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1. INTRODUCCION

La pubertad es un tema de gran interés que tiene relevancia médica, cultural y econdémica,
ademas de ser importante para la preservacion de las especies. La pubertad es el proceso en el que un
individuo pasa de la infancia a la adultez, y adquiere la capacidad de reproducirse. En el caso de las
hembras son capaces de mantener el embarazo, y asi perpetuar la especie. La pubertad, va
acompafada del crecimiento corporal y del desarrollo de caracteristicas sexuales secundarias,
ademas, se producen importantes cambios hormonales, fisicos y de comportamiento (Ojeda &
Terasawa, 2009; Toro, Aylwinand & Lomniczi, 2018).

El inicio de la pubertad se ve asociado a cambios de la actividad neuroendocrina en el sistema
nervioso central (SNC) y la maduracion se da en cada uno de los niveles del eje hipotalamico-

pituitario-gonadal (H-P-G) (Heger 2016; Ojeda & Terasawa, 2009).

1.1 Pubertad en mamiferos

La pubertad es un fendomeno clave en la maduracion sexual de los mamiferos, en esta etapa
se alcanza la capacidad reproductiva y se producen cambios importantes de crecimiento, conducta, y,
ademas, en humanos psicoldgicos. (Ojeda & Terasawa, 2009; Tena-Sempere, 2012)

La edad de inicio de la pubertad es caracteristica para cada especie. Los seres humanos
requieren el mayor tiempo en este proceso de maduracion siendo en promedio alrededor de 10 afios
en mujeres y 12 afios en varones. En roedores, el tiempo es mas corto, ratas hembras 39 dias y cobayas
36 dias, mientras que en machos es de 49 y 54, respectivamente (por mencionar algunas especies)
(Ojeda & Terasawa, 2009).

Neuroendocrinologicamente la pubertad es el aumento de la actividad secretora de las
neuronas GnRHérgicas en el hipotdlamo, que a su vez activa el eje gonadotropico para conducir la
maduracion gonadal completa que lleva a las capacidades reproductivas. También esta influenciado
por factores ambientales (geografia, altitud, percepcion de la luz, condiciones socioecondmicas y
culturales) y por moléculas bioactivas (naturales o artificiales) que pueden afectar directamente el

sistema neuroendocrino (Ojeda & Terasawa, 2009; Tena-Sempere, 2012).

1.2 Mecanismo neuroendocrino del inicio de la pubertad en mamiferos

Previamente se menciono que el inicio de la pubertad es consecuencia de la activacion de las
neuronas GnRHérgicas ubicadas en el hipotdlamo, que producen y liberan la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH). La GnRH en hipdfisis es necesaria para la adecuada estimulacion, sintesis
y liberacion de la hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH) y, por lo tanto,

de la funcion gonadal. En el hipotdlamo, la actividad de la liberacion pulsatil de las neuronas



GnRHérgicas depende de entradas nerviosas excitatorias y/o inhibitorias transsinapticas y gliales
originadas a partir de subconjuntos neuronales o células gliales interconectadas a la red neuronal

GnRH (Fig. 1) (Ojeda & Terasawa 2009; Tena-Sempere, 2012; Toro, et. al., 2018).

1.3 Hormonas que modulan el inicio de la pubertad
A continuacion, se describen las principales hormonas que intervienen en la liberacion de

GnRH a nivel hipotalamico, que pueden activarla o inhibirla.

GnRH

La hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) es un decapéptido que se sintetiza en el
area preoptica (POA) del hipotalamo. La GnRH se libera a la circulacion portal hipofisaria de forma
pulsatil a intervalos de aproximadamente 60 minutos en primates y humanos. En mamiferos juveniles,
el intervalo de pulso de la liberacion de GnRH es mucho mas largo, 90-120 min. La aceleracion de la
frecuencia del pulso acompafiada de un aumento en la amplitud del pulso, por lo tanto, un aumento
en la produccion total de la liberacion de GnRH, desencadena el inicio de la pubertad. También se ha
demostrado que la administracion pulsatil de GnRH en monos juveniles da como resultado una
pubertad precoz y la administracién pulsatil de antagonistas retardada el inicio de la pubertad

(Terasawa, 2005).

LH

La hormona luteinizante (LH), es una glicoproteina producida en hip6fisis que al ser liberada
a circulacion portal y al llegar a los ovarios es capaz de desencadenar la ovulacion; esto debido a que
los receptores a LH se encuentran en las células de la granulosa de los foliculos preovulatorios. La
activacion de los receptores a LH en las células de la teca estimula la sintesis de androgenos, que
posteriormente se convierten en estrogenos por las células de la granulosa. En los testiculos, la LH se

une a sus receptores en las células de Leydig, estimulando la sintesis y la secrecion de testosterona

(Andersson, 2008; Richards & Ascoli, 2018).

FSH

La hormona foliculo estimulante (FSH) es producida en la hipéfisis y placenta. La FSH es
una glucoproteina heterodimérica que consta de dos subunidades distintas, o y B; la subunidad a es
comun en la glandula pituitaria y placentaria, mientras que la subunidad  es especifica de la hormona,

en conjunto el heterodimero confiere actividad bioldgica (Das & Kumar, 2018).



La FSH estimula el desarrollo folicular en el ovario, y en particular de las células de la
granulosa. FSH junto con LH preparan al foliculo para la ovulacién y la luteinizacion. La FSH
estimula especificamente la produccion de la hormona esteroideas, progesterona y la produccion del
sistema enzimatico (aromatasa) para convertir la testosterona en estrogeno. En machos, la FSH actua
sobre las células de Sertoli de los tiibulos seminiferos, mientras que LH acttia principalmente sobre

las células intersticiales (Bousfield, Li & Ward, 2006).

Hormona del crecimiento

La hormona del crecimiento (GH) es un polipéptido monocatenario de 191 aminoacidos
producido por la hipofisis. Esta hormona participa en el metabolismo y estd relacionada con el
crecimiento de cartilago y hueso. Originalmente se descubrié como responsable de la regulacion del
crecimiento durante la infancia (Brinkman & Sharma 2018).

Diversos estudios en rata y raton han demostrado que la inhibicidn de su receptor tiene como
efecto el retraso de la pubertad, ademas de que los niveles de GH incrementan en la pubertad en
machos y hembras. Sugiriendo que esta hormona contribuye al inicio de la pubertad. (Ojeda &

Terasawa 2009)

Factor de crecimiento similar a la insulina I (IGF-1)

El factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1) es un péptido similar a la insulina que
se sintetiza en higado y cerebro. El IGF-1 tiene diversas funciones como promotor del crecimiento y
diferenciacion celular. El IGF-1 se ha asociado como un modulador del eje neuroendocrino puesto
que los niveles circulantes de IGF-I aumentan en la pubertad en ambos sexos (Granada, 2006; Ojeda
& Terasawa, 2009).

El IGF-1 también se sintetiza en el cerebro. Los estudios en roedores sugieren que la
expresion del ARNm de IGF-1 aumenta en la pubertad, ademas estudios in vitro muestran que el IGF-
I estimula la liberacion de GnRH, mientras que en ratas hembra la administracion intracerebral acelera
el momento de la pubertad. Ademas de que ratones KO al receptor de GH administrados con IGF-1
muestran un avance en la llegada de la pubertad. En los chimpancés y los babuinos, machos y
hembras, los niveles circulantes de IGF-1 aumentan junto con la elevacion puberal de androgenos.
Mientras que, en humanos, los niveles séricos de IGF-1 alcanzan un pico maximo durante el
crecimiento puberal. En conjunto, estos datos indican que han llevado a IGF-1 es una sefial metabolica

que facilita el inicio de la pubertad en los mamiferos (Ojeda & Terasawa, 2009).



Leptina

La leptina es una hormona derivada de los adipocitos implicada en una gran cantidad de
procesos fisioldgicos, incluido el control del equilibrio energético y en el eje neuroendocrino.
Estudios en ratones deficientes de leptina muestran que en etapas prepuberales los 6rganos sexuales
son normales sin embargo son incapaces de alcanzar la madurez sexual. Mientras que en mono Rhesus
la administracion de leptina puede incrementar el nivel de LH plasmatica, lo cual sugiere que la
leptina tiene la capacidad de activar a las neuronas GnRHérgicas, sin embargo, se ha encontrado que
las neuronas GnRHérgicas no poseen receptores a leptina, por lo tanto, se cree que esta podria estar
modulando de forma indirecta, es decir mediante otras neuronas. (Ojeda & Terasawa, 2009).

