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Resumen

La maduracién del utero en los mamiferos se da en el periodo posnatal en donde se
establece el crecimiento y la morfogénesis propia del 6rgano. En el desarrollo uterino
posnatal ocurre la organizacion y estratificacion del estroma endometrial, la diferenciacion
y crecimiento del miometrio y el desarrollo de glandulas endometriales o adenogénesis.
Estos eventos estan regulados por diferentes factores de crecimiento y hormonas como el
estradiol y la prolactina. Recientemente se ha descrito que el receptor Kisslr (GPR54) y sus
ligandos las kisspeptinas tienen funciones importantes en el tracto reproductor femenino. En
los ovarios es un promotor de la foliculogénesis y la esteroidogénesis, mientras que a nivel
uterino se ha implicado en la implantacion del embrién y la adenogénesis por lo que es
importante conocer su papel sobre el desarrollo uterino. Por otro lado, se ha disefiado un
antagonista del receptor KISS1R el p-234, que a nivel hipotalamico suprime la liberacion de
GnRH, sin embargo, se desconoce cudl es su interaccién molecular con el KISS1R. Por lo
que el objetivo de este trabajo fue conocer la participacion del Kisslr en el Utero de ratas
Wistar puberales, mediante la administracion in situ del p-234, asi como estudiar con un
docking molecular la interaccion del p-234-KISS1R en un modelo de membrana epitelial.
Usamos 4 grupos (n=5), Control, Vehiculo, p-234 1 nM y p-234 10 nM. La evaluacion
morfométrica uterina se realizd mediante técnicas histologicas a la primera apertura vaginal
(PAV) y utilizando la técnica de inmunohistoquimica se evalud la expresion de Kisslr. El
modelado por homologia del KISS1R y sus ligandos, asi como el docking molecular se
realiz6 en la plataforma Schrodinger.

En el analisis morfométrico se observo que en los grupos p-234 1 nM y 10 nM hubo una
disminucion del numero de glandulas uterinas y del grosor del endometrio, miometrio y
perimetrio del Utero respecto al grupo Control y Vehiculo. El receptor Kisslr se localizé en
el endometrio y el miometrio. Ademas, en el grupo p-234 1 nM hubo un retaso de la PAV.
Por otro lado, con el docking molecular se determiné que el p-234 y las kisspeptinas tienen
el mismo bolsillo de unién y la energia de union para p-234 es menor respecto a Kp-10 y
mayor respecto a las demas kisspeptinas. Por lo que el antagonismo de p-234 es efectivo
teniendo un efecto negativo en el desarrollo uterino de nuestras ratas.



1 INTRODUCCION

El dGtero es un 6rgano fundamental para la reproduccion en mamiferos. EI desarrollo
y diferenciacion uterina ocurre en el periodo posnatal. Un evento caracteristico de la
maduracion uterina es la adenogenesis en donde se ve involucrados diferentes factores de
crecimiento y hormonas como el estradiol y la prolactina (Spencer et al., 2005). Actualmente,
se han propuesto nuevos moduladores para los érganos involucrados en la reproduccion,
entre los que destacan el receptor Kisslr (GPR54). En el hipotalamo el receptor Kisslr es un
importante modulador de la secrecion de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH)
y por lo tanto del eje hipotalamo-hipofisis-ovarios (HHO). La expresion de Kisslr también
ha sido encontrada en otros 6rganos del HHO como en los ovarios, e interesantemente
también en el utero. En los ovarios se estudia su participacion en la funcion ovarica y en el
utero su funcion en la implantacién del embrion y adenogénesis (Pinilla et al., 2012; Cao, et
al 2018; Trevisan et al., 2018). En los siguientes parrafos se describe al sistema Kiss1/Kiss1r
y su funcion en la reproduccién de los mamiferos. La nomenclatura utilizada para hacer
referencia al sistema kisspeptidérgico es la propuesta por Gottsch et al (2009) donde sugiere
utilizar KISS1 y KISS1R (Kisspeptina y su receptor, respectivamente) para referirse a
humanos, mientras que utiliza Kiss1 y Kisslr (de manera semejante a la anterior) para el caso

de roedores y especies no humanas.

1.1 Desarrollo posnatal uterino en mamiferos
En los mamiferos el desarrollo y diferenciacion de la mayoria de los érganos del tracto

reproductivo femenino se completan durante el periodo fetal, sin embargo, en el caso del
utero se da en el periodo posnatal (Spencer et al., 2005; Kelleher et al., 2019). Hablando
acerca del Utero, durante la etapa prenatal, se diferencia de los conductos millerianos y consta
de un epitelio tubular central rodeado de mesénquima indiferenciado al nacer (Cooke et al.,
2013).

Durante el desarrollo posnatal uterino se establece la histoarquitectura tejido-especifica,
en donde se establece el crecimiento y la morfogénesis radial que dan lugar a la histologia
tisular uterina: el endometrio, miometrio y el perimetrio (Gray et al., 2001). Dentro de los

eventos del desarrollo uterino estan la organizacion y estratificacion del estroma endometrial



orientado radialmente, la diferenciacion y crecimiento del miometrio que consta de dos capas
de musculo liso circular interno y longitudinal externo y el desarrollo de glandulas
endometriales o adenogénesis (Cooke et al., 2013; Kelleher et al., 2019). EI momento en el
que ocurren estos eventos de desarrollo difiere entre especies y refleja diferencias en la
madurez uterina al nacer (Kelleher et al., 2019). En los roedores el utero presenta un epitelio
simple mesenquimatoso indiferenciado y sin glandulas endometriales al nacimiento y la
diferenciacion y desarrollo maximo ocurre durante las dos primeras semanas de vida. En el
caso de las ovejas sucede algo similar ya que el tero no se encuentra totalmente desarrollado
al nacimiento (Spencer et al., 2012; Kelleher et al., 2019). Mientras que en los humanos el
utero al momento del nacimiento se asemeja al de un adulto, si bien es menos desarrollado
ya existe la presencia de glandulas endometriales, aunque son escasas y superficiales
(Spencer et al., 2012). La adenogénesis también ocurre en periodos diferentes, siendo que en
el humano esta se inicia en el feto y se completa al alcanzar la pubertad, mientras que en
roedores y ovejas es principalmente en el pedido posnatal y finaliza antes de la pubertad
(Gray et al., 2001)

1.1.1 Desarrollo posnatal uterino en roedores
En los roedores el desarrollo y diferenciacion uterina depende de interacciones

epiteliales-mesenquimatosas para el control local y la coordinacion de los comportamientos
celulares, incluidos el movimiento, la diferenciacion y la proliferacion (Gray et al., 2001).
Estudios en roedores indican que el mesénquima uterino dirige y especifica patrones del
desarrollo posnatal, mientras que el epitelio es necesario para la organizacion del estroma
endometrial y la diferenciacion miometrial. La diferenciacion celular se completa dos
semanas después del nacimiento y esta mediada por factores de crecimiento y por cambios
en la composicion y distribucion de los componentes de la matriz extracelular en donde
intervienen los glicosaminoglicanos y las metaloproteinasas de matriz (Gray et al., 2001,
Spencer et al., 2005).

En los roedores el utero es bicorne (Figura 1a), histolégicamente consta de epitelio
luminal que es un epitelio columnar simple rodeado de células estromales que contienen
glandulas revestidas por epitelio glandular es decir epitelio cuboidal simple (Gray et al.,

2001; Cooke et al., 2013). El endometrio contiene glandulas con pocas ramificaciones y
2



enrollamientos en comparacion con las glandulas del utero humano o de animales
domésticos. Rodeando al endometrio hay capas circulares internas y longitudinales externas
del musculo liso que forman parte del miometrio (Figura 1b) (Spencer et al., 2005, Cooke et
al., 2013, Kelleher et al., 2019).
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Figura 1. Diagrama de la morfologia y patrén radial del desarrollo posnatal en roedores. a) Diagrama frontal
de Gtero bicorne de roedores. b) Diagrama de corte longitudinal del Gtero que muestra el patrén radial
caracteristico del Gtero, las lineas curvas en el endometrio denotan las glandulas endometriales (Tomado de
Cooke et al., 2013).

