glandulas uterinas presento los siguientes datos, grupos
administrados via in situ y dorsal vs post-parto intactas: post-parto intactas 0 + 0 e.s.m., post-
parto administradas con antagonista del receptor Kiss1R (p-234) 1nM via dorsal 4.45 + 1.28
e.s.m. * vs post-parto intactas y post-parto administradas con antagonista del receptor
KisslR (p-234) 1nM viain situ 1.2 + 0.5 e.s.m. * vs post-parto intactas; n=4 para todos los
grupos. Se aplico un analisis de varianza ANOVA para un solo factor *p<0.05 seguida U de
Mann-Witney.

PROMEDIO DE GLANDULAS UTERINAS DEL ENDOMETRIO
POST-PARTO, INTACTAS Y CON ADMINISTRACION DE
ANTAGONISTA DE KISSPEPTINA, VIA DORSAL E "IN SITU"

7 **
6 *
CdPost-parto intacto

9> = Post-parto
35 administracion dorsal
=
Z4 B Post-parto
= Saad TS E L]
(C) administracion “in situ
a
o 3
x
w
3
2 ) *

1

0

POST-P POST-P KISS DORSAL POST-P KISS IN SITU

Figura 15. Conteo de glandulas endometriales post-parto en ratas intactas y administradas via dorsal e
“in situ” con p234. Post-parto intactas, =3 post-parto con administracion de antagonista de kisspeptina
via dorsal=post-parto con administracion de antagonista de kisspeptina via “in situ ™ Se aplico prueba
estadistica ANOVA para un solo factor *p<0.05 seguida U de Mann-Witney.

49



DISCUSION

En la ultima década, estudios emergentes han encontrado que a nivel
hipotalamico la kisspeptina (Kissl) y su receptor (Kiss1R) es el detonante para la
liberacion de GnRH, indispensable en la reproduccion de mamiferos, incluida la
secrecion de gonadotropinas y el inicio de la pubertad (Roa et al., 2008; Pinilla et
al., 2012; Hu KL et al., 2017).

Kisspeptina ha sido evaluada y se ha observado que tiene acciones extra
hipotaldmicas, como lo es la modulacion del desarrollo ovarico. (Ohtaki et al., 2001,
Arai et al., 2005; Castellano et al., 2012). Por lo cual, su estudio en los Uteros de ratas

Wistar gravidas es de interés para nuestro grupo de investigacion.

En el presente trabajo usamos al antagonista p234 para bloquear al receptor
Kiss1R y poder evaluar el papel del sistema Kisspeptina/KISS1R en el desarrollo
celular de las capas del Utero de las ratas Wistar gestantes.

En la figura No. 10 vemos el comportamiento del endometrio de las ratas Wistar en
el curso natural de la gestacion a las edades gestacionales GO, G5, G10, G15 y Post-
P. Entre las edades gestacionales GO a G10 se da la mayor actividad del endometrio
lo que nos indica que durante este lapso el endometrio realiza procesos de nutricion
y desarrollo; a la edad gestacional 15 (G15) la actividad endometrial se ve
disminuida puesto que su funcién ha sido sustituida por la placenta por ultimo a la
edad Post-P el endometrio se encuentra en su estado basal. Estos resultados tienen

relacién con lo descrito por; Gray etal., 2001.

En lo concierne a los resultados obtenidos de los grupos Post-P administrados
via dorsal e “in situ” con p234 versus Post-P intactas, figura No.11 el grupo Post-P
intacto; muestra un grosor basal del endometrio mientras que los grupos
administrados via dorsal e “in situ” muestran un grosor endometrial incrementado
esto a pesar de que ambos grupos jaméas entraron en proceso gestante; lo que nos

