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Introduccion

1. INTRODUCCION

La reproducciéon es una funcién esencial para la supervivencia de las
especies y se caracteriza por la capacidad de generar gametos fertilizables en el
caso de las hembras y fertilizantes en el caso de los machos. Al igual que el resto de
funciones del organismo, la funcién reproductora se encuentra regulada por los
sistemas nervioso y endocrino, que interaccionan entre si a nivel del denominado

eje neuroendocrino de la reproduccion o eje Hipotalamo-Hipéfiso Gonadal (HHG).

1.1. EJE HIPOTALAMO-HIPOFISO-GONADAL

El eje HHG se organiza en torno a tres elementos fundamentales:

1.- Las neuronas GnRH, que sintetizan y liberan la hormona liberadora de

gonadotropinas (GnRH) y que se localizan en el hipotalamo.

2.- Las células gonadotropas hipofisarias, que se localizan en la hipdfisis
anterior o adenohipéfisis y que sintetizan y liberan la hormona luteinizante (LH) y
la hormona foliculo-estimulante (FSH). En su conjunto, ambas hormonas reciben el
nombre de gonadotropinas.

3.- Las gonadas, testiculos en el caso de los machos y ovarios en el de las
hembras.

Los elementos del eje HHG interaccionan entre si de la siguiente manera: las
neuronas GnRH liberan este neuropéptido, en forma de descargas pulsatiles, a la
circulacion portal hipotdlamo-hipofisaria desde donde llega a la adenohipdfisis e
interacciona con sus receptores especificos en las células gonadotropas. La unién
de GnRH a sus receptores estimula la sintesis y posterior liberacion pulsatil de LH
y FSH a la circulacion sistémica [1, 2]. Una vez que las gonadotropinas llegan a las
gonadas, actiian sobre receptores especificos localizados en diferentes tipos
celulares generando la correcta producciéon de gametos maduros a partir de la
pubertad (gametogénesis), asi como la sintesis de hormonas de naturaleza
esteroidea y proteica (hormonogénesis). Las hormonas gonadales participan, entre
otras, en la regulaciéon funcional del eje gonadotrépico mediante circuitos de
retroalimentacién negativa y positiva, siendo estos ultimos exclusivos del sexo

femenino [3] (Fig. 1).
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Figura 1. Representacion esquematica del eje Hipotalamo-Hipdfiso Gonadal
1.1.1 HIPOTALAMO

El hipotadlamo se encuentra situado en la base del encéfalo, concretamente
en la zona inferior del diencéfalo, entre el tdlamo y el tercer ventriculo cerebral
(3v). El limite inferior viene delimitado por una delgada pared en forma de
embudo, el tuber cinereum, que se prolonga hacia abajo, abarcando el tallo
hipofisario y el proceso infundibular de la neurohipéfisis [4]

Desde el punto de vista funcional, las neuronas hipotaldmicas se agrupan
en nucleos y areas que se disponen en tres zonas, que en sentido rostro-caudal se
denominan: rostral o supraoptica, medial o tuberal y caudal o mamilar (Fig. 2).
¢ Zona rostral: en ella se agrupan diferentes nucleos, como el area predptica

medial y lateral (POAm y POAI), el nucleo supradptico (SON) y el nucleo

paraventricular (PVN). EI POA es clave en el control del eje reproductor, ya que
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contiene la mayor parte de las neuronas productoras de GnRH. SON y PVN
constituyen los componentes fundamentales del hipotdlamo anterior y sus
axones se proyectan hacia la neurohipéfisis formando el tracto magnocelular
hipotalamo-hipofisario.

Zona medial: formada por el area hipotalamica lateral (LHA), el area
hipotalamica dorsal (DHA), el nucleo infundibular o arcuato (ARC), el nucleo
ventromedial (VMN) y el nucleo dorsomedial (DMN). Estos tres ultimos ntcleos
constituyen los principales componentes de la porciéon medial, y sus neuronas
se proyectan hacia los capilares de la eminencia media donde vierten sus
productos de secrecion a través de los cuales intervienen en el control de la
sintesis y liberacién de las hormonas de la adenohipdfisis. Es destacable que las
neuronas de estos nucleos estan interconectadas, permitiendo la modulacién
dinamica de los inputs nerviosos estimuladores e inhibidores que controlan a
las diferentes hormonas hipofisarias [5, 6]

Zona caudal: los cuerpos mamilares constituyen los principales nucleos de

esta zona y su funcién endocrina es menos conocida.

Hipotédlamo
Hipéfisis
Area Area
Ntcleo Hipotalamica Hipotalamica 4
paraventricular lateral dorsal /

Nicleo 2
Pre dptico AreaHipotaldmica
posterior
Area
Hipotalamica Ntcleo dorsomedial
anterior
Nucleo ventromedial
Nucleo
Supra éptico

A Cuerpo mamilar
Nervio 6ptico / Hipéfisis
Quiasma o6ptico posterior
Hipéfisis
anterior

Figura 2. Representacidon esquematica de los principales nicleos y areas hipotalamicas.
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+ Hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH)

GnRH es un decapéptido (pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2)
caracterizado por primera vez en hipotalamos ovinos y porcinos en la década de
los 70 por Roger Guillemin y Andrew W. Schally [7, 8]. Se han identificado tres
variantes de este neuropéptido en diversas especies de vertebrados, a las que se le
ha denominado GnRH-I, GnRH-II y GnRH-IIL.
¢ GnRH-I: variante hipotalamica, es considerada el efector final del conjunto de

reguladores centrales y periféricos que intervienen en el control neuro-
endocrino de la reproduccion. Durante el presente trabajo la denominaremos
exclusivamente como GnRH [9].

¢ GnRH-II: variante mesencefalica, que parece estar implicada en la regulacion
del comportamiento sexual, de la ingesta de alimentos y del balance energético
[10, 11].