En los tultimos afios se ha propuesto que la leptina puede estimular a las neuronas
Kisspeptinergicas que a su vez estimulan a las neuronas GnRHérgicas. Estudios, en raton, realizados
por Donato et al. (2010) han demostrado que la eliminacién de los receptores a leptina en las neuronas
kisspeptinergicas no afectan el inicio de la pubertad, otros estudios han mostrado que en el ntcleo
arcuato (ARC), la leptina también puede actuar sobre las neuronas glutamatérgicas (Elias, 2012), sin
embargo, aun hacen falta mas evidencias para explicar el mecanismo exacto por el cual la leptina

estimula de manera indirecta a las neuronas GnRHérgicas (Elias, 2012; Chou & Mantzoros, 2014).

Melatonina

La melatonina, N-acetil-5-metoxitriptamina, es una molécula que afecta el rendimiento
reproductivo en una amplia variedad de especies. La melatonina se sintetiza y secreta principalmente
por la glandula pineal, también se forma en pequefas cantidades por otros drganos como la retina, la
glandula de Harder, el tracto gastrointestinal, los linfocitos y la piel (Srinivasan, et al., 2009).

La melatonina ha sido sugerida como una hormona inhibitoria para el inicio de la pubertad.
Esto debido a que la melatonina retrasa el momento de la pubertad en hamsters y ovejas; ademas de
que la concentracion circulante de melatonina se eleva en la primera infancia, y disminuye durante la
ultima infancia permaneciendo estable desde el inicio de la pubertad hasta la edad adulta en humanos
y monos (Ojeda & Terasawa, 2009; Terasawa & Kurian, 2012).

Algunos estudios realizados en pacientes humanos con tumores pineales exhiben pubertad
precoz; ritmos circadianos de melatonina en hombres ciegos difieren de aquellos en hombres
normales, y el momento de la pubertad en nifios ciegos esta retrasado mientras que nifias ciegas sin
percepcion de luz tienen una aparicion mas temprana de la menarquia que las nifias normales (Ojeda

& Terasawa, 2009; Terasawa & Kurian, 2012).



1.4 Neurotransmisores involucrados en el control de las neuronas GnRH
En esta seccion hablare acerca de los neurotransmisores que estan involucrados en la

modulacion positiva y negativa de las neuronas GnRHérgicas.

Glutamato

El glutamato (Glu) es uno de los aminoacidos excitadores mas abundante en el cerebro, sus
receptores estan localizados en una gran variedad de niicleos hipotalamicos (nticleo predptico medial
(MPN), nucleo predptico mediano, ARC, ntcleo hipotalamico ventromedial y dorsomedial, nucleo
supradptico, y nucleo paraventricular). Hay tres clases de receptores ionotropicos a los que se une el
glutamato, N-metil-D-aspartato (NMDA); kainato y 4cido DL-a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol
propidnico (AMPA); las neuronas GnRH expresan todos estos.

La estimulacion de los receptores NMDA da como resultado una pubertad precoz en ratas y
monos, mientras que la administracion de los bloqueadores del receptor NMDA (MK-801 o acido 2-
amino-5 fosfonovalerico (AP-5)) retrasa el inicio de la pubertad en ratas. Otros estudios en mamiferos
adultos sugieren que la activacion de los receptores NMDA estimula la liberacion de GnRH/LH;
estudios in vivo, en ratas y monos adultos, donde se usa MK-801 suprime los pulsos de GnRH.
Estudios mas detallados han demostrado que tanto las concentraciones de glutamato en el POA como
la liberacion del aminoacido de los explantes de POA aumentan durante el desarrollo juvenil (P16 a
P30) en ratas hembra. Concluyendo que las concentraciones de Glu aumentan en el hipotalamo
durante el desarrollo puberal alcanzando un maximo después del inicio de la pubertad. (Ojeda &
Terasawa, 2009; Terasawa & Kurian, 2012)

La expresion de NMDA (no de Kainato y AMPA) en el hipotalamo experimenta cambios
puberales en la expresion de ARNm, y en la coexpresion de sus subunidades de receptor en las
neuronas GnRHérgicas. Los niveles de ARNm de NR1 en el POA-AH aumentan peri-puberalmente,
y la coexpresion de NR1 con neuronas GnRHérgicas aumenta significativamente al alcanzar la

funcién reproductiva adulta (Maffucci & Gore, 2009).

Norepinefrina

Las neuronas adrenérgicas estan implicadas en el control de la liberacion de GnRH y LH, y
como mediadores de la estimulacion de esteroides preovulatoria en el ovario (Ojeda & Terasawa,
2009)

Existen dos tipos de receptores adrenérgicos los a y los f cada uno tiene subtipos (al, 02, y
B1, B2). Cada receptor es estimulado por diferentes ligandos, el efecto que causa la activacion de los

receptores o es opuesto al de los B. En primates la activacion de al, estimula la liberacion de GnRH;



mientras, que ratas hembras tratadas con reserpina (un bloqueador de la sintesis de monoaminas)
retrasa la apertura vaginal. Ruf & Holmes (1973), mostraron que ratas hembra tratadas con 6-
hidroxidopamina (que destruyen selectivamente neuronas catecolaminérgicas) se retrasa la apertura
vaginal (Ojeda & Terasawa, 2009).

La respuesta in vitro de GnRH a norepinefrina, en ratas hembras, aumenta a medida que el
animal se acerca a la pubertad y esta respuesta se ve reforzada por el estradiol, sugiriendo una
participacion de entradas noradrenérgicas en la progresion del proceso puberal. Estos resultados
indican que norepinefrina es un neurotransmisor que contribuye a facilitar el aumento puberal en la

liberacion de GnRH /LH (Ojeda & Terasawa, 2009; Terasawa & Kurian, 2012).

Dopamina

El rol principal de la dopamina en el inicio de la pubertad aun no esta bien establecido. Se ha
demostrado que las concentraciones hipotalamicas de dopamina, en rata, aumentan antes y alrededor
de la edad de la pubertad. El tratamiento cronico con pergolida (agonista de los receptores D1 y D2)
provoca un avance en la apertura vaginal, mientras que la pimozida (antagonista de los receptores
dopaminergicos D2, D3 y D4) en el area preoptica medial, también tiene como resultado un adelanto
en el inicio de la pubertad. La administracion crénica con pergolida entre el P11 y P20 induce un
adelanto en la pubertad. Estos resultados nos indican que las neuronas dopaminérgicas afectan el
inicio de la pubertad de las dos maneras, tanto estimulatoria como inhibitoria, sin embargo, no juega
un rol crucial en la activacion de las neuronas GnRHérgicas (Ojeda & Terasawa, 2009; Terasawa &

Kurian, 2012).

Galanina

Se ha propuesto a la galanina como un modulador de la actividad de la GnRH facilitando el
inicio de la pubertad, las concentraciones de galanina en el hipotalamo incrementan en un modelo de
pubertad precoz en ratas, ademas de que en ratas macho y hembra la galanina incrementa en el POA
durante la pubertad. Estas observaciones sugieren que galanina esta influenciada por los esteroides
gonadales (estrogenos y testosterona) que se producen en el momento de la pubertad. En mono Rhesus
se ha encontrado que galanina no tiene ningtin efecto en la estimulaciéon de GnRH (Ojeda & Terasawa,

2009).

Neuropéptido Y
El neuropéptido Y (NPY) es un péptido de 36 aminoacidos y es uno de los péptidos mas

abundantes encontrados en el sistema nervioso central de mamiferos. En la rata, la concentracion de



NPY a nivel hipotalamico incrementa durante el desarrollo posnatal. Asi mismo, NPY tiene un
incremento significativo en el momento de la primera salida preovulatoria, sugiriendo que este tiene
control en la secrecion de GnRH (Ojeda & Terasawa, 2009). En ratas y cerdos el contenido de
neuronas NPYérgicas en el hipotdlamo es bajo en el desarrollo posnatal e incrementa durante la
pubertad. Mientras que, en monos, no parece haber cambios en el nimero de neuronas NPYérgicas
después del nacimiento (Ojeda & Terasawa, 2009; Terasawa & Kurian, 2012).

El rol del NPY en la pubertad ha sido ampliamente discutido. Diversos estudios en ratas,
conejos y monos hembra ovariectomizadas muestran que NPY actua inhibitoriamente en la secrecion
de GnRH/LH. Mientras que en animales intactos o tratados con estrogenos, el NPY estimula la
secrecion de GnRH. Sin embargo, estudios realizados en mono Rhesus hembras muestran que el NPY
tiene actividad estimulatoria independientemente del estado de las génadas (Ojeda & Terasawa, 2009;
Terasawa & Kurian, 2012).