1.1.2 Desarrollo de glandulas uterinas
La adenogenesis o desarrollo de glandulas uterinas es un evento caracteristico de la

maduracion uterina posnatal e implica el nacimiento de glandulas del epitelio luminal y una
proliferacion celular en estas estructuras a medida que crecen en el estroma circundante, en
donde se alargan y maduran (Gray et al., 2001; Cooke et al., 2013 ).

La adenogénesis esta regulada por factores intrinsecos y extrinsecos, dentro de los
primeros se encuentran las interacciones célula-célula, los factores de crecimiento
involucrados en la regulacion de la proliferacion y diferenciacion celular como el FGF-7,
FGF-10, HGF, IGF-I. Los factores extrinsecos son aquellos que se originan en otros 6rganos
como los estrogenos gque son producidos en los ovarios y la prolactina producida en la
hipdfisis (Gray et al., 2001; Spencer et al., 2005; Kelleher et al., 2019).

La adenogénesis se inicia por la diferenciacion del epitelio glandular a partir del epitelio
luminal. Las glandulas nacientes se alargan en el estroma y luego se enrollan y se ramifican
ligeramente a medida que se desarrollan a través del estroma hacia la capa circular interna
del miometrio. En roedores al nacer (dia postnatal 0; PO) no hay brotes de glandulas presentes

(Figura 2). Las invaginaciones epiteliales en forma de brote y lagrima son evidentes entre P7



y P9 y forman tubos alargados en P14. En P21, la histoarquitectura del Utero se parece a la
del adulto, con glandulas enrolladas y ligeramente ramificadas (Kelleher et al., 2019).

El proceso de adenogénesis antes del P10 es independiente de los estrdgenos
provenientes de los ovarios, entre P10 y P14 los estrogenos estan involucrados en el
crecimiento uterino no asi de la adenogénesis, sin embargo, en el Gtero adulto son un
mitdgeno primario para el epitelio uterino (Spencer et al., 2005; Kelleher et al., 2019).

Un nuevo participante en el desarrollo uterino es el péptido Kisspeptina y su receptor

Kiss1R del cual se hablara mas adelante.
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Figura 2. Desarrollo de las glandulas uterinas de ratona antes de la pubertad. a) Im&genes de campo oscuro del
epitelio uterino aislado antes del posnatal 5, P5 y durante la génesis y gemacion de las glandulas del epitelio
luminal (indicado con el asterisco). b) Descripcion general de la morfogénesis de la glandula uterina basada en
la edad posnatal, la histologia y las fases de la adenogénesis en ratdn. (Tomado y modificado de Kelleher et al.,
2019).

1.2 Sistema Kiss1/Kisslr
Existen varios receptores que regulan el desarrollo celular en el Utero, como lo son: los

recetores a estrégeno y progesterona, como previamente se describié. Sin embargo, nuevas
moléculas y sus receptores podrian intervenir en este proceso. Por lo cual, no es de extrafar

que Kissl y su receptor pueda estar involucrados en este proceso.



En 1996, la Kissl fue descubierta como producto del gen Kissl, capaz de suprimir la
metastasis (Lee et al., 1996). Kissl proviene de una proteina mas grande llamada
preprokisspeptina (145 aminoacidos). La preprokisspeptina sufre escisiones proteoliticas que
dan lugar a fragmentos mas cortos de 54, 14, 13y 10 aminoé&cidos (Figura 3); dichos péptidos
son conocidos como Kisspeptinas (Kotani et al., 2001). Las Kisspeptinas o también llamadas
generalmente Kiss1, comparten una secuencia central en el extremo C-terminal, que conserva
10 aminoacidos terminales con un motivo Arg-Phe-NHa, esenciales para la activacion del
receptor Kiss1R (Pasquier et al., 2014; Pinilla et al., 2012).

En 1999 se describid el receptor Kiss1lr como un receptor huérfano acoplado a proteina
G, el cual fue identificado por homologia de secuencia a partir del cerebro de rata (Lee et al.,
1999). En 2001, cuatro grupos independientes identificaron a Kissl como agonista del
receptor Kiss1R (Clements et al., 2001; Kotani et al., 2001; Muir et al., 2001 y Ohtaki et al.,
2001). Los estudios hechos por estos grupos mostraron que la Kisspeptina generaba la
movilizacion de Ca?" intracelular, hecho que sugeria que el receptor Kiss1R estaba acoplado
a proteina Gg/11 (Millar & Babwah, 2015).

| 191120 65| |68 121] 124 145
Oﬁ Kp-54 @
Amino-terminal 108 121 Carboxi-terminal

Kp-14
109 121
Kp-13
112 121
Kp-10

Figura 3. Diagrama del origen y longitud de las kisspeptinas. El péptido sefial se encuentra entre las posiciones 1-19,
mientras que el primer sitio de corte se da en las posiciones 65 y 67 y el segundo entre las posiciones 121-124,
dando lugar a la regién central de Kp-54 0 a Kp-14, Kp-13, Kp-10. (Tomado y modificado de Tng, 2015).

Es importante destacar que el sistema Kisspeptidérgico se ha localizado en 6rganos
periféricos, abriendo nuevas puertas de investigacién y de su uso. Algunos érganos que
presentan al sistema Kisspeptidérgico son, el higado, el pancreas, el intestino, la placenta, la
medula espinal, los testiculos, los ovarios y el Gtero. La funcion del sistema Kiss1/Kiss1R en
estos Organos aun no esta bien determinada y se sigue estudiando (Kauffman et al., 2007,
Trevisan et al., 2018). Sin embargo, se propone que, en el pancreas, el sistema Kiss1/Kiss1lr
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participa en la secrecion de insulina estimulada por glucosa (1zzi-Engbeaya et al., 2019).
Mientras que, este sistema es estudiado en el cancer como supresor de la metéastasis,

migracion e invasion celular (Oakley et al., 2009).

1.2.1 Sistema Kiss1/Kiss1R en el Gtero
La presencia de Kissl o Kiss1R ha sido poco descrita en el Utero. Los Uteros de ratones

hembra KO a Kiss1 antes de la pubertad tienen la morfologia tipica de un animal normal, sin
embargo, el Gtero adulto es mas pequefio y filiforme (D’ Anglemont et al., 2007). Algo similar
ocurrio en aquellos ratones hembra KO a Kisslr que también mostraron cuernos uterinos
hipoplésicos.

En el Gtero humano la expresion de KISS1/KISS1R es principalmente en las células
epiteliales del endometrio (Cejudo Roman et al., 2012). En la ratona prefiada se da en el
epitelio luminal y glandular, fendmenos que se han relacionado con la progresiéon de la
decidualizacion de las células estromales del Utero (Zhang et al., 2014). Ademas de que en
el Gtero de la ratona ovariectomizada la expresion del ARNm de Kissl fue regulada
positivamente después del tratamiento con estradiol planteando asi que la sefializacion
Kiss1/Kislr en Utero puede ser regulada por el estradiol (Zhang et al., 2014). En ratonas KO
a Kissl el factor inhibidor de la leucemia (Lif), importante para la implantacion, tiene una
expresion baja sugiriendo que kisspeptina regula la expresion de Lif en las células del dtero
(Calder et al., 2014).

En estudios realizados por Ledn et al., (2016) mostraron que en ratonas KO a Kissl o0 a
Kiss1r hubo una pérdida del 97% de glandulas endometriales y una reduccion del 81% en el
crecimiento uterino en el adulto. El tratamiento con estradiol o la reactivacion de las neuronas
GnRHeérgicas reestablecié completamente el crecimiento uterino, pero la adenogénesis solo
en 25%. Por otro lado, en animales con expresion de Kisslr solo en 6rganos periféricos si
bien hay una reduccion de la adenogenesis y crecimiento uterino, son menores que los
observados en los ratones KO a Kiss1 o Kisslr; proponiendo asi que el sistema Kiss1/Kiss1R
debe ser un importante regulador de la adenogénesis y el crecimiento uterino en ratonas

adultas (Figura 4).
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Figura 4. Esquema de la sefializacion central y periférica de Kiss1/Kisslr. La sefalizacion periférica del sistema
Kiss1/Kiss1r potencia el desarrollo de las glandulas endometriales en la ratona. (Tomado y modificado de Ledn
et al., 2016).