*¢ GnRH-III: variante telencéfalica, ha sido identificada dUnicamente en peces
teledsteos y, ademas de estar implicada en el control del comportamiento
reproductor, también ha sido sugerida su participacién como un posible factor
hipofisiotropico [12, 13].

Durante el desarrollo, las neuronas GnRH se originan en la placoda olfativa
y migran de forma ordenada y dirigida hasta ubicarse en las areas rostrales del
hipotalamo, particularmente en el septo medio, la banda diagonal de Broca y el
POA. En primates y roedores se ha localizado adicionalmente una region de
nucleos inmunoreactivos a GnRH en la porcion caudal del area retroquiasmatica,
en el hipotalamo medio-basal y en el nucleo ARC [14, 15]. A pesar de la amplia
distribucién neuroanatémica de las neuronas GnRH, la practica totalidad de ellas
extienden sus prolongaciones axdnicas sobre los plexos capilares de la eminencia
media, donde liberan el neuropéptido en forma de pulsos altamente sincronizados
[16].

El GnRH se sintetiza, a partir de la expresion de un gen localizado en el
brazo corto del cromosoma 6, en forma de un precursor de 921 aminodacidos (aa)
denominado preproGnRH [17](Fig. 3). Este gran péptido incluye un péptido sefial
de 23 aa, el decapéptido GnRH seguido de un sitio de procesamiento proteolitico

(Gly-Lys-Arg), y otro péptido de 56 aa denominado péptido asociado a GnRH



Introduccion

(GAP). La conformacion biolégicamente activa de GnRH contiene un pliegue en la
region central de la molécula (Gly6) [18].

El perfil de secrecion de GnRH no es constante a lo largo del desarrollo. En
roedores y humanos, la secrecién de GnRH se incrementa durante el periodo fetal
tardio y neonatal temprano y, posteriormente, disminuye, manteniéndose en
niveles minimos hasta la pubertad [18, 19]. Tras la pubertad, la liberacién de la
hormona de incrementa y se realiza de forma pulsatil, con pulsos de liberacién
cada 30-120 min que, a través del sistema portal hipotalamo-hipofisario, llegan a

los gonadotropos donde estimulan la sintesis y liberacion de gonadotropinas [20].

Tyr Leu

Ser Arg

Gly

NH,

Figura 3. Sintesis de GnRH y relacién entre estructura y afinidad del péptido. Los residuos amino-
terminales (azul) intervienen en la activacién del receptor, mientras que el residuo Gly en posicién
6 (amarillo) permite al GnRH adquirir la conformacién necesaria (giro-f3) necesario para
interaccionar con los receptores de mamiferos. Los residuos del extremo carboxiterminal (rosa)
son requeridos para la especificidad y unién de alta afinidad con el receptor de GnRH. Tomado con

modificaciones de [21].

Las acciones biolégicas de GnRH se llevan a cabo tras su interaccién con un
receptor de superficie acoplado a proteina G (GPCR) denominado GnRH-R. Este

posee un dominio NH2-terminal seguido de 7 hélices transmembrana conectadas
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entre si por medio de 3 dominios extracelulares y 3 intracelulares. Los dominios
extracelulares y las regiones superficiales de los dominios transmembrana son las
responsables de la unién a GnRH, mientras que las hélices transmembrana parecen
estar implicadas en la configuracion y el cambio conformacional que sufre el

receptor como consecuencia de su activacion [22].
1.1.2. HIPOFISIS

La hipofisis esta situada en la silla turca del esfenoides y se conecta con el
hipotalamo a través del tallo hipofisario, mediante una zona de unién denominada

eminencia media (Fig.4). Fisiolégicamente puede dividirse en dos regiones:

% Adenohipofisis: procede de la evaginacion de la bolsa de Rathke del
ectodermo bucal y esta compuesta por la pars distalis, la pars tuberalis y la pars
intermedia. El conjunto de la pars distalis y la pars tuberalis constituyen el
l6bulo anterior. En la adenohipéfisis hay dos tipos fundamentales de células:
las granulares, que sintetizan hormonas y las agranulares. Dentro de las
granulares existen varias poblaciones y todas responden a neurotransmisores
y péptidos hipotaldamicos que llegan a través de la circulacion portal
hipotalamo-hipofisaria. Estas poblaciones celulares reciben su nombre en
funcion de la(s) hormona(s) que sintetizan y asi encontramos: células
somatotropas o productoras de hormona del crecimiento (GH); lactotropas o
productoras de prolactina (PRL); lactosomatotropas o productoras tanto de GH
como de PRL; tirotropas o productoras de hormona estimulante del tiroides
(TSH); corticotropas o productoras de hormona estimulante de la corteza

adrenal (ACTH); y gonadotropas, que sintetizan LH y FSH [23].

+» Neurohipofisis: procede de una evaginacion de la base del 3v del ectodermo
neural [2]. Estd compuesta por la pars nervosa, la pars infundibularis y la
eminencia media. El conjunto de la pars nervosa y la pars infundibularis forma
el 16bulo posterior. Contiene los terminales nerviosos de neuronas cuyos somas
se localizan en el SON y PVN, y almacena y libera oxitocina y hormona

antidiurética o vasopresina.
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Células granulares secretoras
de hormonas adenohipofisarias

Adenohipdfisis Neurohipdfisis

Figura 4. Representacion esquematica de la hipdfisis.

< Gonadotropinas LH y FSH

Las gonadotropinas LH y FSH, junto a la gonadotropina coriénica (hCG) y la
TSH, se integran en la familia de hormonas glicoprotéicas, caracterizada por poseer
glicosilaciones postraduccionales [24]. La LH, FSH y TSH son producidas por la
hipéfisis, mientras que la hCG procede de la placenta. Todas estan formadas por
dos subunidades asociadas de forma no covalente, una subunidad ¢ comun, con
una estructura polipeptidica idéntica de 92 aa y codificada por un gen localizado,
en humanos, en el cromosoma 6 y una subunidad 3 que es especifica de cada
hormona. La actividad biolégica de las gonadotropinas requiere de la asociacién de
ambas subunidades, siendo la subunidad {3 la que confiere la actividad especifica
de cada hormona.