Woller et al. (1992) demostraron que cuando el NPY es administrado intraventricularmente
en S-ME puede estimular sistemas inhibitorios de GnRH, como pasa en neuronas B-endorfinas. Esta
interpretacion mantiene que NPY es estimulador de la liberacion de GnRH si este se administra
directamente en ME. El NPY contribuye al inicio de la pubertad mas no es decisivo para que este
proceso se lleve a cabo (Ojeda & Terasawa 2009, p 2057).

Se ha informado un papel modulador negativo del NPY en el inicio de la pubertad en ratas y,
mas recientemente, en monos Rhesus. El Majdoubiy et al. (2000) informaron que, aunque el
contenido del ARNm de GnRH en neonatos no es diferente del ARNm de animales juveniles, el
ARNmMm hipotalamico disminuyd en los machos juveniles respecto a los niveles mas altos detectados
en los recién nacidos. Ademas, el bloqueo de los receptores Y1 (1229U91) mediante inyeccion
intraventricular de un antagonista de NPY estimul6 en gran medida la liberacion de LH en monos
prepuberes (Terasawa y Kurian 2012, p458). Investigaciones en ratones NPY-KO han demostrado
que el NPY ejerce efectos inhibidores a través de la inhibicién presinaptica de las neuronas de
glutamato. Por lo tanto, esta claro que el NPY puede ejercer tantos efectos inhibidores como
excitadores sobre la actividad neuronal hipotalamica (Ojeda & Terasawa, 2009; Terasawa & Kurian,

2012).

GABA

GABA es el neurotransmisor inhibidor dominante en el hipotdlamo. GABA es capaz de
inhibir la actividad de las neuronas GnRHérgicas. GABA se sintetiza principalmente a partir de
glutamato a través de una reaccion de descarboxilacion catalizada por acido glutdmico descarboxilasa

(GAD) (Ojeda & Terasawa, 2009; Terasawa & Kurian, 2012).



En ratas puberales la administraciéon en el POA de antagonistas del receptor GABA-A,
adelanta la pubertad mientras que si se administra un agonista ocurre un retraso. Sin embargo, la
evidencia sugiere que en ratas antes de alcanzar la pubertad, GABA es un estimulador positivo, y al
llegar a la edad de pubertad se convierte en uno negativo, no asi para primates no humanos en donde
desde la etapa infantil GABA inhibe la secrecion de GnRH, y antes de la pubertad se reduce su nivel
provocando un incremento de GnRH. Estudios realizados en células inmaduras de hipotalamo
demuestran que GABA produce una respuesta excitatoria en las neuronas GnRH, si bien demostrd
que esto pasa en todas las células inmaduras ain quedan dudas respecto a cual es el papel que esta
cumpliendo GABA en el inicio de la pubertad. Otros estudios han demostrado que las células maduras
poseen algunas subunidades que las inmaduras no esto podria justificar porque en la edad prepuberal

funciona de una manera y al madurar de otra (Ojeda & Terasawa, 2009; Terasawa & Kurian, 2012).

Opioides endogenos

Debido a que los péptidos opioides suprimen la liberacion pulsatil de LH, y un antagonista
del receptor opioide, naloxona, contrarresta el efecto de retroalimentacion negativa del estrégeno
sobre las gonadotropinas en animales adultos, se ha propuesto que los opioides enddgenos tienen
algin papel en la pubertad. Tanto en ratas como en ovejas inmaduras, la naloxona estimula la
liberacion de LH y se ha demostrado que la administracion de naloxona durante la vida posnatal
temprana desencadena pubertad precoz en ratas hembra. Sin embargo, estudios realizados en ratas
macho y hembra, sugieren que la pérdida de la inhibicién mediada por opioides en la liberacion de
GnRH no juega un papel critico en el inicio de la pubertad, puesto que el bloqueo de los receptores
opioides causa efectos opuestos sobre la liberacion de LH durante el desarrollo prepuberal inhibiendo
la produccién de LH en machos, pero estimulandola en las hembras.

En primates, los péptidos opioides no juegan un papel importante en el inicio de la pubertad.
Los opioides mantienen la liberacion de GnRH baja antes de la pubertad, en chimpancés la naloxona
no aumenta la liberacion de LH hasta después del inicio de la pubertad, y se vuelve mas efectiva
durante el curso de la pubertad. Estos datos nos muestran que los péptidos opioides como grupo no
parecen jugar un papel en la restriccion del inicio de la pubertad. Sin embargo, los péptidos opioides
pueden complementar un papel inhibidor del GABA antes de la pubertad que conducen al aumento

puberal en la produccion de GnRH (Ojeda & Terasawa, 2009; Terasawa & Kurian, 2012).
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Glia

Antes se creia que la glia solo desempefaba funciones de apoyo en el sistema nervioso
central, recientemente se ha encontrado que estas células pueden generar, procesar y transmitir
informacion, al igual que las neuronas (Ojeda & Terasawa, 2009).

Las células gliales poseen una gran variedad de receptores a neurotransmisores y muchos de
los receptores estan acoplados a sistemas de segundo mensajero. Las células gliales pueden participar
en el inicio de la pubertad modificando la liberacion pulsatil de las neuronas GnRHérgicas, por la
produccion factores de crecimiento, proporcionando una via de sefializacion desde otras neuronas.
Ejemplos de ello es el neuroligando, bradiquinina, que estimula la liberacion de glutamato de los
astrocitos, que a su vez parece indicar sefiales de neuronas de bradiquinina, o bien, modificacion del

entorno local de la liberacién de GnRH (Ojeda & Terasawa, 2009; Ojeda, Lomniczi, & Sandau, 2010).

Factores de crecimiento

La astroglia sintetiza y libera factores de crecimiento, como el factor de crecimiento
transformante o y B (TGFa y TGF ), el factor de crecimiento fibroblastico basico (FCFDb), el factor
de crecimiento epidérmico (EGF), y el factor de crecimiento insulinico-1 (IGF-1), neuronal (Ojeda
& Terasawa, 2009).

Los receptores de EGF median los efectos del TGFa, y el ARNm del receptor de EGF y el
EGF disminuyen antes del primer aumento preovulatorio de GnRH, lo que indica que EGF puede
tenrer participacion en el inicio de la pubertad. Mientras que el TGF derivado de la astroglia estimula
los niveles de ARNm de GnRH. Estudios in vitro con células GT1 han mostrado que el FCFb también
estimula la liberacion de GnRH, mientras que el FCFb altera la secrecion de GnRH. En ratas hembras
el FCFb disminuye significativamente con la pubertad inducida por NMDA, mientras que los niveles
de ARNm del receptor de bFGF no muestran ninglin cambio. La glia también participa en el inicio
de la pubertad en los monos Rhesus, puesto que en el hipotalamo el ARNm de TGFo aumenta con la
pubertad y la expresion del TGFo cambia de forma bifasica durante la maduracion sexual, siendo
que, la expresion es alta durante el periodo infantil cuando los niveles de gonadotropinas son altos y
disminuye durante el periodo juvenil, aumentando nuevamente en el momento de la pubertad (Ojeda
& Terasawa, 2009).

Radovick et al. (1997) han informado que la linea celular de neurosecrecion de GnRH NLT
(GN) expresa receptores a IGF-1, y que IGF-1 es capaz de regular la expresion de ARNm de GnRH.
Por lo tanto, es plausible el aumento puberal en IGF-1 puede alterar directamente la actividad de las
neuronas GnRH, y este mecanismo puede contribuir al aumento puberal en GnRH liberacion, aunque

es dudoso que el IGF-1 derivado de astroglial juegue un papel en desencadenar el inicio de la
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pubertad. Especificamente, mientras que los astrocitos son la fuente primaria de IGF-1 del
hipotalamo, parece que las fuentes periféricas de IGF-1 son mas propensas a contribuir a la activacion

de la red neuronal de GnRH en la pubertad (Ojeda & Terasawa, 2009).
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Fig. 1. El incremento en la secrecion de GnRH se debe a la activacion de un mecanismo integral en el
que participan la comunicacién neuronal de moléculas excitadoras e inhibitorias y la comunicacion

transinaptica y glial (Modificado de Ojeda & Terasawa, 2009).

1.5 Kisspeptina nuevo modulador del eje neuroendocrino

Kisspeptina (Kiss) fue descubierta en 1996 como producto del gen Kiss-1, capaz de suprimir
la metastasis (Kotani et al., 2001). Kiss fue nombrado asi por su papel como secuencia supresora
(SS). Las letras "Ki" se afiadieron al prefijo "ss" para formar "Kiss" en homenaje al lugar de su
descubrimiento, es decir, Hershey, Pennsylvania, hogar del famoso "Chocolate Kiss de Hershey"

(Smith, Clifton & Steiner 2006; Oakley, Clifton & Steiner 2009).
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Kiss es un péptido de 54 aminoacidos que proviene de la prepro-kisspeptina. Esta prepro-
kisspeptina es una proteina de 145 aminodcidos, que es clivada enzimaticamente hasta llegar a
fragmentos de 54, 14, 13 y 10 aminodcidos. Estos aminoacidos comparten un extremo COO-H comun
y un motivo RF-amida (Fig. 2) (Kotani et al., 2001). Lo cual, se logré identificar en varios tejidos
como la placenta, hipotadlamo e hipofisis, cerebelo, corteza y tallo cerebral (Kauffman, Clifton, &

Steiner 2007).