1.2.2 Bioquimica del receptor Kiss1R
En humanos el receptor KISS1R es una proteina transmembranal de 398 amino&cidos

en los ratones de 396 y en las ratas de 395 aminoacidos. Los receptores a kisspeptina de rata
y humanos tienen un 85% de homologia, mientras que en los dominios transmembranales
llega a 98%, entre el raton y el ser humano, el porcentaje de homologia es de 82% (Kirby et
al., 2010).

El receptor Kiss1R pertenece a la familia de los receptores acoplados a proteinas G
(GPCR) de tipo rodopsina clase A. Estd compuesto por un dominio N-terminal extracelular
de aproximadamente 50 aminoéacidos, seguido por siete hélices transmembranales y termina
con un dominio citoplasmico C-terminal de aproximadamente 70 aminoacidos. Las 7 hélices
transmembranales estan conectadas por tres asas extracelulares y tres asas citoplasmaticas
(Bianco & Kaiser, 2013; Pasquier et al., 2014).

El receptor KissIR esta acoplado a proteina G de la clase Ga g1, Y SU activacion por
Kissl en las neuronas GnRH activa la sefializacion intracelular de la fosfolipasa C y la
hidrolisis de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) en diacilglicerol (DAG) e inositol-1,4,5-



trifosfato (IP3). La posterior union de IP3 a sus receptores en el reticulo endoplasmico
provocan una liberacién Ca?* intracelular promoviendo la despolarizacion de la membrana
neuronal y la secrecién de GnRH (Pinilla et al., 2012; Trevisan et al., 2018).

Por otra parte, el DAG activa la PKC que induce la fosforilacion de las proteinas
quinasas activadas p38 y las quinasas 1 y 2 reguladas por sefiales extracelulares (ERK1 y
ERK?2) involucradas en la proliferacion celular (Huma et al., 2013). La activacion de Kiss1R
recluta arrestina-1 y arrestina-f2, que también modulan, de manera opuesta, la sefializacion
del receptor; mientras que la arrestina-p1 disminuye la fosforilacion de ERK mediada por
Kiss1R la arrestina-B2 la aumenta (Figura 5) (Pinilla et al., 2012).

Figura 5. Via de sefializacién del receptor Kiss1r. EI dominio C-terminal se une a las subunidades cataliticas y
reguladoras de PLC y activa las vias de sefializacion dependientes del calcio y MAPK p38, ERK1 y ERK2.
PLC: Fosfolipasa C, PKC: Proteina quinasa C, DAG: Diacilglicerol, PIP2: fosfatidilinositol 4,5-bifosfato, IP3:
inositol-1,4,5-trifosfato, RE: Reticulo endoplasmico, GDP: Guanosin difosfato, GTP: Guanosin trifosfato,
ATP: Adenosin trifosfato (Tomado y modificado de Pinilla et al.2012).

1.2.3 Antagonista del receptor Kisslr (p-234)
Una herramienta farmacoldgica para poder estudiar al Kiss1r es el p-234. El p-234 es un

péptido sintético que tiene siete residuos conservados de Kp-10 y tres sustituciones Tyrl por
D-Ala, Ser5 por Gly y Leu8 por D-Trp ([(D)-AJINWNGFG[(D)-W]RF) (Figura 6), con
especificidad para Kisslr, posee una afinidad de 2.7 nM y se ha observado que es capaz de
inhibir la liberacidn de Fosfato inositol (IP) y antagonizar la liberacién intracelular de calcio.

En machos castrados, la administracion de 1nmol del p-234 a los 0, 60 y 120 min reduce los



niveles séricos de LH; ademas suprime la liberacion de GnRH. (Roseweir et al., 2009). A
pesar de que es una molécula comprobada por su efectividad como antagonista, no se conoce

la manera en la que interactia con el receptor Kisslr.

Figura 6. Estructura quimica de p-234 (PubChem CID 90488890)

1.3 GPCR y modelado de proteinas por homologia

Los GPCR son la familia mas grande de receptores transmembranales y son importantes
objetivos farmacolo6gicos. En el humano se han identificado 826, sin embargo, representan
un gran desafio al momento de su expresion purificacion y cristalizacion por lo que existe
una baja cantidad de estructuras de alta resolucidn resueltas, de las distintas familias solo se
han resuelto las estructuras cristalinas de 21 (Wu et al., 2017). Por lo que una estrategia del
estudio in silico para la construccion de modelos 3D de proteinas es el modelado por
homologia.

El modelado de proteinas por homologia es un método de prediccion computacional para
determinar la estructura tridimensional (3D) de una proteina a partir su secuencia de
aminoacidos (Jin, 2006). Se basa en que la secuencia primaria de la proteina posee la
informacidén de la estructura terciaria o cuaternaria, por lo tanto, primero se determina la

similitud (~30% de identidad de secuencia) entre la secuencia de una proteina de estructura
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conocida (plantilla) y una proteina problema. Si la secuencia de aminoacidos es similar se

supone que la estructura terciaria también lo ser&. El proceso de modelado consiste en los

siguientes pasos:

1)

2)

3)

4)

Identificacion y seleccion de plantillas: La secuencia problema se utiliza para la

identificacion de estructuras de plantilla en PBD (https://www.rcsb.org/) o

herramientas de busqueda de alineacion como las bases de datos de NCBI 'y UniProt
(http://www.uniprot.org/). Cuanta més similitud de secuencia haya entre la proteina

problemay la proteina plantilla, mejor seré la calidad del modelo generado. También
se deben considerar otros factores como la similitud filogenética, factores
ambientales como el pH, el tipo de solvente y la existencia de ligando unido ya que
tiene un papel para garantizar las condiciones 0ptimas en la construccion de una
estructura precisa (Jin, 2006; Muhammed & Aki-Yalcin, 2019).

Alineacion de las secuencias: La alineacion asigna a cada uno de los aminoacidos
de la proteina problema el correspondiente en la secuencia plantilla. Frecuentemente
aparecen en las secuencias inserciones o deleciones, debido a que no habré
aminoéacidos que se correspondan entre ambas secuencias. Dicho alineamiento puede
realizarse de a pares o de forma multiple, donde varias secuencias son alineadas de
forma simultanea con el fin de identificar regiones conservadas, predecir sitios
funcionales o realizar anélisis filogenéticos (Cavassoto & Palomba, 2015;
Muhammed & Aki-Yalcin, 2019).

Construcciéon del modelo: ElI modelo puede construirse a partir de una Unica
plantilla (single-template) o a partir de varias (multiple-template). En el primer caso
el programa construye el modelo al cumplir con las restricciones provenientes de la
estructura de la plantilla segun la alineacién. Estas restricciones estan determinadas
por restricciones estereoquimicas sobre la longitud de enlace, el angulo de enlace,
los angulos diédricos y las distancias de contacto de van der Waals. En el segundo
caso la proteina problema es dividida en varios segmentos y diferentes moldes son
utilizados para modelar cada uno de ellos (Cavassoto & Palomba, 2015; Muhammed
& Aki-Yalcin, 2019).

Optimizacion del modelo: La optimizacion del modelo comienza con una

minimizacion o reduccion de energia utilizando campos de fuerza de mecénica
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molecular. En cada minimizacion de energia se eliminan algunos errores grandes,
pero pueden introducirse otros dependiendo del método utilizado (Muhammed &
Aki-Yalcin, 2019).

5) Validacion del modelo: El andlisis de la estereoquimica del modelo es un requisito
béasico. Este analisis se realiza con parametros como la longitud de enlace, el angulo

de torsién y el angulo de rotacion (Muhammed & Aki-Yalcin, 2019).