Los genes que codifican para la subunidad [ estan localizados en
cromosomas diferentes, excluyendo la LH y hCG que forman un cldster de genes
(un gen LH B y seis genes hCG B) en el cromosoma 19 [25]. En humanos, las
distintas subunidades [} presentan entre 111-145 aa [26]. En roedores, las
gonadotropinas hipofisarias presentan caracteristicas estructurales similares a las
humanas, si bien no existe produccion placentaria de gonadotropina corionica.

Las gonadotropinas ejercen sus acciones mediante su unién a receptores de

superficie acoplados a proteina G [27]. Tanto la LH como la hCG comparten el
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mismo receptor (el receptor de LH/hCG o LH-R), mientras que la FSH emplea un
receptor especifico (FSH-R) [24]. Los receptores para gonadotropinas, a través de
su interacciéon con las proteinas G, activan varias isoenzimas adenilatociclasas,
resultando en la elevacion de los niveles intracelulares de AMPc en las células
diana. Adicionalmente, se ha comprobado que estos receptores pueden activar
otras rutas de sefializacion, incrementando el recambio de fosfatidilinositoles,
elevando asi el Ca?* intracelular [28-30].

La localizacion de los receptores de gonadotropinas es fundamentalmente
gonadal, aunque hallazgos relativamente recientes han puesto de manifiesto la
expresion de LH-R en tejidos extragonadales [31]. En el ovario, el LH-R se expresa
mayoritariamente, en las células de la teca, las células Iuteas y las células
intersticiales [32] y media las acciones ovaricas de la LH tales como la sintesis de
estrogenos y progesterona, la ovulacién o la formacién del cuerpo luteo. En el
testiculo, ha sido identificado, principalmente, en las células de Leydig siendo
indispensable para la sintesis de testosterona por las mismas. En cuanto al FSH-R,
se expresa en el ovario, fundamentalmente, en las células de la granulosa donde es
necesario para el desarrollo folicular y la sintesis de hormonas de naturaleza
proteica (activinas, inhibinas y folistatina) [33], mientras que en el testiculo ha
sido identificado principalmente en las células de Sertoli, resultando
imprescindible para la sintesis de proteinas tales como la proteina que fija

androgenos o las inhibinas [34].

1.1.3. GONADAS

Las gbnadas, testiculos y ovarios, desempefian una doble funciéon en
ambos sexos, la produccion de gametos maduros a partir de células germinales
(gametogénesis) y la sintesis y liberacion de hormonas (hormonogénesis), que

regulan entre otras, la produccién de dichos gametos.

1.1.3.1. TESTICULOS

Los testiculos de mamiferos son estructuras pares y ovaladas cuyas
principales funciones son la produccién de espermatozoides y la sintesis de
andrégenos y hormonas de naturaleza proteica como la hormona antimulleriana o
las inhibinas. Las distintas funciones del testiculo se apoyan en una estructura

celular diversa, en la que son necesarias interacciones entre las distintas

8
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poblaciones celulares para lograr la funciéon gonadal completa. El testiculo se

organiza en dos compartimentos celulares distintos, el intersticial y el tubular [35].

Células de Leydig

Tubulos
seminiferos

Figura 5. Organizacion del testiculo en dos compartimentos principales: uno es el espacio
intersticial, cuyo tipo celular principal son las células endocrinas o de Leydig; el otro es el
compartimento tubular formado por los tibulos seminiferos.

En el intersticio testicular se localizan los siguientes tipos celulares:
células de Leydig, macréfagos, linfocitos, células fibroblasticas del estroma y
células endoteliales [36]. El principal tipo de células del compartimento intersticial
son las células de Leydig (Fig.5) que en respuesta a la unién de la LH a sus
correspondientes receptores sintetizan testosterona (T) a partir del colesterol, asi
como otros tipos de hormonas de naturaleza esteroidea [37]. Parte de la T
sintetizada permanece en el testiculo, donde estimula la espermatogénesis, y parte
es secretada a la circulacién sistémica, donde se transporta de forma mayoritaria
unida a proteinas plasmaticas como la albumina o globulinas, entre éstas
especialmente a la globulina de unién a hormonas sexuales (SHBG). El efecto
androgénico de la T en los tejidos diana periféricos requiere de su metabolizacion
a dihidrotestosterona (DHT) [38]. Por el contrario, las acciones centrales de la T se
llevan a cabo como tal o tras su aromatizacion a estradiol. Las principales
funciones de los andrégenos son la regulacién de la secrecién de LH y FSH por las
células gonadotropas hipofisarias (mediante mecanismos de retroalimentacién

negativa tanto hipotalamica como hipofisaria), el estimulo de las fases tardias de la

9
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espermatogénesis, la diferenciacion sexual del embridn, la maduracién sexual en la
pubertad, asi como el mantenimiento de las caracteristicas sexuales secundarias y
el comportamiento sexual del macho [38].

En los tabulos seminiferos se localizan las células germinales, las células
de Sertoli y las células peritubulares (Fig.5) [36]. Las células de Sertoli sirven de
sostén a las células germinales [39] y presentan receptores a FSH. Sintetizan
numerosas proteinas esenciales para el correcto funcionamiento del testiculo
entre las que se encuentran la proteina fijadora de andrégenos intratesticular
(ABP) y las activinas e inhibinas que, una vez liberadas a la circulacion general,

actian a nivel hipofisario regulando especificamente la liberacién de FSH [40-42].