1 67 68 121 122 1456
Prepro-Kisspeptina N| | I e
l Clivado
1 54
Kisspeptina-54 { REF=NH,
l ;
Kisspeptina-14 NH;
Kisspeptina-13 NH;
Kisspeptina-10 NH.

Fig. 2 La Prepro-Kisspeptina es cortada enzimaticamente para la produccion de Kisspeptina-54. Los
péptidos més cortos (como Kisspeptina-10, -13 y -14) pueden ser productos de degradacion de Kisspeptina-54
(Modificado de Popa, Clifton, & Steiner, 2008)

La importancia de Kiss en la reproduccion se descubrié cuando dos grupos independientes,
de Roux et al. (2003) y Seminara et al. (2003) reportaron que pacientes con hipogonadismo
hipogonadotropico idiopatico (HHI), presentaron disminucion de esteroides sexuales, gametogénesis
alterada y falta de ciclicidad menstrual debido a mutaciones del gen que codifica para el receptor a
Kiss (Kiss1R), ademas de ser asociadas con severa deficiencia en LH y FSH (Popa, Clifton, & Steiner,
2008).

Kiss es un potente secretagogo para las neuronas GnRHérgicas, se ha demostrado que la
administracion central o periférica de éste estimula la secrecion de gonadotropinas (Popa, Clifton, &
Steiner, 2008). Gottsch et al. (2006) informaron que dosis tan bajas de Kiss (1 M) inyectadas en el

ventriculo lateral del raton, puede provocar un estallido de secrecion de LH y FSH (Fig. 3).
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Fig. 3 Efectos de diferentes dosis de kisspeptin-54 (que van desde 0-5 nmol administrado ICV) en los
niveles séricos de LH, medidos 30 minutos después de la administracion. *, P < 0.01 vs. Vehiculo; **, P <

0.001 vs. Vehiculo; +, P <0.001 vs. 0.001 pmol kisspeptina-54. (Modificado de Gottsch et al. 2006)

Por su parte, Navarro et al. (2004) reportaron que una dosis de 1 nM de Kiss administrada en
el ventriculo derecho de ratas hembra puede incrementar los niveles séricos de LH y de estradiol,
asimismo, las aposiciones entre los axones de las neuronas Kisspeptinérgicas y los somas neuronales
de las neuronas GnRHérgicas aumentan al momento de la pubertad, sugiriendo también un aumento
en la entrada de Kiss a las neuronas GnRHérgicas en esta etapa del desarrollo (Oakley, Clifton &
Steiner, 2009). Estudios realizados por Pita et al. (2011) probaron que los niveles circulantes de Kiss
plasmatica son mayores en la pubertad precoz en comparacion con las nifias normales pre-puberes.

La sefializacion de Kiss-Kiss1R también se ha demostrado periféricamente en ratas pre-
puberes de 25 dias de edad en donde se encontrd que Kiss estimula la secrecion de FSH y LH (Matsui,
Takatsu, Kumano, Matsumoto & Ohtaki, 2004).

En la regulacion de las neuronas Kisspeptinérgicas participan los esteroides sexuales, ya que,
las neuronas Kisspeptinergicas expresan receptores a androgenos (RA), y receptores a estrogenos o
y B (REa, REP) (Smith, Clifton & Steiner, 2006). Las neuronas Kisspeptinérgicas se encuentran,
principalmente, en el nicleo ARC y el nucleo AVPV (Nucleos Kisspeptinérgicos). Estos nucleos
tienen implicaciones en el feedback positivo y negativo de Kiss (Kauffman, Clifton, & Steiner, 2007).
En roedores las neuronas Kisspeptinérgicas que se encuentran en el ARC estan siendo reguladas
negativamente por los esteroides sexuales gonadales (testosterona y estrégeno) mientras que en el
caso de las hembras el estradiol regula de manera positiva en el nucleo AVPV (Smith, Clifton &

Steiner, 2006).
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1.6 El receptor a Kisspeptina: Kiss1R

Lee et al. (1999), descubrieron el receptor a Kiss en ratas, conocido como Kiss1R o también
GPR54. En otro trabajo, Muir et al. (2001) a partir de cerebro humano, clonaron el receptor AXOR12,
que exhibe un 81% de homologia con el Kiss1R.

Kiss a través de su receptor Kiss1R, es capaz de activar la liberacion de la hormona liberadora
de gonadotropina (GnRH). La expresion de Kiss1R es absolutamente necesaria para hacer funcional
al eje gonadotropico.

Bioquimicamente, el receptor KissIR es un receptor con 7 dominios transmembranales,
acoplado a proteina Gg11, cuando Kiss se une al receptor KissIR, se cierran los canales de K* hacia
el interior para despolarizar a las neuronas GnRHérgicas. La subunidad a se une a la Fosfolipasa C
(PLC) para que esta a continuacion transforme a Fosfatidil inositol 4,5, bifosfato (PIP2), en inositol
trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP3 abre los depdsitos intercelulares de Ca™ (reticulo
endoplasmico), para su liberacion, incrementando asi la concentracion de Ca'" intracelular y
despolarizando a la neurona. También permite la afluencia de cationes mediante la apertura de un
receptor de potencial transitorio de canal tipo 4 (TRPC4) que resulta de la activacion de PLC que en
este caso se disocia PIP2 del canal TRPC4 para potenciar su actividad al tiempo que la tirosina

quinasa fosforila y activa TRPC4 (Fig. 4) (Oakley, Clifton & Steiner 2009).

Cations

TRPC | I

Me
DAG

Ca2+

Fig. 4 Mecanismo de accion del receptor Kiss1R (Oakley, Clifton & Steiner 2009)

1.7 Kisspeptina en érganos periféricos femeninos
A partir del descubrimiento del papel de Kiss en la pubertad a nivel se SNC también comenzo
su estudio en organos periféricos relacionados con el eje gonadotrdpico. Los organos sexuales

(ovarios y testiculos) en hembras y machos son indispensables para la regulacion del eje, puesto que
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participan en la retroalimentacion positiva y negativa a través de la secrecion esteroidal. A

continuacion, se describe, su papel en ovarios y utero.

Kisspetina en el Ovario

Kiss se ha localizado en ovarios ciclicos humanos y de tities, encontrandose un prominente
marcaje en la capa de células de la teca de foliculos en crecimiento, cuerpo liteo, glandula intersticial
y epitelio de la superficie ovarica, en tanto que Kiss1R también se encontrd en células de la teca
humana y luteales (Gaytan et al., 2009). Ademas de que estudios hechos por Castellano et al. (2006)
mostraron que los genes Kiss1 y Kiss1R se expresaron en ovarios de rata durante todo el ciclo estral.
También reportaron, que los niveles de ARNm de KissIR se mantuvieron bajos y sin variaciones
significativas. El ARNm de Kiss1 fluctu6 de forma dependiente del ciclo, bajo la regulacion de la LH
hipofisaria. Sugiriendo asi, la participacion de Kiss periférica en la regulacion del ciclo estral.

Mientras que Yamasaki et al. (2017) han demostraron que los niveles del ARNm de Kiss-1y
Kiss-1R ovaricos varian durante el desarrollo. Observando, que en ratas hembras juveniles, los
niveles de expresion de ARNm de Kiss-1 y Kiss-1R son mas altos alrededor de los dias 15-20

postnatales en comparacion con los niveles de otros dias (Fig. 5).
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Fig. 5 Niveles de ARNm de Kissl y Kiss1R (A, B) ovarico desde el dia (D) 10 hasta D35 (n = 7 por
grupo). Los niveles de ARNm en D10 se establecieron como 1,0. Los datos se presentan como la media + DE.
a, b: letras diferentes indican diferencias significativas diferentes (P <0.05). **: P <0.01 vs. todos los otros

grupos (Modificado de Yamasaki et al. 2017).