1.4 Docking Molecular

Una herramienta para el estudio de proteinas es el acoplamiento molecular (docking)
en donde se utilizan herramientas computacionales para estudiar los complejos formados por
la interaccion entre ligando-receptor que pueden generarse en los procesos celulares. El
docking molecular se realiza a partir de la estructura 3D de las moléculas individuales y asi
obtener el complejo ligando-receptor (Padilla & Rojo, 2002; Ballon & Grados, 2019).

El acoplamiento molecular emplea dos algoritmos. EI primero de muestreo o busqueda
que predice las configuraciones o conformaciones estructurales (poses) que el ligando puede
asumir dentro de un dominio o sitio activo en la proteina de interés, y el segundo tiene una
funcién de puntuacién que predice las energias de union entre el ligando y el receptor para
cada una de las configuraciones establecidas por el primer algoritmo. Posteriormente todas
las configuraciones de unién del ligando y su receptor son clasificadas de acuerdo con sus
energias de union (Ferreira et al., 2015; Ballon & Grados, 2019).

Los programas de acoplamiento molecular utilizan funciones de puntuacién para
estimar la energia de union de los complejos ligando-receptor predichas La variacion de
energia, que ocurre por la formacion de la estructura ligando-receptor, estd dada por la
constante de union (Kq) y la energia libre de Gibbs (AGL) (Ferreira et al., 2015).
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2 JUSTIFICACION

El sistema Kissl/Kisslr tiene funciones importantes en la reproduccion; a nivel
hipotalamico la sefializacion de Kiss1/Kiss1r desencadena la liberacion de GnRH activando
al eje HHO. La activacién de este eje en los ovarios desencadena la foliculogénesis, la
ovulacion y la sintesis de progesterona y estradiol, este ltimo es de interés a nivel uterino ya
que es un promotor de la adenogénesis evento necesario para el desarrollo celular uterino,
ademés que regula la secrecion de GnRH mediante la sefializacion hacia las neuronas
kisspeptidérgicas (Popa et al., 2008; Oakley et al., 2009; Gray et al., 2001).

Por otra parte, a nivel periférico el sistema Kiss1/Kisslr también tiene importancia en el
tracto reproductor femenino. En los ovarios participa en la foliculogénesis, la ovulacién y la
esteroidogénesis, mientras que en Gtero participa en el proceso de la decidualizacion, (Hu et
al., 2018; Trevisan et al., 2018; Cao et al., 2019).

El conocimiento del sistema Kiss1/Kisslr en ovario y Utero se ha profundizado en los
ultimos afios de manera importante, sin embargo, estos estudios han sido realizados en ratas
adultas, modelos KO a Kissl o Kisslr y han servido para establecer su participacion los
procesos antes mencionados. Mientras que, en edades previas a la adulta, el papel de
Kiss1/Kisslr es poco conocido, por lo cual en este trabajo se busca conocer la participacion
que tiene el receptor Kisslr en el desarrollo celular uterino mediante el uso de un antagonista
especifico para Kisslr, el p-234, ademas del estudio de un modelo in silico como el docking
molecular de la interaccion KISS1R-p-234 y su relacion con el complejo KISS1R-

Kisspeptinas que hasta el momento se desconoce.
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3  HIPOTESIS

El receptor Kiss1lr promueve el desarrollo uterino de ratas Wistar puberales.

4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Estudiar la participacion del receptor Kisslr en el desarrollo del Utero de ratas Wistar a la
edad puberal.

4.2 Objetivos especificos

1. Estudiar in sillico la interaccion del receptor Kisslr con el antagonista p-234.

2. Determinar la distribucion de los receptores Kisslr en las células del Utero al P24y a la
PAV.

3. Evaluar el patron de expresion de los receptores Kisslr en las células del utero a la PAV
posterior a la administracion del antagonista p-234 del receptor Kiss1r.

4. Evaluar los cambios morfoldgicos del endometrio, miometrio, perimetrio, asi como el
numero de glandulas uterinas a la edad de la PAV posterior a la administracion del

antagonista p-234 del receptor Kiss1r.
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5 METODOLOGIA

5.1 Animales

El manejo y cuidado de los animales se realizé conforme a los ordenamientos de la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999 y las normas establecidas por el comité para
el uso de animales de laboratorio de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla
(BUAP). Trabajamos con ratas prefiadas hembra de la cepa Wistar que fueron mantenidas
con ciclos de luz-oscuridad de 12-12 horas, con alimento y agua a libre acceso en el Bioterio
Claude Bernard de la BUAP. Esperamos a que finalizaran su periodo de gestacion y 10 dias
posteriores al parto se realizo el sexado de las crias escogiéndose solo a las ratas hembra que
fueron divididas aleatoriamente en cuatro grupos cada uno con una n=5. Los grupos
experimentales fueron; control, vehiculo (administradas en Gtero con 0.6 Ul de solucion
Hartman), y dos grupos administrados con el antagonista del receptor Kiss1R (Kisspeptin-

234 trifluoroacetate salt; p-234), con una concentracion de 1nM y 10 nM.

5.1.1 Administracion del p-234

La administracion tanto del vehiculo como de las dos concentraciones del antagonista
se realizaron a los 24 dias de edad (posnatal 24; P24). Para la administracion las ratas fueron
anestesiadas con ketamina/xilacina (0.2 ml/100g, IP), posteriormente mediante una cirugia
en la region dorsal se expuso el Utero y se realiz6 la administracion in situ del vehiculo o de

p-234 a 1 nM o 10 nM. Posteriormente los animales se monitorearon hasta su recuperacion.

5.1.2 Eutanasiay obtencion de los tejidos

La eutanasia de los animales se realiz6 a la edad de la primera apertura vaginal (PAV)
la cual se determin6 mediante la observacion diaria de la ausencia de la membrana vaginal.
La ausencia de la membrana indica el primer estro del animal. La eutanasia se realiz en una
camara de CO>, posteriormente se realiz6 una perfusion intracardiaca con solucién salina

isotonica y paraformaldehido al 4%; seguida de la diseccion de los uteros.
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5.1.3 Tratamiento de los tejidos y analisis morfométrico

Los tejidos obtenidos se almacenaron en paraformaldehido al 4% en PBS,
posteriormente se incluyeron en parafina y se realizaron cortes con un grosor de 5um, que se
tiferon con Hematoxilina-Eosina (HE). Para el analisis morfométrico se tomaron
aleatoriamente de la zona media del utero 10 campos del cuerno izquierdo y 10 del derecho
de los diferentes cortes tefiidos con HE y se realizaron 5 mediciones por campo con el
software Motic Images plus 3.0.

5.1.4 Inmunohistoquimica del receptor Kisslr

Los cortes histologicos se desparafinaron, hidrataron y lavaron con solucion de PBS.
La recuperacion antigénica se realizo con buffer de citratos (0.1 mM, pH=6). Los tejidos se
lavaron con PBS-Triton-100X al 2%, y las proteinas se bloguearon con albdmina bovina libre
de 1gG al 0.5% en PBS-T. Posteriormente, los cortes histolégicos se incubaron durante 18
horas con el anticuerpo primario IgG de conejo policlonal anti-GPR54 (Santa Cruz,
Biotechnology; 1:200), y por 2 horas a 4 °C con el anticuerpo secundario 1gG de mono (H+L)
anti-conejo acoplado a Texas Red (Abcam; 1:400). Los ndcleos de las células se marcaran
con DAPI en Vecta Shield (1:100). La fluorescencia se detectd con un microscopio Leica
DM100.

5.1.5 Anadlisis estadistico
Los datos se expresaron como las medias + EEM. En todas las comparaciones, usamos
la prueba ANOVA de una via seguidos de la prueba de Tukey. Los grupos fueron diferentes

cuando la probabilidad entre ellos fue igual o menor al 5 %.
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Figura 7. Esquema de la metodologia realizada en animales. Administracion de p-234 1nM y 10nM y vehiculo
(1), Eutanasia y obtencion de los uteros (2), embebidos en parafina (3) cortes seriados (4), tincion HE (5) y
analisis de datos (6). Creado en Biorender.com

5.2 Analisis in silico del receptor Kisslr

5.2.1 Modelado por homologia del receptor KISSR
Para realizar el modelado de la proteina KISS1R (Q969F8) se obtuvo su secuencia
aminoacidica de la base de datos de UNIPROT

(https://www.uniprot.org/uniprot/Q969F8.fasta). Posteriormente con la secuencia del

KISS1R, se hizo un alineamiento con la herramienta Multiple Sequence RViewer de la
plataforma Schrodinger, para identificar las secuencias homdélogas y establecer la plantilla a
usar.