1.1.3.2. OVARIOS

Las principales funciones de los ovarios son la produccién de gametos
fertilizables (oogénesis) y la sintesis y secrecién de hormonas de naturaleza
esteroidea y peptidica esenciales, entre otras funciones, para la regulacion del eje
reproductor [38, 42]. El primer nivel de organizacién folicular es el foliculo
primordial, constituido por un oocito primario rodeado por una monocapa de
células foliculares denominadas células de la granulosa. Este foliculo primordial,
tras sufrir una serie transformaciones sucesivas, conduce a la formaciéon de los
foliculos primarios, donde el oocito aumenta de tamafio y comienza la acumulacién
de polisacaridos entre el oocito y las células de la granulosa; los foliculos
secundarios se caracterizan por un aumento de las células de la granulosa, que
determinaran la produccion del principal estrogeno en hembras, el 173-estradiol
(E2) y el reclutamiento de las células que originaran la teca interna; los foliculos
antrales, que se caracterizan por el incremento de capas de células de la granulosa
y el reclutamiento de unas células intersticiales que formaran una capa rodeando a
la teca interna, dando lugar a la teca externa y la formacion del antro folicular; y,
finalmente el foliculo pre-ovulatorio o de De Graaf que, tras su ruptura mediada por

la LH, permite la salida del oocito secundario del ovario (Fig.6).
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Figura 6. Estructura anatémica del ovario. El ciclo folicular consta de dos fases separadas por la
ovulacién: 1) fase folicular, donde maduran los foliculos y 2) fase lttea, en la que se origina el
cuerpo luteo tras la ovulacién. Tomado de [43].

El control de la funcién ovarica es llevado a cabo por la LH y la FSH, siendo
fundamentales en el proceso de crecimiento folicular. Ademas, diversos factores
paracrinos también intervienen en la modulacién del crecimiento folicular,
destacando entre ellos el estradiol, algunos factores de crecimiento (IGF-1y 2, EGF,
TGF-ay B y FGF-B), inhibinas y citoquinas (IL-1) [3, 44, 45].

Las hormonas sexuales producidas en el ovario son fundamentalmente el
173-estradiol y la progesterona, aunque también se producen pequeias cantidades
de 17a-hidroxiprogesterona, androstenediona, testosterona y estrona.

La rata hembra presenta variaciones ciclicas en su actividad reproductora
y cambios en el epitelio vaginal que se repiten cada 4 dias. Entre estas variaciones,
el epitelio vaginal muestra cambios que coinciden con las diferentes fases del ciclo
ovarico denominadas, diestro-1 (D-1), diestro-2 (D-2), proestro (PRO) y estro que
son el resultado de los cambios en la secrecidon ovarica de esteroides (Fig.7). La
ovulacion se produce en las primeras horas del dia del estro y es desencadenada
por la liberacién preovulatoria de gonadotropinas que tiene lugar en la tarde del
proestro [46, 47]. En el caso de la ratona, la duracion de los ciclos estrales varia de

4-6 dias segun las lineas de ratones de laboratorio.
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Figura 7. Perfiles de secrecion de las hormonas hipofisarias y ovaricas durante el ciclo estral de la
rata. Fases del ciclo estral: D-1: diestro-1; D-2: diestro-2; PRO: proestro; y Estro. E2: estradiol. P:
progesterona. Tomado con modificaciones de [48]

1.2. REGULACION DEL EJE HHG

Sobre el eje HHG opera un elevado numero de sefiales de origen central y
periférico que actian modulando la actividad de las neuronas GnRH, siendo este
péptido el efector final de un conjunto amplio de reguladores que intervienen en el

control neuroendocrino de la reproduccion.
1.2.1. REGULADORES CENTRALES

Se ha descrito un gran nimero de neurotransmisores y neuropéptidos con
capacidad para estimular o inhibir la sintesis y/o secrecién de GnRH. Entre ellos

destacamos los siguientes:
1.2.1.1. SENALES EXCITATORIAS

+ Kisspeptinas. Las Kisspeptinas se han mostrado como una de las sefiales mas
relevantes en el control de la funcién reproductora y, por su especial interés en

esta tesis, seran descritas en la seccion 1.3.
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+ Aminoacidos excitatorios (EEAA). El EEAA mas representativo es el
glutamato o acido L-glutamico. Ademas, es considerado el EAA excitatorio mas
potente a nivel hipotalamico y esto es debido, en parte, a que las neuronas
GnRH reciben directamente proyecciones de neuronas glutamatérgicas [49].
Este EAA ejerce sus acciones a través de dos tipos de receptores: ionotropicos y
metabotrdpicos. Los receptores ionotrdpicos son canales i6nicos y se clasifican
en varios subtipos denominados: N-metill D-aspartato (NMDA), kainato (KA) y
acido 2-amino-3-hidroxy-5metill-4-isoxazolpropiénico (AMPA) [50, 51]. La
aplicacion de técnicas electrofisiolégicas ha permitido determinar que estos
receptores pueden coexistir en un mismo tipo neuronal [52]. Los receptores
metabotrdpicos (mGluRs) estan acoplados a proteinas G y de ellos existen, al
menos, 8 subtipos que han sido clasificados en tres grupos. El primer grupo
(mGluR1 y mGluR5) activa a una fosfolipasa C, mientras que los miembros del
segundo (mGluR2 y GluR3) y el tercer grupo (mGluR4, mGluR6, mGluR7 y
mGluR8), a excepcion del mGluR6 que activa a una GMPc fosfodiesterasa, estan
acoplados negativamente a la adenilatociclasa [53, 54].