Otros estudios hechos por Ricu et al. (2012), muestran la presencia de Kiss en el ganglio
celiaco inervando a los ovarios, sugiriendo una red neuronal entre el ganglio celiaco y el ovario. Este
mismo equipo de trabajo, report6é que la administracion directa a ovarios de un antagonista de Kiss

(p-234) in vivo retrasa la apertura vaginal y altera el ciclo estral (Fig. 6).
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Fig. 6 Efecto de la administracion in vivo intraovarica del antagonista de la kisspeptina (p-234) en la
edad de la apertura vaginal. Promedio de apertura vaginal en control (n = 10) y antagonista de kisspeptina (n =
10) Los asteriscos representan una diferencia estadisticamente significativa, se realiz6 la prueba t de Student

para datos emparejados (¥, P <0.05) (Modificado de Ricu, et al. 2012).

Kisspeptina en el Utero

En utero, la presencia de Kiss o Kiss1R ha sido poco descrita, ratonas homocigotas KO para
Kiss1R muestran un ttero hipoplasico, ademas de que las concentraciones de ARNm para Kiss1R en
ratonas normales tienen un maximo pico al P15, sugiriendo que la funcion principal de Kiss1R en el
desarrollo sexual ocurre después del nacimiento y antes de la pubertad (Funes, et al. 2003) (Fig. 7).
Mientras que D'Anglemont et al. (2007) reportaron que ratones hembra KO a Kiss presentan uteros

considerablemente mas pequefios y filiformes ademas de anomalias histologicas en utero.
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Fig. 7 Analisis de PCR cuantitativa de la expresion de KissIR en tejidos de tipo salvaje de ratonas en

diferentes puntos temporales de desarrollo (Modificado de Funes, et al. 2003).
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Zhang et al. (2014) mostraron que en el utero de ratéon hembra ovarectomizado la expresion
del ARNm de Kiss se regula positivamente después del tratamiento con estradiol. Este hallazgo es
importante y propone que la expresion de Kiss en ttero también esta regulada por estradiol como en
el hipotalamo.

Estudios realizados por Ledn et al. (2016) han demostrado que en ratén hembra KO a Kiss o
a Kiss1R hay una pérdida casi completa (aproximadamente 97%) de la formacion total de glandulas
endometriales y una reduccion significativa (aproximadamente 81%) en el crecimiento uterino en el
raton adulto. Y que el tratamiento con estradiol o la reactivacion de las neuronas GnRHérgicas puede
reestablecer completamente el crecimiento uterino, pero la adenogénesis solo en una media del 25%.
Proponiendo asi que el sistema de sefializacion de Kiss debe ser un importante regulador de la
adenogénesis y el crecimiento uterino en el raton adulto puesto que en un segundo experimento se
mantuvo la expresion de los receptores en organos periféricos encontrandose que la reduccion de

adenogénesis y crecimiento uterino fue menor que la observada en los ratones KO a Kiss y Kiss1R.

1.8 Generalidades del utero
El utero es el 6rgano responsable de una variedad de funciones tales como la gestacion

(embarazo), la menstruacién y el parto.

Anatomia

El utero de los roedores posee una anatomia bicorne, esta formada por dos cuernos uterinos
los cuales convergen hacia la region caudal formando el cuerpo uterino, el cual continia hasta el
cuello uterino (Fig. 8) (Mossman, 1977).

El utero esta soportado por varios ligamentos que incluyen el ligamento ovarico-uterino, el
ligamento redondo, el ligamento ancho, el ligamento cardinal y los ligamentos utero-sacros. Ademas,
esta apoyado (inferiormente) por el diafragma pélvico, el diafragma urogenital y el cuerpo perineal

(Fig. 4) (Sosa-Stanley & Bhimji, 2012)
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Fig.8 Anatomia del utero de rata (Modificado Walker, Warren F., 1997).

Histologia del utero de rata

El ttero se compone de tres capas de tejido que son:

L.

Endometrio: consiste en el endometrio funcional (superficial) y basal. La capa
funcional responde a las hormonas reproductivas. Esta constituido por un epitelio
cilindrico simple que reviste el lumen del utero. Por debajo de este epitelio y separado
por una membrana basal, se localiza una capa de tejido conectivo laxo, muy
vascularizada. También pueden observarse glandulas uterinas que son
invaginaciones tubulares del epitelio luminal.

Miometrio: formado principalmente por dos capas de musculo, una interna orientada
circularmente y una mas externa orientada longitudinalmente;

Serosa / Perimetrio: capa externa compuesta de tejido conjuntivo laxo, recubierto por
la serosa peritoneal. Presenta muchos vasos linfaticos, sanguineos y fibras nerviosas

(Fig. 9) (Pérez y Romano, 1996; Sosa-Stanley y Bhimji, 2012).
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Fig. 9 Corte histologico del ttero de rata Wistar, en donde se observan las tres capas de tejido que lo conforman

(Foto tomada en el Laboratorio de Neuroendocrinologia de la FCQ-BUAP. Tincion H&E).

Funcion del utero

La principal funcion del ttero es aceptar el 6vulo fertilizado que pasa a través de la trompa
de Falopio. El 6vulo luego se implanta en el endometrio, donde recibe alimento de los vasos
sanguineos desarrollados exclusivamente para ese fin. A medida que el embridn crece y madura, el

utero se expande para soportar el embarazo. (Shirasuna e Iwata 2017).

Irrigacion del utero

En la rata, las arterias segmentarias generalmente surgen como ramas de la anastomosis
arterial ovario-uterina y entran en el ttero a lo largo del borde mesometrial, estas arterias segmentarias
surgen de "asas arteriales" que se ramifican, circulan paralelas y luego se unen nuevamente a la arteria
ovarico-uterina. Las arterias segmentarias pasan entre las capas del mesometrio, generalmente se
ramifican varias veces antes de alcanzar el musculo circular de los musculos adyacentes al
mesometrio.

Las ramas arteriales pueden estar dorsal o ventralmente alrededor del utero, formando las
'arterias circunferenciales', o pueden dividirse muchas veces para formar una correa de pequenas
arterias que suministran al endometrio en la region del mesometrio.

Las arterias circunferenciales siguen una trayectoria tortuosa alrededor del Utero entre las

capas musculares longitudinal y circular, antes de realizar un analisis antimesometrial entre ellas y
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también con arterias circunferenciales adyacentes (anteriores o posteriores). Los capilares musculares
longitudinales, se derivan de las arterias circunferenciales, formando pequefios bucles paralelos
regulares.

El endometrio es suministrado por una serie de arterias que surgen de cada arteria
circunferencial, denominadas arterias espirales. Algunas arterias espirales se estrechan mientras
pasan a través de la capa muscular circular, antes de aumentar el didmetro luminal dentro del
endometrio. En el endometrio pueden continuar hacia el lumen sin ramificaciones, antes de dividirse
para formar el plexo capilar subepitelial, o se ramifican varias veces en el endometrio con cada rama
subdividida ain mas antes de unir el plexo capilar luminal. Los capilares del plexo subepitelial tienen
un patron complejo de conexion, con rutas largas, intermedias y cortas entre cualquier arteriola y
vénula. Las glandulas dentro del endometrio tienen un esqueleto vascular caracteristico, que
comprende una "canasta" de capilares suministrados por una arteriola en un lado y drenados por una
vénula en el otro lado. Los capilares de las glandulas a menudo se anastomosan con los del plexo
subepitelial que rodea las bocas de las glandulas, el retorno venoso del endometrio consiste en una
serie de vénulas cortas y relativamente gruesas que se unen antes de desembocar en una gran vena
circunferencial. A diferencia del suministro arterial, hay venas circunferenciales en dos niveles: entre
el endometrio y el miometrio; y entre las capas musculares longitudinales y circulares del miometrio.

Las venas circunferenciales de los dos niveles se conectan hacia el lado mesometrial del atero,
donde el vaso interno pasa a través de la capa circular del musculo para unirse al vaso externo. Las
venas circunferenciales externas dorsal y ventral anastamosa de manera similar a las arterias, mientras
que las venas circunferenciales internas dorsal y ventral no parecen tener anastomosis principales en
esta region. No hay venas equivalentes a las arterias del tridngulo mesometrial, lo que sugiere que la
sangre de esta area drena a areas adyacentes a través del capilar subepitelio plexo. Los capilares de la
capa muscular longitudinal se conectan a la vena circunferencial externa, mientras que los de la capa
muscular circular se conectan tanto a la vena circunferencial interna como a la externa.

Las venas circunferenciales dorsal y ventral pasan al mesometrio donde se unen entre si y
con las venas circunferenciales de areas adyacentes del utero para formar las venas segmentarias. Al
igual que con las arterias segmentarias, se pueden encontrar asas venosas anastomaticas dentro del

mesotetrio (Rogers & Gannon, 1981).