El modelado de KISS1R se realiz6 con la plataforma Schrédinger utilizando como
plantilla la estructura cristalina de rayos X del receptor del péptido FQ de
nociceptina/orfanina (NOP; 5 DHG.pbd RCSB Protein Data Bank) con una resolucion de
3.00 A, posteriormente se procedi6 a la formacion del modelo 3D por homologia, para
continuar con el analisis de la estabilidad del modelo, adicién de estados de protonacion a
pH fisiologico y finalmente a la minimizacién del modelo, esto realizado en el médulo

ProteinWizardPrep de la plataforma Schrodinger.
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Para la insercion de la membrana, se utilizaron dos modelos predisefiados uno para
células epiteliales y el segundo para sistema nervioso central en el mddulo
MembraneBouilPrep, posterior a la insercion se optimizaron puentes de hidrogeno, estados

de protonacion y minimizo a la estructura mas estable.

5.2.2 Modelado de las Kkisspeptinas y p-234

Para el modelado de las kisspeptinas (Kp-54, Kp-14, Kp-13, Kp-10) se obtuvo la
secuencia aminoacidica y estructura de la base de datos de UNIPROT
(https://www.uniprot.org/uniprot/Q15726#sequences) de KISS1 (Q15726). La secuencia

obtenida y su estructura se utilizd6 como plantilla para el modelado de las kisspeptinas,
mientras que la secuencia aminoacidica de p-234 se obtuvo de Roseweir et al., (2009). El
modelado de las Kisspeptinas se realizd en la plataforma Schrddinger haciendo un
alineamiento con la herramienta Multiple Sequence RViewer y posteriormente se procedié a
la formacion del modelo 3D por homologia para continuar con el analisis de la estabilidad
del modelo, adicion de estados de protonacion a pH fisioldgico y finalmente la minimizacion
del modelo. Dado que en este caso las kisspeptinas y p-234 son ligandos del KISS1R, se

gener0 la estructura molecular 3D en con la herramienta LigPrep.

5.2.3 Docking molecular

Para la realizacion del docking se utiliz6 la plataforma Schrodinger, en donde se
prepararon el ligando con la herramienta LigPrep y el receptor en Protein Prepararation
Wizard. En donde se agregaron hidrégenos polares y se optimizaron. El acoplamiento

molecular se calculd con Glide.
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Figura 8. Esquema de la metodologia realizada para el analisis in silico. Todo el procedimiento se realizé en
la plataforma Schrédinger.
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6 Resultados

6.1.1 Localizacion del receptor Kisslr en el Utero de rata Wistar a la PAV

La localizacion del receptor Kisslr en el Utero de rata Wistar a la PAV se realizd
empleando la técnica de inmunohistoquimica por fluorescencia. En la figura 9 se muestra la
presencia de Kisslr en las células del epitelio luminal y glandulas del endometrio (flechas de
color amarillo), en el miometrio se localizé en las células del musculo liso (flechas azules) y

en el perimetrio se observé en las células del tejido conjuntivo laxo (flechas blancas).

b
) DAPI Kiss1R Merge

100 micras

Figura 9. Localizacién de los receptores Kisslr en células del Gtero de rata Wistar. a) Representacion
esquematica de un corte transversal de cuerno uterino de rata. b) Inmunohistoquimica del receptor Kisslr, los
nucleos estan en azul, marcados con DAPI (bA), los receptores Kiss1R estan en rojo y fueron marcados con
Texas-Red (bB) y en la bC se presenta el merge (colocalizacién). Las flechas amarillas indican la localizacion
del receptor Kisslr en el endometrio, las flechas azules en el miometrio y las blancas en el perimetrio mientras
que las lineas anaranjadas delimitan el endometrio y el miometrio y la linea verde delimita el miometrio y
perimetrio.

6.1.2 Expresion de los receptores Kisslr en las células del Utero a la PAV posterior a
la administracion del antagonista p-234 del receptor Kiss1r.

La semi-cuantificacion de fluorescencia del receptor Kisslr en el Gtero de rata, se midio
como intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias (IntDen) sobre campo para cada
una de las regiones del dtero (Figura 10). En el endometrio la intensidad de fluorescencia del
grupo control y vehiculo fue de 59.1+4.1 y 61.6+5.2, respectivamente, mientras que para los
grupos p-234 1nM y p-234 10nM es de 64.3x4.1 y 69.5+4.1, respectivamente no
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obteniéndose diferencia significativa. En caso del miometrio ocurre algo similar puesto que
la intensidad de fluorescencia para el control es de 92.8+4.4, para el vehiculo 82.4+6.8, y
para los animales administrados con el p-234 1nM y 10 nM es de 79.8+3.4 y 75.6%5.3
respectivamente. En el perimetrio el comportamiento anterior se repite puesto que no hay
diferencia significativa entre los grupos control y vehiculo (103.3+4.7 y 94.9+11.4,
respectivamente) respecto a los administrados con p-234 1 nM y 10 nM (79.1+4 y 75.2+4.2,
respectivamente) (Figura 10).

DAPI Kisslr Merge

p-234 1 nM Vehiculo Control

p-234 10 nM

100 micras

Figura 10. Expresion del receptor Kisslr en el Utero de rata Wistar. Inmunohistoquimica de los receptores
Kisslr en células del Gtero de los grupos Control, Vehiculo, p-234 1nM y p-234 10nM a la edad de la PAV. En
la primera columna, los nucleos estan en azul, marcados con DAPI (A, D, G y J). En la segunda columna, los
receptores Kissl estan en rojo marcados con Texas-Red (B, E, H y K) y en la tercera columna se presenta el
merge (colocalizacion) (C, F, 1 y L).
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Figura 11. Semi-cuantificacion del receptor Kiss1R en el Gtero de rata Wistar (n=5) a la PAV. Las barras
representan el promedio + EEM. EIl andlisis estadistico fue realizado con una prueba ANOVA y una prueba
post Tukey.
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6.1.3 Evaluacion morfométrica del Gtero de ratas Wistar a la PAV

6.1.3.1 Endometrio

Al realizar la medicion del grosor del endometrio encontramos que para el grupo
control y vehiculo el grosor es de 299.3+3.4 um y 314.3+3.6 um, respectivamente, mientras
que para los animales administrados con p-234 a concentracion de 1 nM 'y 10 nM disminuyo
el grosor siendo de 228.5+3.9 um y 277.9+4.2 um, respectivamente, menor en una
proporcién del 26.4% y 10.3% respecto al grupo control y vehiculo (Figura 12).

a)
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Control Vehiculo p-234 InM  p-234 10nM

Figura 12. La administracion de p-234 disminuye el grosor del endometrio a la PAV a. a) Cortes histoldgicos
transversales representativos del Utero de rata Wistar a la edad de la PAV (Tincién H&E). En A Gtero del grupo
control, B grupo vehiculo, C grupo administrado con p-234 1nM y, en D grupo administrado con p-234 10nM.
Las lineas marrones representan el grosor del endometrio. b) Grafica del grosor del endometrio a la edad de la
PAV de los grupos (n=5) control, vehiculo, p-234 1nM y p-234 10 nM. Las barras representan el promedio +
EEM. El analisis estadistico se realizd con una prueba ANOVA y una prueba post Tukey * p< 0.05.
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6.1.3.2 Miometrio