lleva a sostener que el presente trabajo demuestra que p234 si bloguea el sistema
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Kisspeptina/KisslR hallado en endometrio impidiendo su participacién en el
proceso de implantacion; esto nos conduce a plantear la siguiente pregunta, ¢Si p234
bloquea al sistema Kisspeptina/Kiss1R que enzimas y proteinas reguladas por el
sistema Kisspeptina/Kiss1R dejan de participar en el proceso de implantacion, de
ser asi a que se debe el aumento en el grosor del endometrio de los grupos
administrados via dorsal ¢ “in situ”? el sistema Kisspeptina/Kiss1R promueve la
adhesion embrionaria y la decidualizacion mediante la regulacién positiva de las
moléculas de adhesion celular y LIF (factor inhibidor de la leucemia) y mediante
regulacion negativa inhibe la invasion del trofoblasto bajo la regulacion de MMPs
(metaloproteinasas de matriz) asi mismo regula a la baja VEGFA (Factor de
crecimiento endotelial vascular A) impidiendo la angiogénesis; por ende, si el
sistema Kisspeptina/Kiss1lR se ve bloqueado dichos procesos se presentan sin
regulacién alguna, por tanto inferimos una invasion trofoblasticas temprana que es
insostenible y una angiogénesis temprana, fuera de lugar que es inviable. Con
respecto a la regulacion positiva de las moléculas de adhesion celular, estas no se
expresan en el epitelio luminal cuando el sistema Kisspeptinergico es bloqueado,
sin embargo, si se da un reconocimiento del epitelio luminal por parte del producto
ya que nuevos estudios sefialan que el trofoblasto en su superficie expresa moléculas
de adhesion celular, pero este reconocimiento es breve e insostenible ya que el
epitelio luminal no reconoce al producto. Con relacién a la segunda parte de la
pregunta el acontecimiento esta muy relacionado al proceso de decidualizacion ya
que independientemente del bloqueo del sistema Kisspeptina/Kiss1R que a su vez
resulta en una falta de regulacion sobre LIF, esto no impide que vias de sefializacién
ajenas al sistema Kisspeptinergico se lleven a cabo, ejemplo de esto, son las vias de
sefializacion de estradiol y progesterona en endometrio de roedores con mutaciones
en el sistema Kisspeptina/Kiss1lR. Tomando en cuenta lo antes mencionado y
resaltando que progesterona esta involucrada en el desarrollo celular del endometrio

estariamos frente a una conjetura muy acertada; cabe sefialar que progesterona solo
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se ha relacionado con el desarrollo endometrial pero no con la funcionalidad del
mismo.; estos resultados se correlacionan con lo expuesto por Calder et al., 2014;

Matsumoto H, 2017; Hu KL etal., 2019.

Glandulas uterinas figura No. 14 células estrechamente relacionadas con el
endometrio ya que se encuentran inmersas en este tejido, el endometrio a través de
las glandulas uterinas realiza el proceso de nutricion del producto el cual se lleva a
cabo en la primera mitad de la gestacion (GO, G5, G10), a la edad gestacional 10
(G10) las glandulas uterinas alcanzan su punto maximo en nimero y a su vez en
actividad; para luego disminuir el nimero de glandulas y su funcién para la edad
gestacional 15 (G15) ya que en este punto la placenta suple su actividad y por ultimo
a la edad Post-P el nimero de glandulas uterinas se reduce a 0 puesto que hasta el
dia del parto la nutricién y desarrollo del producto depende enteramente de la
placenta; este comportamiento es observado en la figura No. 14 coincide con lo
descrito por Spencer TE, 2004; Spencer TE, 2014; Spencer TE etal., 20109.

La informacion obtenida de los grupos Post-P intacto versus los grupos
administrados via dorsal e “in situ” con p234; figura No.15, el grupo post-parto
intacto muestra un conteo nulo de glandulas uterinas al final del parto mientras que
los grupos administrados via dorsal e “in Situ” muestran un conteo elevado de
glandulas uterinas en la etapa post-parto lo que nos lleva a plantear que p234 no
impide el desarrollo de glandulas uterinas, por tanto podemos decir que el
comportamiento observado en la figura No.15 se atribuye a una sefializacién
independiente del sistema Kisspeptina/Kiss1R. Este resultado concuerda con lo
expuesto por Gray CA etal., 2001; Kelleher AM et al., 2018.