Inervacion del utero
El utero tiene nervios simpaticos, parasimpaticos y sensoriales que inervan principalmente
los vasos sanguineos y el musculo liso del miometrio. En la rata, el 90% de las fibras nerviosas

simpaticas que inervan la parte superior del cuerno uterino se originan en las neuronas suprarrenales
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y los ganglios de la cadena simpatica entre los segmentos espinales T10-L3. Mientras que la
inervacion del utero inferior y el cuello uterino se originan en los ganglios paravertebrales,
principalmente entre los segmentos espinales L2-L4. En cobayas y humanos, una parte considerable
de la inervacion simpatica del cuerpo uterino y del cuello uterino surge de las neuronas en el plexo
pélvico ubicado en la union utero-vaginal. La densidad total de la inervacién varia sustancialmente
entre las diferentes especies. Ademas, la densidad de inervacion es mas pesada en el extremo tubarico
del cuerno uterino y del cuello uterino que en las partes principales del cuerno/cuerpo. Nance et al.
(1988) mostro que en la rata, las fibras que inervan la region craneal del cuerno uterino surgen de los
segmentos vertebrales T13-L1, mientras que las neuronas en los ganglios L6 y S1 inervan la region
caudal del cuerno uterino y el cuello uterino. Los ganglios nodosos a través del nervio vago
contribuyen a la inervacion aferente del utero de la rata.

Debido a que la inervacion simpatica se aproxima a las glandulas uterinas, se sugiere que
estas fibras tienen un papel en la secrecion endometrial, diferente a los nervios parasimpaticos que
rara vez penetran profundamente en el endometrio y no se asocian con las glandulas endometriales

(Brauer & Smith, 2015).

1.9 Antagonista del receptor Kiss1R: Sal de Kisspeptina-234 trifluoroacetato (p-234)
El p-234 es un péptido sintético con especificidad para el receptor Kiss1R, capaz de inhibir
la liberacion intracelular de Fosfato inositol (IP). En machos castrados la administracion del p-234 de

1 nmol a los 0, 60 y 120 min reduce los niveles séricos de LH; ademds de suprimir la liberacion de

GnRH. (Roseweir, et al., 2009).

1.10 Rata Wistar

Las ratas Wistar son ratas albinas que pertenecen a la especie Rattus norvegicus. Esta variedad fue
desarrollada en el Instituto Wistar en 1906 para su uso en la investigacion bioldgica y médica. La rata
Wistar es actualmente una de las cepas de ratas mas populares utilizadas para la investigacion de
laboratorio. Se caracteriza por su cabeza ancha, orejas largas, y con una longitud de la cola que es
siempre inferior a la longitud de su cuerpo ademas de que estas siempre son mas activas comparadas

a otras cepas.

Caracteristicas Generales

. Tamaiio de camada promedio: 9
. Animal docil
. Carecen de Vesicula Biliar
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. Poco activas durante el dia.

. Usan sus bigotes para orientacion espacial.

. Olfato muy desarrollado.

. Carecen del reflejo del vomito.

. Poseen Glandulas de Harder que secretan Porfirinas.
. Longevidad 2.5 a 3.5 afios.

La rata es uno de los animales mas utilizados en el estudio de la fisiologia de la reproduccion.
Una de las ventajas que tiene la rata para su uso en la investigacion es el corto tiempo de gestacion
(22.5 dias en promedio) comparada con otros mamiferos (monos, 30-50 meses y ovejas; 5-7 meses).
Asimismo, la duracion del ciclo estral tiene una duracion de 4 a 5 dias, mientras que la pubertad se

alcanza a los 39 dias en promedio (Maeda, Okhura & Tsukaura, 2000).
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2. JUSTIFICACION

Kiss es un potente secretagogo para GnRH; tanto Kiss como Kiss1R, estan implicados en su
regulacion. Las neuronas GnRHérgicas se encuentran en el hipotdlamo y proyectan hacia la hipofisis.
Cuando hay liberacion de GnRH, en hipdfisis se estimula la secrecion de la hormona foliculo
estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH), estas por via sanguinea estimulan la secrecion de
estradiol y progesterona en gonadas, que se encargan de regular a su vez la secrecion de GnRH, de
esta manera hay una comunicacion constante entre hipotalamo, hipofisis y goénadas, mejor conocido
como eje H-H-G, su regulacion depende de una gran cantidad de eventos hormonales.

La expresion de Kiss1R es necesaria para hacer funcional al eje gonadotropico. Diversos
estudios han demostrado que la carencia total del receptor KissIR o bien de Kiss tienen efectos
negativos en la maduracion sexual. Individuos con mutaciones en los genes que codifican para el
receptor Kiss1R tienen hipogonadismo y como caracteristicas principales estan gonadas pequefias e
inmaduras, asi como carencia de vello facial, en el caso de los varones.

Si bien Kiss y Kiss1R han sido estudiados ampliamente a nivel de sistema nervioso central,
en Organos periféricos solo se tiene conocimiento de su funcion en ovarios y testiculos y poco se sabe
acerca de la funcidon que podria estar desempefiando en ttero. Por otro lado, se sabe que el utero es
un organo importante en la maduracidn sexual, el cual se encuentra influenciado por la liberacion de
estrogenos por parte de los ovarios. Ademas, el ttero a lo largo de la vida del sujeto sufre cambios
histologicos, morfologicos y fisiologicos importantes que van desde prepararse para la primera
ovulacion hasta ser capaz de soportar un embarazo. De aqui la importancia de evaluar el desarrollo y

el papel que Kiss1R tiene en el inicio de la pubertad y el desarrollo celular uterino.
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HIPOTESIS

La administracion del antagonista p-234 de Kiss1R en utero de ratas Wistar juveniles disminuye el

desarrollo celular uterino al inicio de la pubertad.

OBJETIVOS
Objetivo general
Evaluar la participacion del receptor Kiss1R en el desarrollo uterino y su papel en el inicio de la

pubertad de ratas hembra Wistar.

Objetivos particulares
1. Evaluar el efecto del antagonismo del Kiss1R sobre el inicio de la pubertad, determinando la
edad de la PAV
2. Determinar el efecto del antagonismo del Kiss1R sobre los cambios morfologicos del utero
en el grosor del endometrio, del miometrio, perimetrio y el ntimero de gladndulas
endometriales a la edad de la PAV.
3. Evaluar el grosor de las fibras musculares del miometrio a la edad de la PAV.

4. Localizar y cuantificar la presencia del Kiss1R en utero a la edad de la PAV.
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3. METODOLOGIA
En esta seccion se describe brevemente la metodologia utilizada para la realizacion de la parte
experimental de este trabajo. Los procedimientos de manejo, mantenimiento, cirugia y diseccion de
los animales estuvieronn bajo las especificaciones que establece la NOM-062-Z0O0-1999 y el Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla (BUAP). Asi mismo, la sustentante acredité el curso de manejo y

cuidado de animales de laboratorio impartido por el Bioterio Claude Bernard.

3.1 Animales

Se trabajo con 20 ratas hembra de la cepa Wistar, 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. A los 10
dias de edad, las ratas se dividieron aleatoriamente en los diferentes grupos experimentales. Se
formaron cuatro grupos, el grupo control (animales intactos; n=5), el grupo vehiculo (administradas
con 0.6 UI de solucion Hartman; n=5), y dos grupos administrados con p-234 (Sal de Kisspeptina-
234 trifluoroacetato Santa Cruz Biotechnology), con una dosis de 1.297016861 °mg/kg
(concentracion 1nM, n=5) y 1.297016861 2mg/kg (concentracién 10nM, n=5).

3.2 Administracion de la sal de Kisspeptina-234 trifluoroacetato (p-234)

La administracion tanto del vehiculo como de las dos dosis de p-234 se realizo a los 24 dias
de edad (P24), mediante una cirugia en la region dorsal que consistid en la administracion directa de
éstas en el utero. Antes de la administracion del vehiculo o del p-234, las ratas recibieran una dosis
de ketamina/xilacina (0.2 ml/100g) administradas por via intraperitoneal, como anestésico. Después
de la cirugia los animales se mantuvieron en observacion hasta que recuperaron la conciencia y se
regresaron al bioterio. Los dias siguientes a la cirugia se revisaron y limpiaron las heridas con

clorhexidina para evitar infecciones.