El grosor del miometrio a la PAV del grupo control fue 105.3£1.5 um, en el caso del
vehiculo fue de 123.5.1+1.7 um, mientras que en el grosor del grupo p-234 1nM fue
105.6+1.9 um, siendo diferente al grupo vehiculo. Para el grupo p-234 10nM el grosor del
miometrio fue de 120.6+1.7 um, teniendo una diferencia significativa respecto al grupo

vehiculo (Figura 13).
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Figura 13. La administracién de p-234 1 nM modifica el grosor del miometrio. a) Cortes histoldgicos
transversales representativos del Gtero de rata Wistar a la edad de la PAV (Tincién H&E). En A Gtero del grupo
control, B grupo vehiculo, C grupo administrado con p-234 1nM y, en D grupo administrado con p-234 10nM.
Las lineas azules representan el grosor del endometrio. b) Grafica del grosor del endometrio a la edad de la
PAV de los grupos (n=5) control, vehiculo, p-234 1nM y p-234 10 nM. Las barras representan el promedio +
EEM. El analisis estadistico se realizo con una prueba ANOVA post Tukey * p< 0.05.
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6.1.3.3 Perimetrio

En el caso del perimetrio el grosor del grupo control y vehiculo (41.9£0.9 pm y
41.9+0.2 um, respectivamente) fue significativamente mayor al de p-234 1nM (37.1+0.5
pum). Por otro lado, el grosor del perimetrio para el grupo p-234 10nM (39.4+0.6 um) fue

menor respecto al grupo vehiculo (Fig. 14).
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Figura 14. El p-234 disminuye el grosor del perimetrio a la PAV. a) Cortes histoldgicos transversales
representativos del Gtero de rata Wistar a la edad de la PAV (Tinciéon H&E). En A Gtero del grupo control, B
grupo vehiculo, C grupo administrado con p-234 1nM y, en D grupo administrado con p-234 10nM. Las lineas
rojas representan el grosor del endometrio. b) Grafica del grosor del endometrio a la edad de la PAV de los
grupos (n=5) control, vehiculo, p-234 1nM y p-234 10 nM. Las barras representan el promedio + EEM. El
andlisis estadistico se realizé con una prueba ANOVA y una prueba post Tukey * p< 0.05.
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6.1.3.4 Conteo de glandulas endometriales

El nimero de glandulas uterinas por campo para los grupos control y vehiculo
(2.67+0.17 y 2.39+0.13, respectivamente) fue mayor en comparacion con p-234 1nM
(1.89+0.08) y p234 10nM (1.84+0.10) (Fig. 15).
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Figura 15. Las glandulas uterinas a la PAV disminuyen con el p-234. a) Numero de glandulas uterinas por
campo a la edad de la PAV de los grupos (n=5) Control, Vehiculo, p-234 1nM y p-234 10nM. La flecha azul
sefiala las glandulas uterinas presentes en el endometrio. Las barras representan el promedio £ EEM. El anélisis
estadistico fue realizado con una prueba ANOVA vy una prueba post Tukeey * p< 0.05.
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6.1.4 Efecto de la administracion del antagonista p-234 sobre la PAV de ratas
Wistar
La PAV en el grupo control se observé a los 40.6 £1.6 dias y en el grupo vehiculo se
presento a los 41+1.9 dias, mientras que, en el grupo p-234 1nM se retraso respecto a los
grupos control y vehiculo, debido a que la PAV se observé hasta los 55.4 +4.3. En el grupo
p-234 10nM también se observo un retraso de la PAV a los 49.4 +3 dias, sin embargo, no es
estadisticamente diferente (Fig. 16).
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Figura 16. El p-234 1 nM retrasa la primera apertura vaginal (PAV) de ratas Wistar. Grupos (n=5) Control, y
administrada con vehiculo y con p-234 (1nM y 10nM). Las barras representan el promedio + EEM, Las barras
representan el promedio + EEM. El andlisis estadistico se realiz6 con una prueba ANOVA y una prueba post
Tukey * p< 0.05.
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6.2 Analisis in silico del receptor KISS1R

6.2.1 Modelado por homologia del receptor KISS1R

La busqueda de la proteina plantilla mediante el alineamiento multiple arrojo como
mejor candidato al receptor del péptido FQ de nociceptina/orfanina (NOP) (5 DHG.pbd) con
un 80% de similitud con el KISS1R. Posteriormente se realizo el anélisis del alineamiento
entre los aminoacidos que nos da el programa, evaluando la naturaleza quimica de estos
(Figura 17).

19 20 30 AIO

PRAVDAWLVPLFFAALMLLGLVGNSLVIYVICRHKPMRTVTNFYIANL
59 60 70 80 90

§ MHTVATSGPNAS
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LTAMSVDRWYVTVFPLRALHRRTPRLALAVS

440 450 460 a70
PCAPRRPRRPRRPGPSDPAAPHAELLRLGSHPAPARAQKPGSSGLA

490

ARGLCVLGEDNAPL

Figura 17. Alineamiento de la secuencia KISS1R y 5SHDG (NOP). El alineamiento mostré una similitud entre
las secuencias de 80%. Los aminodcidos se muestran en diferentes colores clasificados segin su grupo
funcional, en verde los no polares (hidrofobicos), en azul claro los polares sin carga, en naranja los aromaticos,
en azul oscuro los cargados positivamente y en morado los cargados negativamente.
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Utilizando como plantilla al receptor NOP (Figura 18) se generd el modelado de
KISS1R (Figura 18); para llegar a la optimizacion del modelo primero se agregaron los
estados de protonacion, la formacion de puentes de hidrogeno y disulfuro de los aminoécidos,

y despues se realizo la minimizacion de la estructura, paso critico en el modelado puesto que

es aqui en donde se evalua la estabilidad termodinamica del modelo (Figura 20).

Figura 18. Estructura de NOP (5DHG), platilla para el modelado de KISS1R. a) Vista frontal b) vista inferior
y ¢) vista superior. El receptor NOP esta conformado por 7 dominios transmembranales conectado por tres asas
extracelulares y tres asas intracelulares.

Figura 19. Estructura del modelo crudo de KISS1R modelado por homologia. a) Vista frontal b) vista inferior
y c) vista superior. Las 7 hélices transmembranales (I-VI1) conectadas por tres asas extracelulares y tres asas
intracelulares. En la segunda asa extracelular hay dos motivos B- plegada antiparalela, localizados entre las
hélices IVy V.
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Figura 20. Estructura de KISS1R minimizado modelado por homologia. a) vista frontal, b) vista inferior y c)
vista superior. Las 7 hélices transmembranales (I-V1I) conectadas por tres asas extracelulares y tres asas
intracelulares. En la segunda asa extracelular hay dos motivos - plegada antiparalela, localizados entre las
hélices IVy V.

Para conocer si el modelo del receptor KISS1R se ajusta a la membrana celular y si
hay cambios en él, se introdujo en dos tipos de membrana celular. Debido a que la membrana
celular varia en su composicion de fosfolipidos e hidratos de carbono, se realizé el modelado
en neuronas (Figura 21) y células epiteliales pertenecientes al Gtero (Figura 22). De manera
similar a la anterior es necesario optimizar los modelos y remover las moléculas de agua

presentes en la membrana celular.

Figura 21. Estructura del modelado de KISS1R dentro de la membrana celular de neuronas. Estructura del
modelado de KISS1R dentro de la membrana celular de neuronas. a) vista frontal, b) vista intracelular y c) vista
extracelular. Las 7 hélices transmembranales (I-VII) conectadas por tres asas extracelulares y tres asas
intracelulares. En la segunda asa extracelular hay dos motivos - plegada antiparalela, localizados entre las
hélices IVy V.
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Figura 22. Estructura del modelado de KISS1R dentro de la membrana celular de células epiteliales. a) vista
frontal, b) vista intracelular y c) vista extracelular. Las 7 hélices transmembranales (1-V1I) conectadas por tres
asas extracelulares y tres asas intracelulares. En la segunda asa extracelular hay dos motivos B- plegada
antiparalela, localizados entre las hélices IV y V.

6.2.2 Modelado de las kisspeptinas y p-234

Las secuencias para generar la estructura 3D de las kisspeptinas se obtuvieron de la
KISS1 (Q15726) de la base de datos de UNIPROT. Q15726 es una proteina de 138
aminoacidos de KISS1 que contiene el péptido sefial en la posicion 1-19, y los sitios de
escision entre las posiciones 66-68 y 122-123-124 que dan lugar a las kisspeptinas (Kp-54,
Kp-14, Kp-13 'y Kp-10) (Tabla 1). La secuencia aminoacidica del p-234 se basa en la de Kp-
10 con sustituciones en la posicion 112 Tyr por D-Ala, en la posicion 116 se intercambia a
Ser por Gly y en la posicion 119 Leu por D-Trp (Tabla 1).