Epitelio luminal figura No. 12 a pesar de observarse histolégicamente como
una capa uterina independiente esto no es asi ya que dicha capa forma parte del
endometrio, es el tejido mas préximo a la luz uterina; sin embargo, podriamos
Ilamarla subcapa puesto que el epitelio luminal cumple con funciones muy
especificas a pesar de formar parte del endometrio. En el proceso gestante normal

el epitelio luminal (LE) es la puerta de entrada transitoria para el producto; a la edad
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gestacional 0 (GO) unas horas después del coito exitoso el LE se prepara y sufre
cambios celulares (Ej., modificacion de adhesividad) es por ello que en la figura No.
12 la actividad de LE a la edad GO se ve aumentada, para la edad gestacional 5 (G5)
el producto se encuentra implantado superficialmente en epitelio luminal,
nuevamente esto concuerda con lo mostrado en la figura No. 12 dado que a partir
de la edad gestacional 5 (G5) hasta la edad gestacional 15 (G15) el grosor del LE se
ve disminuido y con un espesor constante debido a que su participacion y
funcionalidad es nula, hasta la edad post-parto en donde se observa un aumento
subito de LE lo cual se atribuye a un comportamiento en los roedores Ilamado estro
post-parto, todo lo mencionado anteriormente concuerda con lo descrito por Ye X
etal., 2020.

En la figura No.13 del grupo Post-P intacto versus los grupos administrados
via dorsal e “in situ” con p234, se nota un grosor incrementado en el grupo Post-P
intacto comportamiento descrito anteriormente, en el caso de los grupos
administrados con p234 se observa un grosor disminuido en los dos grupos esto
indica el antagonismo de p234 sobre sistema Kisspeptina/Kiss1R que a su vez afecta
directamente el desarrollo celular del epitelio luminal, también impide la expresién
de las moléculas adhesion celular ubicadas en él LE dado que la actividad de dichas
moléculas es controlado por el sistema Kisspeptina/Kiss1R; este resultado es afin a
lo descrito por Hu KL etal., 2019; Matsumoto H, 2017.

Partiendo de lo descrito hasta ahora sobre endometrio, glandulas uterinas y
epitelio luminal y afianzando por estudios previos que precisan el hallazgo y
actividad del sistema Kisspeptina/Kiss1R en estos tejidos, es importante sefialar que
administracion produjo mejores resultados en cuanto al bloqueo de p234 sobre el
sistema Kisspeptina/Kiss1R. Este estudio indica que la administracion “in situ”
reflejo un mejor blogueo sobre el sistema Kisspeptina/Kiss1R, lo que nos lleva a
sugerir que dada la administracion en la luz uterina de ratas Wistar potencialmente
fértiles y con ciclos estrales estables y tomando en cuenta que p234 es el péptido

con mayor afinidad sobre los receptores Kiss1R por lo cual estamos frente a un
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péptido capaz de unirse a los receptores KisslR con una afinidad similar a
Kisspeptina, receptores encontrados en epitelio luminal y endometrio induciendo el

bloqueo y anulando la actividad del sistema Kisspeptina/Kiss1R.

Mientras que una posible explicacion sobre la baja eficacia de la
administracion dorsal es que la aplicacion del péptido p234 se realiz6 por encima
de la ubicacion anatomica en donde se encuentran las fracciones espinales (L2 y L4)
las cuales inervan a dérganos sexuales y especificamente en el caso del Gtero al
miometrio el cual recibe la inervacion simpatica, parasimpatica y sensorial, dicha
capa muscular que hasta el momento no se ha reportado evidencia que la relacione
con el sistema Kisspeptina/Kiss1R, lo que nos lleva a colegir que la ineficiencia del
péptido p234 es por concentrarse en una capa uterina con pocos o nulos receptores

y alcanzando tejidos uterinos afines ya con una menor concentracion peptidica.