3.3 Eutanasia y obtencion de los tejidos

La eutanasia de los animales se realizo a la edad de la primera apertura vaginal (PAV), la cual
se determind mediante la observacion de la presencia o ausencia de la membrana vaginal en las ratas.
Para el procedimiento, se meti6 a los animales en una camara de CO2, posteriormente se realizo una
perfusion intracardiaca con solucion salina isotonica y paraformaldehido al 4% en buffer de fosfatos

(PBS) y enseguida la diseccion de tteros.
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3.4 Tratamiento de los tejidos y andlisis histologico

Los tejidos obtenidos se almacenaron en paraformaldehido al 4% en PBS para completar la
fijacién. Después se deshidrataron e incluyeron en parafina para posteriormente hacer cortes
histolégicos con un grosor de Sum, y finalmente realizar la tincion de Hematoxilina-Eosina,
Tricromica de Masson e inmunohistoquimica,

Para la medicion de endometrio, miometrio, perimetrio y conteo de glandulas endometriales
se tomaron aleatoriamente 10 campos de los diferentes cortes tefiidos con H&E y se midieron con el
software Motic Images plus 3.0. Por otro lado, con las muestras de la tincion tricromica de Masson

se midieron fibras musculares usando el mismo programa.

3.5 Localizacion por inmunohistoquimica de los receptores KissIR en el utero

Los cortes histologicos se desparafinaron, hidrataron y lavaron con solucion de PBS,
posteriormente, la recuperacion antigénica se realizo con buffer de citratos (0.1 mM, pH=6). Los
tejidos se permeabilizaron con PBS-Triton-100X al 2% y las proteinas se bloquearon con albumina
bovina libre de IgG al 0.5% en PBS-T. A continuacion, los cortes histologicos se incubaron por 18
horas con el anticuerpo primario IgG de conejo policlonal anti-GPR54 (Santa Cruz, Biotechnology)
(1:200), posteriormente por 2 horas a 4 °C con el anticuerpo secundario IgG de mono (H+L) anti-
conejo acoplado a Texas Red (abcam) (1:400). Los nucleos de las células se marcaron con DAPI en
Vecta Shield (1:100). La fluorescencia se detectd con un microscopio Leica DM100 que tiene
acoplada una camara con la que se tomaron fotografias con el programa ProgRes.

El conteo de células positivas a Kiss1R se realizé con la herramienta del “cell counter” del
software NIH ImagelJ, proceso para el que se tomaron 5 campos representativos y se consideraron a

las células positivas a Kiss1R cuando se observo el nicleo azul con la periferia rosa.

3.6 Analisis estadistico

Para el estudio del grosor del endometrio, miometrio, perimetrio, glandulas endometriales y
fibras musculares, los datos se sometieron a una prueba de ANOVA de una via, seguida de U de
Mann-Witney. De igual manera, se aplicaron dichas pruebas para el conteo de células KissIR
positivas en tutero. Dos grupos se consideraron diferentes cuando la probabilidad entre ellos fue

%p<0.05.
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3.7 Diagrama de trabajo
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4. RESULTADOS

4.1 Edad de la primera apertura vaginal (PAV)

La PAV en las ratas del grupo Control fue a los 39.6+£0.67 dias y en las del grupo Vehiculo
se presento a los 41+1.92 dias, mientras que, en las ratas administradas con p-234 a concentracion de
InM y 10nM, se retrasd a 55.4+4.30* y 49.4+£3.04* dias, respectivamente, en comparacion con el
control y vehiculo. * <p 0.05, prueba ANOVA post U-Mann-Whitney (Fig. 10).

Edad PAV (dias)
HH

10 o

Control Vehiculo  p-234 1nM p-234 10nM

Fig. 10 Edad de primera apertura vaginal (PAV) de ratas Wistar del grupo Control&, VehiculoB, p-234 InMHE
yp-234 10nM®. Las barras representan el promedio + EEM * <p 0.05, prueba ANOV A post U-Mann-Whitney.

4.2 Analisis morfométrico de uteros de ratas administradas con p-234 a InM y 10nM
Para el analisis morfométrico se tomaron fotografias a 10x y se realiz6 la medicion como se

describe en la parte metodologica, a continuacidon, muestro un panel de microfotografias en donde se

pueden observar las diferentes capas celulares que conforman el ttero, de los grupos a la PAV.

Posteriormente se encuentran las graficas de los promedios de cada capa celular.
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Control

i NN

H\

p-234 1nM Vehiculo

p-234 10nM

Fig. 11 Cortes histologicos transversales del ttero de rata Wistar a la edad de la PAV (Tincion Hematoxilina-
Eosina). En A y B utero del grupo Control, C y D grupo Vehiculo, E y F grupo administrado con p-234 (1nM)
y, en G y H el grupo administrado con p-234 (10nM). Las lineas negras representan el grosor del endometrio,

las rojas del miometrio y las verdes del perimetrio, mientras que las flechas sefialan las glandulas uterinas.
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Endometrio

El analisis morfométrico del endometrio (Fig. 11), indicé que el grupo Control tiene un grosor
310.36+3.14 pum, en tanto que el grupo Vehiculo tiene 312.2843.60 pm, mientras que, para los
animales administrados con p-234 a concentracion de InM y 10nM se redujo el grosor del
endometrio, quedando para el grupo p-234 1nM una longitud de 228.48+3.90* um y para p-234 10nM
una de 278.48+4.22* um, significativamente, menor respecto al grupo Control y Vehiculo. * <p 0.05,

prueba ANOVA post U-Mann-Whitney (Fig. 12).
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Control Vehiculo  p-234 1nM p-234 10nM
Fig. 12 Grosor del endometrio uterino de ratas Wistar a la edad de la PAV de los grupos Controld, y Vehiculod

, p-234 InmHE y p-234 10nM®. Las barras representan el promedio = EEM * < p 0.05, prueba ANOVA post
U-Mann-Whitney.

Miometrio

El grosor del miometrio a la PAV de los grupos Control y Vehiculo fue de 110.95+1.71 pm
y 117.10+1.29 pum, respectivamente, mientras que hubo una disminucion en el grosor del grupo p-
234 1nM con un promedio de 112.10£2.33* pum, siendo diferente a los dos primeros. Para el grupo
p-234 10nM fue de 110.61+1.45* um, teniendo una diferencia significativa respecto al grupo
Vehiculo. * <p 0.05, prueba ANOVA post U-Mann-Whitney (Fig. 13).
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Fig. 13 Grosor del miometrio uterino de ratas Wistar a la edad de la PAV de los grupos Controld, y Vehiculod
, p-234 InMM y p-234 10nMB . Las barras representan el promedio = EEM * < p 0.05, prueba ANOVA post
U-Mann-Whitney.

Perimetrio

En el caso del perimetrio, el grosor del grupo Control y Vehiculo (41.90£0.90 um y
41.88+0.55 pum, respectivamente) fue significativamente mayor al de p-234 1nM (37.11+0.48* pum).
Por otro lado, se registr6 que el grosor del perimetrio para el grupo p-234 10nM (39.42+ 0.62* pm)
fue menor respecto al grupo vehiculo. * <p 0.05, prueba ANOVA post U-Mann-Whitney (Fig. 14).
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Fig. 14 Grosor del perimetrio uterino de ratas Wistar a la edad de la PAV de los grupos Controld, y VehiculoH
, p-234 InMB y p-234 10nM® | Las barras representan el promedio + EEM * < p 0.05, prueba ANOVA post
U-Mann-Whitney.
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Conteo de glandulas endometriales de ratas administradas con p-234 a InM y 10nM

El nimero de glandulas uterinas 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 p-234 10nM
(1.84£0.10%). * <p 0.05, prueba ANOVA post U-Mann-Whitney (Fig. 15).
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Fig. 15 Ntimero de glandulas uterinas por campo a la edad de la PAV de los grupos Controld, y Vehiculo 8,
p-234 InM u y p-234 10nMB | Las barras representan el promedio £ EEM * < p 0.05, prueba ANOVA post
U-Mann-Whitney.