Las neuronas GnRH expresan en sus terminaciones axdnicas en la
eminencia media receptores ionotrdpicos al glutamato [55, 56]. In vivo, la
administracion intracerebroventricular (i.c.v.) de agonistas de receptores de
glutamato es capaz de inducir la liberacion de LH [57] e, in vitro, se han
demostrado acciones directas del glutamato, a nivel hipofisario, sobre la
secrecion de LH (58). Adicionalmente, los antagonistas de los receptores tipo
NMDA y no-NMDA son capaces de bloquear el efecto estimulador previamente
desencadenado por sus agonistas [58]. Ademas, el glutamato media parte de los
efectos que los esteroides gonadales ejercen en el control de la secrecion de
GnRH. Asi, estudios inmunohistoquimicos (IHC) demostraron la colocalizacion
de los receptores de hormonas esteroideas (ERa, ERf3 y AR) con los receptores
tipo NMDA y no-NMDA en varios nucleos hipotalamicos implicados en la
regulacion de la liberacion de GnRH [59]. La importancia de la sefalizacion
glutamatérgica mediada por mGluRs sobre las neuronas GnRH no esta del todo
estudiada.

+ Neuroquinina B (NKB). La neuroquinina B (NKB) es un neuropéptido de 10

aa perteneciente a la familia de las taquiquininas. Esta codificado por el gen
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TAC3 en humanos y por el gen TacZ en roedores. Las taquiquininas tienen en
comun un motivo carboxilo FXGLM-NH2, donde X es un residuo hidréfobo
determinante para la activaciéon de su receptor y actian sobre tres tipos de
receptores acoplados a proteina G, denominados NK1R, NK2R y NK3R [60].
NK3R es el receptor mas selectivo y con mas alta afinidad de unién y
activacion por la NKB [61]. Dada la amplia distribucion cerebral del sistema
NKB/NK3R, en los ultimos afios se ha propuesto la participacion de la NKB en
el control nervioso de multiples funciones, como la modulacién de la corteza
motora y la regulacion de la funcién reproductora [62, 63]. En este sentido, los
primeros analisis por IHC de la expresion del NK3R se realizaron en rata y
ratén y pusieron de manifiesto la presencia de NK3R en los axones de las
neuronas GnRH, apoyando la hipotesis de un posible efecto directo de NKB
sobre estas neuronas [64]. Mas recientemente, en ovejas, los andlisis por IHC
han demostrado la existencia de numerosas neuronas y fibras inmuno-
reactivas a NK3R (NK3R-IR) en el POA y varias regiones del hipotdlamo como
el nucleo arcuato ARC [65]. A pesar de los efectos contradictorios de NKB
sobre la secrecion de LH que se encontraron en los primeros estudios [61, 63,
66] y el hecho de que ratones mutantes para Tacr3 han mostrado ser
aparentemente fértiles [67], datos recientes obtenidos en diferentes especies
(oveja, mono, rata y ratén) sefialan un efecto estimulador de NKB sobre la
secrecion de GnRH/LH [68-71]. Ademas, el sistema NKB/NK3R ha sido
implicado recientemente en la regulacién del eje reproductor en humanos
tras la identificaciéon de mutaciones inactivantes en los genes TAC3/TACR3 en
casos de hipogonadismo hipogonadotrdpico (HH) [72]; fenotipo que ha sido
recientemente confirmado, al menos de forma parcial, en ratones [73].

Catecolaminas. Se ha considerado que las neuronas adrenérgicas, a través de
la adrenalina y la noradrenalina (NE), juegan un papel relevante en el proceso
de activacion de las neuronas GnRH y en la modulacion de la liberacion
pulsatil de GnRH/LH [74, 75]. Existen diferentes tipos de receptores
adrenérgicos: al, a2, f1 y B2, cada uno de los cuales presenta agonistas y
antagonistas especificos, teniendo los receptores-a una acciéon opuesta a la de
los receptores-B en el control de la funciéon reproductora. Las primeras

evidencias que hicieron sospechar la posible implicacién de las catecolaminas
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en el control de la secrecion de GnRH surgieron de la observacion de que,
tanto la eliminacién de neuronas noradrenérgicas en el tronco encefalico,
como la inhibicién de los receptores a-adrenérgicos provocaban una
disminucién de la secrecion pulsatil de LH [76]. En apoyo del control
catecolaminérgico de la funcién reproductora, se comprobd que las neuronas
noradrenérgicas del tronco encefdlico emitian proyecciones hacia las
neuronas GnRH, propiciando el establecimiento de sinapsis entre ambas [76].
Ademas, se ha demostrado la presencia de receptores a-adrenérgicos en
neuronas GnRH y células GT1-7 [77]. Por otra parte, la adrenalina parece
estar implicada en la estimulacién de la liberacion pulsatil y preovulatoria de
GnRH, mientras que la noradrenalina se encuentra mas relacionada con la
frecuencia de pulsos de LH [78].

Galanina (GAL). La GAL es un neuropéptido de 29 aa [79] que actia a través
de su interaccion con 3 tipos de receptores de membrana acoplados a
proteina G: GAL-R1, GAL-R2 y GAL-R3 [80]. En varias especies, que incluyen a
la rata y al ratén, se ha descrito que un pequefio nimero de neuronas GnRH
expresan GAL y su receptor GAL-R1 [81-83], lo que ha reforzado la idea del
posible control por GAL de la liberacion de GnRH [84]. A estos receptores
también se une el péptido GALP (péptido similar a galanina). Este péptido
hipotalamico, de accién similar a la galanina, estd regulado positivamente por
diversos factores relacionados con el metabolismo energético como son la
leptina, la insulina o las hormonas tiroideas, lo que hace pensar que podria
estar implicado en el control integrado del metabolismo y la reproduccion
[85].