Figura No. 8 miometrio capa muscular del Utero que en entre las edades GO-
G15 su grosor se mantiene estable y uniforme, hasta que llega el dia del parto en
donde esta capa entra en funcidn desarrollando procesos de tension (acortamiento y
elongacion) a lo que llamamos comunmente como contraccion uterina, esto
coincide con lo observado en la figura No. 8 a la edad Post-P, ya que el sacrificio
de la rata se llevo a cabo horas después del parto en donde se observa un grosor de
miometrio aumentado. En el caso del grupo Post-P intacto versus los grupos
administrados con p234 via dorsal e “in situ” figura No.9 se nota un grupo Post-P
intacto con un miometrio engrosado mientras que se observan los dos grupos
administrados con p234 con un miometrio disminuido, en este punto no podemos
atribuir especificamente la accion local o el antagonismo de p234 en miometrio
puesto que hasta el momento no se ha reportado evidencia que relacione el
desarrollo del miometrio con el sistema Kisspeptina/Kiss1R, lo que nos lleva a
inferir que el comportamiento del miometrio es consecuente de la actividad de capas
internas; Cao Y etal., 2019.

Por ultimo hablaremos de la capa mas externa del utero, figura No. 6 vemos

el comportamiento del perimetrio de las ratas Wistar a las edades gestacionales GO,
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G5, G10, G15 y Post-P. Entre las edades GO a G15 no hay cambios celulares del
perimetrio, lo cual nos indica que durante este proceso el perimetrio no tienen un
papel importante en desarrollo de la prefiez. Sin embargo, a la edad Post-P ha
incrementado su actividad celular, esto puede ser debido a un estro Post-P en donde
se inicia una remodelacion celular del Gtero y el perimetrio debe apoyar al
miometrio y al endometrio, también inicia procesos de lubricacion del Gtero en caso
de existir coito post parto. Estos resultados estan en correlacion con lo reportado
por J. Benavides et al., 2004 sobre la conducta post parto de los roedores. En lo que
respecta al grupo Post-P intacto versus los grupos administrados con p234 via dorsal
e “in situ” figura No. 7 se percibe un grupo Post-P intacto con un aumento en el
grosor del perimetrio mientras que se observan los dos grupos administrados con
p234 con un perimetrio disminuido en grosor, este comportamiento no se puede
atribuir a la accién local o el antagonismo de p234 en perimetrio dado que esta capa
uterina comparte el mismo caso que el miometrio puesto que no se ha reportado
evidencia que relacione el desarrollo  del perimetrio con el sistema
Kisspeptina/KisslR, lo que nos lleva a deducir que el comportamiento del

perimetrio esta sujeto a la actividad de capas uterinas internas.
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CONCLUSION

Se estudio el desarrollo de las capas uterinas durante las diferentes edades
gestacionales en ratas Wistar intactas y en el caso de los grupos administrados con
antagonista de Kisspeptina se logro conocer dicho desarrollo a la edad post-parto, tambien
se consiguid cuantificar el numero de glandulas uterinas durante las diferentes edades
gestacionales en ratas Wistar intactas y en el caso de los grupos administrados con
antagonista de Kisspeptina se realizo dicho conteo a la edad post-parto; notando asi que el
sistema Kisspeptina/KISS1R juega un papel importante en el Gtero y esto es evidente cuando
dicho sistema es inhibido por el antagonista p234, donde nuestro estudio proporciona
evidencia de los efectos sobre el grosor de los tejidos cuando la participacion de sistema
kisspeptinergico a nivel local es inhibida; ademés plantea que el sistema
Kisspeptina/KISS1R extra hipotalamico, contribuye a las funciones reguladoras de la

fertilidad y que esta no recae solo en el eje HHO.

Sugiriendo futuros analisis sobre el sistema Kisspeptina/KISS1IR en tejidos
relacionados con la reproduccién, donde una comprension integral de la expresion, funcion
y mecanismos potenciales en el sistema reproductor contribuird al diagndstico, tratamiento
y prevencion de enfermedades reproductivas; por otro lado, también sugerimos futuros

analisis enfocados a p234 para poder considerarlo un anticonceptivo no hormonal.
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