4.3 Grosor de las fibras musculares del miometrio de ratas administradas con p-234 InM
y 10nM

La medicion del grosor de las fibras musculares (Fig. 17) en los diferentes grupos mostré que
no hay diferencia entre el grupo Control y Vehiculo (41.89+0.89 pm y 41.88+0.55 pm,
respectivamente), sin embargo, si la hubo respecto al grupo p-234 1nM (37.11+£0.48* um), mientras
que el grupo p-234 10nM no mostrd variacion significativa (39.42+0.62 um). * < p 0.05, prueba
ANOVA post U-Mann-Whitney (Fig. 16).
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Fig. 16 Grosor de las fibras musculares del miometrio uterino de ratas Wistar a la edad de la PAV de los grupos
Controd, y VehiculoB, p-234 InMM y p-234 10nM® . Las barras representan el promedio £+ EEM * <p 0.05,
prueba ANOVA post U-Mann-Whitney.
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p-234 InM Vehiculo Control

p-234 10nM

Fig. 17 Cortes histologicos transversal del utero de rata Wistar a la edad de la PAV (Tincion Tricromica de
Masson). De A-C ttero del grupo Control, D-F grupo vehiculo, G-I grupo administrado con p-234 (InM) y J-

L el grupo administrado con p-234 (10nM). Las lineas amarillas representan el grosor de las fibras musculares.
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4.4 Conteo de células positivas a Kiss1R en utero de ratas administradas con p-234 InM y
10nM

El conteo de las células positivas a Kiss1R (Fig. 19) determin6 que en el endometrio los
valores para el grupo control y vehiculo fueron de 76.33+4.29 y 73+4.28, respectivamente, mientras
que para los grupos p-234 1nM y p-234 10nM son de 55.92+4.66* y 56.07+£3.98%*, significativamente
menores a los dos primeros. En el miometrio, se observaron resultados similares puesto que el numero
de células positivas a Kiss1R en el grupo control y vehiculo (65.21+4.43 y 65+5.08, respectivamente)
son mayores que los del grupo p-234 1nM (42.42+4.79%) y p-234 10nM (47.445.35%). En el caso del
perimetrio se observo que hay una disminucion de células Kiss1R positivas en el grupo p-234 10nM
(21£1.27%) respecto al grupo control y vehiculo (30.57+2.41 y 38.5+4.74, respectivamente) en tanto
que para el grupo p-234 1nM (23+3.68) no se observo diferencia significativa respecto al Control,

pero si para el Vehiculo. * <p 0.05, prueba ANOVA post U-Mann-Whitney (Fig. 18).
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Fig. 19 Conteo de células positivas a Kiss1R en utero de ratas Wistar a la edad de la PAV de los grupos Controld
, y VehiculoH, p-234 InvE y p-234 10nMB | Las barras representan el promedio + EEM * < p 0.05, prueba
ANOVA post U-Mann-Whitney.
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Fig. 20 Inmunohistoquimica de los receptores Kiss1R en células del Utero de rata Wistar de los grupos Control,
Vehiculo, p-234 1nM y p-234 10nM (n=5) a la edad de la PAV. En la primera columna, los nlcleos estan en
azul, marcados con DAPI (A, D, G y J). En la segunda columna, los receptores Kiss1R estan en rojo y fueron
marcados con Texas-Red (B, E, Hy K) y en la tercera columna se presenta el merge (colocalizacién) (C, F, Iy
L). Las flechas amarillas indican cuales son las células positivas a Kiss1R, mientras que las flechas azules

muestran marcas inespecificas que no se tomaron en cuenta.



Discusion de resultados

El ttero es un 6rgano clave en la reproduccion de los mamiferos que sufre diversos cambios
a lo largo de la vida del sujeto, como lo es el inicio de la pubertad. El desarrollo de este 6rgano es
esencial para iniciar la maduracion sexual.

En la maduracion del utero se ven involucradas diversas hormonas, como los estrogenos y la
prolactina, que contribuyen a la proliferacion celular del tejido epitelial glandular y luminal, ademas
de factores de crecimiento como el FGF-7, FGF-10, HGF, IGF-I que estan involucrados en la
regulacion de la proliferacion y diferenciacion celular en conjunto con los estrogenos (Gray, et al.
2001), asi como factores neurotréficos como el NGF, BNGF y sus receptores TrkA y p75 que
contribuyen a un desarrollo adecuado del utero (Latini, et al. 2008).

En los ultimos afios se ha demostrado que la sefalizacion Kiss-KissIR es vital para el
desarrollo del utero. La ausencia parcial o total de Kiss o Kiss1R causa disminucion del tamafio y
funciones, es decir hipoplasia uterina (Funes, et al. 2003; D'Anglemont, et al. 2007).

Este estudio muestra que el bloqueo de los receptores Kiss1R con p-234 ocasiona el retraso
de la PAV. Ademas de que la disminucién del endometrio, miometrio y glandulas uterinas, sugieren
la participacion de Kiss1R en la proliferacion celular.

Mediante IHC, se localizo el receptor Kiss1R en epitelio luminal y glandular; dichos grupos
celulares son importantes para el crecimiento del utero, pues aqui es donde se sintetiza y secreta una
compleja gamma de proteinas como enzimas, factores de crecimiento, citoquinas, linfoquinas,
hormonas y proteinas de transporte (glicodelina)

Es importante mencionar que la mayor expresion de ARNm de Kiss1R ocurre entre P8-P15
(Funes, et al. 2003), que coinciden con la formacion de glandulas uterinas (Gray, et al. 2001), ademas
de que hay incremento en la concentracion estrogénica en estos dias, lo cual es importante dado que
estudios realizados por Zhang, et al. (2014), sugieren que la expresion de Kiss en ttero esta regulada
positivamente por estradiol, aunque Leon, et al. (2016) han mostrado que la administracion de este
no es suficiente para recuperar la funcién endometrial y glandular en un 100%.

Sin embargo, atin no esta claro el mecanismo por el cual podria llevarse a cabo esta regulacion
en utero. Los datos anteriores sustentan los resultados obtenidos en este trabajo, dejando claro que la
presencia de Kiss1R es indispensable para la maduracion uterina.

La investigacion evidencio que el grosor de las fibras musculares se vio reducido en los
animales administrados con p-234 1nM vy, correlacionando los datos obtenidos con la IHC en donde
también se localiz6 al receptor KissIR en miometrio, se observo una disminucion en la expresion del

receptor, por lo que se determind que hay una relacion directa entre la reduccion de fibras musculares
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y la expresion de Kiss1R, sugiriendo que Kiss1R modula positivamente el crecimiento de las fibras
musculares.

Lo anterior debido a que el miometrio recibe inervacidon simpatica, parasimpatica y sensorial
de los segmentos espinales L2-L4, ademds de que se ha encontrado que en los ganglios de la raiz
dorsal de L4/L5 hay expresion de Kiss y Kiss1R y coexpresan con NF-200, IB4 y CGPR (M, et al.,
2009). Dado que las neuronas positivas a CGRP son de tipo sensorial, productoras de NGF y BNDF,
importantes para el desarrollo de fibras nerviosas, podemos proponer que la disminucion del tejido
muscular es causada por la disminucion de la expresion de KisslR puesto que en cultivos celulares
de hipocampo se ha observado que Kiss incrementa los niveles de BNDF por lo cual es probable que
Kiss tenga este mismo efecto en utero (Arai & Orwing, 2008).

Por otro lado, se ha mostrado que Kiss-Kiss1R participan en la regulacion de la sensibilidad
al dolor, puesto que la administracion de Kiss provoca hiperalgesia y activa la fosforilacion en la
Ser800 del TRPVI1, evento clave en los mecanismos de sensibilizacion nociceptiva periférica
(Spampinato, et al., 2011). La activacién de TRPV 1 mediantes Kiss es importante puesto que estudios
de Alatriste et al. (2013) sefialan que este receptor es fundamental para el desarrollo ovarico y uterino,
ademas de plantear una via de sefializacion sensorial de estos 6rganos hacia el hipotalamo.

Todo lo anterior nos lleva a proponer que hay una sefializacion de Kiss-Kiss1R, de manera
periférica, de utero a hipotdlamo y que la disminucion de Kiss1R y de fibras musculares, provocado
por la administracion de p-234, indican que la comunicacion entre titero e hipotalamo a través de las

fibras sensoriales se ve disminuida provocando asi el retraso de la PAV.

39



Mecanismo de activacion del Kiss1R en utero. Cuando Kiss se une a Kiss1R la subunidad a de la
proteina Gq/11 fosforilada activa a la fosfolipasa C (PLC-f), que conduce a la activacion de segundos
mensajeros incluida la hidrolisis del fosfatidil-inositol 4,5, bifosfato (PIP2), habiendo asi una
acumulacion de inositol (1,4,5) trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). Posteriormente el IP3 libera
el calcio (Ca*") almacenado en el reticulo endoplasmatico liso (REL) mediante su union a receptores
que son canales de calcio regulados por ligando. Por otro lado la activacion de la proteina quinasa C
(PKC) activa a Ras para reclutar y activar Raf en la membrana plasmatica por fosforilacion en
multiples sitios dando lugar a MEK1/2 que después se fosforila en dos residuos de serina que
posteriormente fosforilan ERK1/2. ERK1/2 activado fosforila RSK y tanto RSK como ERK se
translocan al nticleo donde activan miltiples factores de transcripcion que finalmente producen una

sintesis de proteinas efectoras y causan cambios en la proliferacion celular y la supervivencia.

CONCLUSIONES

e El antagonismo de Kiss1R retrasa el inicio de la pubertad

e KisslR participa en el desarrollo morfologico uterino

e Estos resultados muestran que Kiss1R participa en el inicio de la pubertad y el desarrollo
morfologico uterino en ratas wistar hembras
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