El modelado 3D de las kisspeptinas y el p-234 se realizé con la herramienta LigPrep,
considerando un Force field OPLS4 y estados de ionizacion a pH 7.4+2. (Figura 23).
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Tabla 1. Secuencias aminoacidicas de las kisspeptinas y p-234

Nombre Secuencia Posicion
Kp-138 | MNSLVSWOLLLFLCATHFGEPLEKVASVGNSRPTGQQLE 1-138
SLGLLAPGEQSLPCTERKPAATARLSRR*
*GKREAAPGNHGRSAGRG
Kp-54 | GTSLSPPPESSGSPQQPGLSAPHSRQIPAPQGAVLVQREKD 68-121
LPNYNWNSFGLRF
Kp-14 | DLPNYNWNSFGLRF 108-121
Kp-13 | LPNYNWNSFGLRF 109-121
Kp-10 | YNWNSFGLRF 112-121
p-234 | [(D)-AINWNGFG[(D)-W]RF

*Sitios de corte para la formacion de Kp-54

En color azul se muestra la secuencia del péptido sefial, mientras que en café la secuencia de Kp-54
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Figura 23. Modelo 3D de las kisspeptinas y p-234. Kp-54 (a), Kp-14 (b), Kp-13 (c), Kp-10 (d) y p-234 (e).
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6.2.3 Docking Molecular

Con la ayuda de la plataforma Maestro de Schrddinger se realizo el acoplamiento
molecular de Kp-54, Kp-14, Kp-13, Kp-10 y el p-234 con el receptor KISS1R modelados
anteriormente. Los resultados de acoplamiento molecular muestran que la interaccion de Kp-
54, Kp-14 y Kp-13 con el KISS1R ocurre en la cara extracelular del receptor (Figura 24), y
se da con los 10 ultimos aminoacidos de cada kisspeptina, mientras que Kp-10 y p-234 tienen

interaccion en la region extracelular e intracelular (Figura 25). Ademas, Kp-10y p-234 tienen

mayor energia de union respecto a Kp-54, Kp-14 y Kp-13 (Tabla 2).

Figura 24. Representacién 3D de la interacciéon de KISS1R con las Kisspeptinas y p-234. a) Kp-54, b) Kp-14 'y
¢) Kp-13, en la region extracelular.

Tabla 2. Energias de union de las kisspeptinas y p-234 con el KISS1R

Interaccion Interaccion
Péptid extracelular transmebranal

eptido Energia de unién Energia de union

(Kcal/mol) (Kcal/mol)
Kp-54 -9.318 2.78x107 -5.453 1.5 x10*
Kp-14 -9.697 1.50 x10”7 -6.971 1.24 x10°
Kp-13 -9.697 1.50 x10”7 -6.987 1.21x10°
Kp-10 -12.082 3.15 x10°° -7.092 1.02 x10°
p-234 -10.948 1.98x108 -9.131 3.76x107
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Figura 25. Representacion 3D de la interaccion de KISS1R con las kisspeptinas y p-234. a) Kp-10 en la region
extracelular, b) Kp-10 en la region intracelular, c) p-234 en la region extracelular y d) p-234 en la region
intracelular.

La Kp-10 en la region extracelular forma interacciones con los residuos
aminoacidicos Asp41, Tyrl90, Gly186, Ser192, Glul93, Glu201 y Lys305 (Figura 26a),
mientras que p-234 tiene interaccion con Asp4l, Arg188, Pro296, Lys305, Phel95y Lys305
(Figura 26b). Por otro lado, en la region intracelular Kp-10 tiene interaccion con His329,
Glu252, Argl54 y Glu252 (Figura 27a), y p-234 con los residuos aminoacidicos His329,
Lys71, Prol147, Argl54 y Leul48 (Figura 27b).
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Figura 26. Representacion 2D de la interaccion de KISS1R/Kp-10 y KISS1R/p-234. a) Kp-10y b) p-234 en la region extracelular.
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7 Discusion

El utero es un érgano importante en la reproduccion de los mamiferos, por lo que un
desarrollo adecuado es esencial para que pueda desempefiar sus funciones. El conocer la
participacion de nuevos moduladores nos permite estudiar y comprender nuevos mecanismos
de su desarrollo y funciones. Por lo cual, los resultados obtenidos en este trabajo muestran la
importancia de los receptores Kisslr en el desarrollo celular del Gtero de la rata. Ademas, de
describir el sitio de interaccion del antagonista p-234/KISS1R en un modelo de membrana

epitelial.

7.1 Efecto de la administracion del antagonista p-234 en el Gtero

Mediante inmunohistoquimica se localizé al receptor Kisslr en el epitelio luminal y
glandular del endometrio y en las fibras musculares del miometrio del Gtero de rata Wistar a
la edad de la PAV. Esta localizacion coincide con otros trabajos en donde se ha encontrado
al Kisslr en el epitelio luminal y glandular de ratonas prefiadas (Zhang et al., 2014) y en
edades prepuberales se ha reportado la presencia del ARNm de Kisslr en el utero
(D’ Anglemont et al., 2007). Por lo que la presencia del receptor Kisslr en estas células
sugiere un papel en la proliferacion celular uterina.

Debido a que el desarrollo uterino es posnatal y esta caracterizado por la adenogénesis
(Gray et al., 2001; Kelleher et al., 2019), la hipotesis antes mencionada se ve apoyada con
los resultados del analisis morfométrico realizado en el presente trabajo y en donde se
observa una clara disminucion en el grosor del endometrio de los grupos que recibieron el
antagonista p-234 a las concentraciones de 1nM y 10nM. Es posible relacionar el efecto
encontrado al bloqueo del receptor Kisslr con p-234, ya que de acuerdo con el mecanismo
de sefalizacion este puede activar la via de las MAPK, ERK1/2 y p38 (Kotani, et al., 2001,
Pinilla et al., 2012), involucrados en la proliferacion celular (Huma et al., 2013; Li et al.,
2019). En trabajos con cultivos celulares de células epiteliales mamarias bovinas se ha
observado que el p-234 puede tener efectos anti-proliferativos (Li et al., 2019), estos datos
apoyan nuestra hipdtesis. En el caso del miometrio y perimetrio, en donde también esta
presente el receptor Kisslr, también se puede observar una disminucion del grosor, y
podriamos sugerir que el bloqueo por parte del p-234 causa efectos similares al endometrio,
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sin embargo, no hay datos en este tipo celular que lo respalden. Por lo cual se sugiere que el
efecto de la disminucion del grosor del endometrio es debido al antagonismo del receptor
Kisslr por p-234.

Por otro lado, el nimero de glandulas endometriales disminuye en los animales
administrados con p-234 al P24 por lo que se propone que este evento también esta
relacionado con el bloqueo de Kisslr por p-234. Se sabe que hay un incremento del ARNm
de Kisslr entre el P8 y P15 (Funes et al., 2013), evento que coincide con la formacion de
glandulas uterinas (Spencer et al., 2005) y en roedores la adenogénesis posnatal es
independiente de la sefializacion por estradiol. Ledn et al., (2016) mostraron que en ratonas
KO a KISS1 al P21 hay una disminucién significativa glandulas uterinas, sugiriendo que el
desarrollo de las glandulas en edades posnatales es independiente del estradiol ovérico, pero
dependiente de la sefializacion Kiss1-Kiss1R uterina (Ledn et al., 2016, Radovick & Babwah
2019).

En la semi-cuantificacion del receptor Kisslr en el Gtero, observamos que no hay una
diferencia significativa entre los diferentes grupos de este estudio. Esto probablemente se
deba a que la expresion transmembranal del Kisslr no esta en funcion de la activacion del
receptor. A nivel ovérico se ha observado que Kisslr no tiene fluctuacion en su expresion
durante el ciclo estral de la rata mientras que, el ARNm de Kissl si fluctla, por lo que se
sugiere que algo similar podria estar ocurriendo en el ttero (Castellano et al., 2006). Por lo
que se considera que el p-234 ejerce Unicamente una funcion de antagonista sin participar en
la modulacién de la expresion del Kissir.