Oxido nitrico (NO). El NO es sintetizado en el organismo por la enzima 6xido
nitrico sintasa (NOS). Diversos estudios farmacologicos demuestran que el NO
es un modulador importante de la secreciéon de GnRH, contribuyendo al
establecimiento del pico pre-ovulatorio de GnRH/LH [86]. Ademas, la infusion
de un inhibidor de la NOS, el L-NAME, dentro de la region preoptica o en la
eminencia media, causa la disrupcion de la ciclicidad estral en la rata [87]. Del
mismo modo, el tratamiento con el percusor del NO en el POA y la eminencia

media produce un incremento en los niveles de GnRH [88]. Adicionalmente, se
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ha comprobado que el NO es capaz de estimular la liberacién de GnRH in vitro

en neuronas GT1-7 [89, 90].
1.2.1.2. SENALES INHIBIDORAS

Acido y-aminobutirico (GABA). El GABA es el neurotransmisor inhibitorio
aminoacidico mas abundante en el cerebro [91] y es liberado tras la entrada
de Ca2+ extracelular [92]. Existen tres tipos de receptores para el GABA:
GABAa, GABAg y GABA.. La mayor parte de las acciones descritas para el GABA
a través de sus receptores GABAx y GABAg en neuronas GnRH y la linea
neuronal GT1-7 indican que este neuropéptido inhibe la secrecién de GnRH
tanto directa como indirectamente [93, 94]. Aunque estudios farmacolégicos
atribuyen un efecto inhibitorio del GABA sobre la liberacién de GnRH,
estudios electrofisiologicos en ratonas adultas sugieren que GABA podria
tener también efectos excitatorios [95]. Estudios posteriores en neuronas
GT1-7 demostraron que existia una accion bifasica del GABA sobre la
secrecion GnRH, donde la estimulacion inicial va seguida de una inhibicion
prolongada [96]. La aplicacién in vivo de agonistas especificos de los
receptores GABAA y GABAg indican que las acciones del GABA estan mediadas,
mayoritariamente, por los receptores GABA,, ejerciendo un efecto inhibidor
de la secrecion pulsatil y preovulatoria de GnRH/LH [97].

Opioides enddgenos (EOPs) Los péptidos opioides endégenos (EOPs) se
clasifican en tres grupos: encefalinas, [-endorfinas ($-END) y dinorfinas
(Dyn). Estos ejercen sus efectos en el sistema nervioso central (SNC) actuando
sobre tres tipos de receptores p, x y 6. La B-END y la Dyn, actian via p-
receptor y k-receptor, respectivamente [98, 99]. Los EOPs son potentes
inhibidores fisiolégicos de la secrecion de GnRH/LH [100]. Asi, el sistema (-
END/p-receptor parece jugar un importante papel en el control del pico de
GnRH/LH [101] y el sistema Dyn/x-receptor desarrollaria un efecto inhibidor
sobre la secrecion de GnRH mediando el fendmeno de retroalimentacion
negativa ejercida por la progesterona sobre la frecuencia de pulsos de LH
[102]. Dado que no se ha detectado la expresién de receptores para EOPs en
neuronas GnRH, pero que estos se localizan en el area predptica y el

hipotalamo [103, 104], se ha sugerido que la accién inhibitoria de la -END y
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la Dyn sobre las neuronas GnRH podria desarrollarse mediante neuronas
interpuestas [76].

Neuropéptido Y (NPY) El NPY es uno de los neurotrasmisores mas
abundantes del SNC [105], y esta considerado como un modulador esencial en
el control de la funcion reproductora. Se expresa en el nticleo ARC y en el tallo
encefalico y su expresion esta regulada, en parte, por los estrogenos. Ejerce
sus efectos mediante la activacion de GPCR, de los que se han descrito 5 tipos:
Y1, Y2 Y4, Y5 e Y6. Se ha comprobado que las neuronas GnRH expresan el Y5
[106] y que éste esta implicado en el efecto inhibidor de NPY sobre la
secrecion de LH [107]. La accién inhibitoria de NPY sobre la secrecion de
GnRH/LH ha sido demostrada tanto en machos como en hembras. Asi, la
infusién i.c.v. de NPY en animales con bajos niveles circulantes de esteroides
gonadales, como ratas ovariectomizadas (OVX), resulta en la inhibicién de la
secrecion pulsatil de LH, probablemente a través de la supresion hipotalamica
de GnRH [81-83, 108]. Del mismo modo, el tratamiento crénico con NPY en el
ventriculo lateral inhibe el eje HHG en ratas macho [109].

Hormona inhibidora de Gonadotropinas (GnlH), es un inhibidor de la
sintesis y liberacion de gonadotropinas, identificado inicialmente en aves, que

por su especial interés en esta tesis, sera descrito en la secciéon 1.4.
1.2.2. REGULADORES PERIFERICOS

La funciéon del eje HHG esta regulada de manera precisa por la accion

concertada de un grupo diverso de sefiales de origen periférico. A continuacién

detallaremos el papel de los factores gonadales en este control, asi como el de

factores periféricos que informan del estado metabdlico del organismo y que

también estan implicados en esta regulacion.

1.2.2.1. FACTORES GONADALES

Los esteroides gonadales (estréogenos, andrégenos y progesterona) son

producidos principalmente en las génadas, aunque también, pero en menor

medida, en las gldndulas adrenales, el cerebro (neuroesteroides) y otros tejidos.

Los esteroides gonadales y los neuroesteroides ejercen una gran variedad de

efectos sobre el SNC que van desde el control funcional de multiples circuitos y
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neurotransmisores centrales, la regulacion de la plasticidad neuronal y el
desarrollo cerebral, hasta mecanismos de neuroproteccién frente a agentes lesivos
[110].

Los esteroides gonadales ejercen la mayor parte de sus acciones a través
de su union a receptores intracelulares denominados: receptor de androgenos
(AR), receptores de progesterona (PR), PR-A y PR-B, y receptores de estrégenos
(ER): ERa y ERB. Recientemente se ha descrito que parte de los efectos de los
estréogenos se llevan a cabo tras su interaccién con receptores ionotropicos y
metabotropicos que se localizan en la membrana plasmatica, activando cascadas
de sefializacion intracelular [111].

Los receptores para los esteroides gonadales se encuentran ampliamente
distribuidos en el SNC (incluyendo el hipotdlamo) y en la hipéfisis. A nivel
hipotaldmico se expresan en nucleos relevantes para la regulacién de la
homeostasis energética, asi como también en nucleos implicados en el control de la
funcién reproductora, como el nucleo ARC y el area anteroventral del nucleo
periventricular (AVPV) [111, 112].

Hoy en dia se ha propuesto que los esteroides gonadales, actuando sobre
sus receptores localizados en el nucleo ARC, ejercerian sus efectos de
retroalimentaciéon negativa sobre la secrecion de LH y FSH, mientras que los
estrégenos actuando sobre los ER del AVPV, participarian en la retroalimentacion
positiva que ellos ejercen sobre la secrecion de LH en la hembra [113]. Aunque los
estrégenos ejercen una accion directa sobre las neuronas GnRH a través de
receptores ER[, que son los Unicos que se encuentran en estas neuronas, sus
principales efectos parecen estar mediados por neuronas interpuestas que
expresarian tanto ERa como ERB. En todo caso, evidencias genéticas y
farmacolégicas han demostrado que el principal ER implicado en el control de
GnRH/LH por retroalimentacidn, tanto positiva como negativa, es el ERa [114,
115].

Los péptidos gonadales (inhibinas, activinas y folistatina) son hormonas
que regulan la liberacion de gonadotropinas a nivel hipofisario, y que, ademas,
ejercen una accion paracrina sobre las gonadas.

¢ Inhibinas A y B: son glicoproteinas heterodiméricas formadas por dos

subunidades unidas mediante puentes disulfuro. La subunidad inhibina-a
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es comun para ambas inhibinas que difieren en la subunidad inhibina-f3,
siendo (-A para la inhibina A («,8-A) y B-B para la inhibina B (a,3-B) [116].
Estas proteinas son producidas en el testiculo por las células de Sertoli y en
el ovario por las células de la granulosa. Ambas inhibinas tienen la
capacidad de inhibir selectivamente la secrecién de FSH por las células
gonadotropas [117], ademas de ejercer una accidon paracrina sobre las
propias gonadas.

% Activinas A, B y AB: son glicoproteinas heterodiméricas formadas por dos
subunidades inhibina (3, resultando en la activina A (BABA), la activina B
(BBBB) y la activina AB (BABB). Se producen en diversos tejidos pero,
especialmente, en el ovario y la hip6fisis. Todas estimulan directamente la
secrecion de FSH [118, 119], siendo especialmente destacable la funcién de
las activinas producidas en la hipoéfisis, que actian de forma paracrina
sobre las células gonadotropas [120, 121].

¢ Folistatinas 315 y 288: son glicoproteinas de cadena simple con un peso
molecular comprendido entre 31 y 49 kDa. Mediante procesamiento
(splicing) alternativo, a partir del gen de la folistatina se generan dos
proteinas de 315 aa (folistatina 315) y 288 aa (folistatina 288). La variante
de 315 aa puede ser posteriormente degradada a folistatina 303. De forma
similar a las activinas, las folistatinas se sintetizan en diversos tejidos,
incluidos el ovario y la hipoéfisis, donde ejercen una accién paracrina [122].
Las folistatinas 315 y 288 tienen la capacidad de inhibir, tanto in vitro como

in vivo, la liberacion de FSH mediante el bloqueo de las activinas [123].
1.2.2.2. OTROS FACTORES PERIFERICOS

Otras sefales periféricas, como las hormonas adrenales y tiroideas, pueden
influir en la secreciéon de gonadotropinas. Asi, se ha descrito que los glucocor-
ticoides pueden afectar a la funcién gonadal inhibiendo directamente la sintesis y
liberacion de GnRH, demostrdndose que una elevacion de los niveles de
glucocorticoides inhibe la secrecién de LH en ovejas OVX (139). Igualmente, la
disfuncidn tiroidea tiene un efecto sobre la secrecion de GnRH, como se pone de
manifiesto por el hecho de que el hipotiroidismo o la tiroidectomia en la rata

ejercen un efecto inhibidor de la secrecion de GnRH (140).
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Por otro lado, el eje HHG es muy sensible al estado metabdlico y energético
del organismo. Las sefales metabdlicas responsables de trasmitir esta informacién

al SNC seran tratadas mas en detalle en el apartado 1.5.

1.3.SISTEMA Kiss1/Gpr54

En la ultima década, la demostracion de la implicacién del sistema
Kiss1/Gpr54 en la regulacion de la secrecion de GnRH ha supuesto un gran avance
en el conocimiento de los mecanismos centrales que intervienen en el control de la
funcion reproductora.

Con el propdsito de unificar criterios con respecto a la nomenclatura
utilizada en esta tesis, utilizaremos KISSI1 y Kissl para denominar al gen y sus
transcritos (ARNm) en primates y en roedores, respectivamente. Los productos
proteicos del gen KISS1/Kiss1 se denominaran kisspeptinas. Por otra parte, se
denominara al receptor de las kisspeptinas como GPR54 y Gpr54, en primates y
roedores, respectivamente, mientras que para los genes/ARNm correspondientes
emplearemos GPR54 y Gpr54. Para indicar globalmente el sistema ligando/

receptor sin referirnos al tipo de especie, emplearemos el término Kiss1/Gpr54.
1.3.1. ANTECEDENTES HISTORICOS

El sistema Kiss1/Gpr54 es un sistema ligando (Kiss1)/receptor (Gpr54),
inicialmente identificado en el area de la biologia del cancer. En 1996, el gen KISS1
fue identificado como un gen supresor de metastasis en una linea celular de
melanoma y al ARNm de KISS1 como un transcrito que estaba sobre-expresado en
células tumorales con metastasis suprimida [124], de ahi que al producto derivado
de la expresion del gen se le denominara inicialmente metastina. De forma inde-
pendiente, en 1999, el gen Gpr54 fue aislado y clonado del cerebro de rata,
identificAndose en principio como un receptor huérfano asociado a proteinas G,
con una homologia de mas del 40% con el receptor de GAL, pero que no era
activado por este péptido [125]. Finalmente, en 2001, tres grupos independientes
vincularon funcionalmente al gen KissI y a la metastina con el receptor Gpr54,
definiendo el denominado sistema Kiss1/Gpr54 [126-128].