Otro pardmetro evaluado fue la PAV como marcador del inicio de la pubertad en
roedores. La PAV es causada por un proceso apoptotico en las células epiteliales vaginales
desencadenado por niveles elevados de estrogenos debido al primer estro. En las ratas Wistar
la PAV oscila entre 33.4+1.2 y 41.6£3.7 dias (Rivest, 1991), compatible con la PAV
observada para el grupo control y vehiculo (40.6 £1.6 y 41+1.9, respectivamente), mientras
que la administracion al P24 del p-234 1 nM causa un retraso sobre la PAV. Se sabe que la
administracion intracerebroventricular (icv) del p-234 puede retrasar la PAV en ratas, por lo
que el p-234 inhibe la secrecion de GnRH, retrasando de manera central el inicio de la
pubertad y por ende la PAV (Navarro et al., 2004). Tambien, se ha mostrado que la PAV

puede ser retrasada por la administracion directa del p-234 en ovario (Ricu et al., 2012), lo
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que implica una sefializacion periférica de Kiss1/Kisslr, puesto que el p-234 por si solo no
es capaz de atravesar la barrera hematoencefalicay se debe afiadir una etiqueta de penetratina,
un peptido de penetracion celular cationico que facilita el paso de p-234 a través de la barrera
hematoencefalica (Pineda et al., 2010). Sin embargo, el mecanismo por el cual se retrasa la
PAV en los animales administrados con p-234 1 nM se desconoce. Al haberse realizado una
administracion in situ podria sugerirse un efecto local, es decir, que la inmadurez del utero
de los animales pertenecientes al grupo p-234 1 nM tenga un efecto negativo sobre la PAV
y la activacion del eje hipotalamo-hipofisis-gonadas haya ocurrido a la edad promedio
establecida. No obstante, al medir otros indices como el peso de los ovarios y del Gtero (datos
no mostrados) no se encontraron diferencias significativas, aunque la edad del grupo p-234
1 nM sea mayor, por lo que puede proponerse una sefializacion de tipo sensorial del Gtero
hacia hipotalamo. Hay estudios que sugieren que Kiss1l/Kisslr participa en la sefializacion
sensorial y nocicepcion; Spampinato, et al., (2011) mostraron que la administracion de p-234
causa analgesia mientras que Kiss1 provoca hiperalgesiay activa la fosforilacion en la Ser800
del TRPV1, por otro lado, se sabe que la denervacion sensorial inducida con capsaicina
(ligando exogeno del TRPV1) tiene efectos sobre el inicio de la pubertad (Moran, et al.,
2003; Alatriste, et al., 2013). Sin embargo, los datos obtenidos son insuficientes para
establecer un mecanismo por el cual ocurre el retraso de la PAV.

7.2 Andlisis in silico del receptor KISS1R

Para el analisis in silico se construy6 el modelo 3D del receptor KISS1R usando como
plantilla al receptor NOP, un receptor GPRC con un porcentaje de homologia con KISS1R
del 80%. Para realizar el docking molecular se incrusto el modelo 3D del KISS1R en un
modelo de membrana de célula epitelial. Lo anterior se consider6 como un parametro mas
gue nos acerca al comportamiento del KISS1R en un sistema biolégico, en donde tendra
interaccion no solo con el ligando, sino también con moléculas de agua, colesterol y acidos
grasos que conforman la membrana celular. La eleccion de este modelo de membrana
epitelial se debe a que la localizacion del KISS1R en el Gtero, se da principalmente en el
epitelio luminal y glandular segln lo reportado por otros autores (Zhang et al., 2014;

D’Anglemont et al., 2007) que coinciden con los datos aqui mostrados (Figura 2).
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Los resultados obtenidos en el docking molecular muestran que todas las kisspeptinas
tienen interaccion con el receptor KISS1R en la region extracelular. En los casos de Kp-54,
Kp-14 y Kp-13 se pudo observar que los aminoacidos que tienen interaccion directa con el
receptor son los 10 ultimos cercanos a la region RF-amida, o bien Kp-10. En diferentes
estudios se ha determinado que la regién RF-amida es importantes para la actividad bioldgica
de las kisspeptinas (Niida et al., 2006; Gutiérrez-Pascual et al., 2009; Orsini et al., 2007), y
este trabajo coincide en que es esta region la que tiene interaccion con el KISS1R.

La longitud de las kisspeptinas muestra una relacion con las energias de union al KISS1R
(Tabla 2), siendo Kp-10 la que tiene una mayor energia de unién por lo que se une mas
facilmente al receptor. Ademas, la forma 3D de las kisspeptinas también tienen un papel
importante para que se pueda llevar a cabo su interaccion con el receptor KISS1R. En el caso
de Kp-10 y Kp-13 se ha determinado que entre los residuos Asn4 y Tyrl0 se observa una
estructura helicoidal (Niida et al., 2006; Orsini et al., 2007) y si bien en el caso de Kp-54 no
se ha determinado la estructura definida si se observé una estructura helicoidal en los Gltimos
7 residuos pertenecientes a la region RF-amida (Shin et al., 2009), por lo que estructura
helicoidal también es importante para la interaccion ligando-receptor.

Por otro lado, la interaccion del p-234 con KISS1R también ocurre en la region
extracelular. Si bien el p-234 conserva la region RF-amida, la sustitucion de Leu3 por D-Trp
y Tyr10 por D-Ala, modifica la estructura helicoidal antes mencionada. Kp-10 y p-234 tienen
interaccidn con los residuos Asp4l y Lys305. En el bolsillo de unién de Kp-10 y de p-234
encontramos aminoacidos como Arg38, Tyr103, Ala287, Arg297 y Tyr313 (Figura 9), por
lo que podemos concluir que todas las kisspeptinas y el p-234 comparten el mismo sitio de
union. La existencia de mutaciones en los residuos antes mencionados son la causa de
patologias como el hipogonadismo hipogonadotrépico idiopatico (Ke & Lee, 2019). En el
caso de Tyr313 se trata de un aminoacido totalmente conservado entre especies que forma
puentes de hidrogeno con Cys95 y Thr99 permitiendo la adecuada formacion del bolsillo de
union (Brioude et al., 2013).

En cuanto a la energia de union del p-234 (Tabla 2) si bien es menor a la de Kp-10, es
mayor respecto a Kp-54, Kp14 y Kp-13 razén por la cual es un potente antagonista. Se sugiere
que el p-234 actta como un antagonista competitivo reversible, puesto que las interacciones

que tiene con el receptor son principalmente puentes de hidrogeno y no se observaron enlaces
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covalentes. El antagonista p-234 es capaz de revertir el efecto causado por la administracion
de Kp-10 (Roseweir et al., 2009; Sun et al., 2017), por lo que la interaccion del p-234 con el
receptor KISS1R estara en funcidn no solo de la concentracion de este sino también de las
kisspeptinas. Y los resultados obtenidos en la evaluacién morfométrica del Utero estan

relacionados con el antagonismo que ejerce el p-234 sobre el Kiss1r.
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8 Conclusiones

El receptor Kiss1r se localiza en el epitelio luminal y glandular del endometrio, y en las
celulas musculares del miometrio del utero de rata Wistar a la PAV. La administracion del
p-234 en el utero de rata Wistar al P24 disminuye el grosor del endometrio, miometrio y
perimetrio, ademas de retrasar la PAV.

Mediante docking molecular se determiné que el p-234 y las kisspeptinas comparten el
mismo sitio de union en donde se encuentran los aminoacidos Arg38, Tyrl03, Ala287,
Arg297y Tyr313, por lo que se sugiere el p-234 ejerce un antagonismo competitivo sobre el
receptor Kiss1R. Por lo que el antagonismo de p-234 es efectivo teniendo un efecto negativo
en el desarrollo uterino de nuestras ratas.
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