No fue hasta finales del afio 2003 cuando se publicaron las primeras

evidencias sobre el papel de este sistema en el control de la funcién reproductora.
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En ese momento, se identificaron diversas deleciones y mutaciones inactivantes
del gen GPR54 en pacientes con hipogonadismo hipogonadotropo idiopatico (IHH).
Esta forma de hipogonadismo central fue observada igualmente en ratones
manipulados genéticamente en los que se habia inactivado el gen Gpr54 [129, 130].
El conjunto de estas observaciones sugerian un papel crucial de este sistema en los

mecanismos de regulacién del eje gonadotrépico.

1.3.2. ELEMENTOS PRINCIPALES: Kiss1, KISSPEPTINAS Y Gpr54

El gen KISS1 consta de 3 exones y 2 intrones [131]. El primer ex6n no es
traducido a proteina, el segundo exdén contiene 38 pares de bases (pb) no
codificantes seguidas de un coddn de inicio translacional al que siguen 100 pb
codificantes y, finalmente, el tercer ex6n esta compuesto por 332 pb codificantes y
un coddn de terminacion de la translacién seguido de una sefial de poliadenilacidn.
En el ratoén, el gen Kiss1 consta de 2 exones codificantes, el primero codifica para el
péptido sefial y parte de la proteina prepro-kisspeptina y el segundo codifica para

la secuencia restante de la proteina precursora [132] (Fig.8).
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Figura 8. Representacion esquematica de la generacion de las kisspeptinas a partir del gen KissI en
roedores. La region codificante para las kisspeptinas estd localizada en los dos exones del gen Kiss1,
que se encuentra proxima al gen Goltla. La proteina generada es una proteina precursora, prepro-
kisspeptina. El procesamiento proteolitico genera los diferentes fragmentos activos, Kp-52, Kp-14,
Kp-13 y Kp-10 en el extremo amino terminal. Tomada con modificaciones de [133].
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Las kisspeptinas se obtienen por el procesamiento proteolitico diferencial
de un precursor comun denominado prepro-kisspeptina que consta de 145 aa y
que da lugar, como producto mayoritario, a la metastina o kisspeptina-54 (Kp-54)
en humanos o kisspeptina-52 en roedores. A partir de la Kp-54/Kp-52 se originan
una serie de fragmentos que, dependiendo del nimero de aa de que estan
compuestos, se denominan Kp-14, Kp-13 y Kp-10, siendo este ultimo el fragmento
mas pequeio con actividad biologica [126, 128, 134]. Todos los fragmentos
comparten la region C-terminal de Kp-54/Kp-52, que contiene un motivo ArgPhe-
NH: caracteristico de la familia de péptidos RF-amida. Aunque el grado de
homologia de las secuencias de la proteina precursora entre roedores y humanos
es de un 54%, la secuencia proteica de la Kp10 se encuentra altamente conservada
en ratéon y humano, variando s6lo en 1 aa: en la secuencia de Kp-10 de ratén, en
posicion 10, encontramos un residuo Tyr (YNWNSFGLRY-NH2) mientras que la
secuencia de humano posee un residuo Phe [135].

La organizacién gendémica del gen GPR54 presenta un mayor grado de
homologia en su secuencia entre las distintas especies. Este gen consta de 4
intrones y de 5 exones codificantes que transcriben una proteina de 396 aa, que se
organiza en un extremo amino-terminal extracelular, responsable de la unién al
ligando, seguido por 7 dominios transmembrana y un extremo carboxiterminal
intracelular asociado a proteina G [128]. El alto grado de conservacién de la
secuencia de ARNm y proteina entre especies es indicativo de la importancia de

este sistema.

1.3.3. EXPRESION DEL SISTEMA Kiss1/Gpr54

La distribucion del sistema Kiss1/Gpr54 ha sido estudiada en una gran
diversidad de especies y, aunque su localizacidn y patrones de expresion pueden
variar entre ellas, ésta se encuentra intimamente relacionada con los centros
neuroendocrinos reguladores de la funcién reproductora.

Los primeros estudios en humanos indicaban la presencia del ARNm de
KISS1 en placenta, pancreas, intestino delgado, higado, testiculo y en distintas
areas del SNC, con una expresiéon destacada en los ganglios de la base y el
hipotadlamo [124, 126, 127]. La expresion de Kiss1 en el hipotdlamo ha sido

demostrada igualmente en otras especies de mamiferos, incluidos los primates no
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humanos [114, 136-139]. Aunque se ha demostrado en hipotalamo la presencia de
fibras inmunoreactivas a kisspeptinas (Kp-ir) en POA, SON, PVN y DMN [136],
estudios realizados en roedores han demostrado que a este nivel, las dos
principales poblaciones de neuronas Kiss1 se localizan en el nucleo ARC [63, 71,
140] y en la zona mas rostral del 3v, que incluye a los nucleos AVPV y
periventricular (PeVN) [137, 138]. Dentro del nucleo ARC, la mayoria de las
neuronas Kissl coexpresan kisspeptinas con NKB y Dyn y, por ello, se han
denominado como neuronas KNDy [62, 141]. En cuanto a la poblacion de neuronas
Kiss1 localizada en la zona mas rostral del 3v, hay que destacar que muestran un
claro dimorfismo sexual, con un mayor nimero de neuronas Kiss1 en el AVPV de
las hembras que en los machos [113, 142].

Las poblaciones de neuronas Kiss1 del ndcleo ARC y del AVPV muestran
diferencias anatémicas importantes en términos de proyecciones a las neuronas
GnRH. En este sentido, se ha descrito un mayor nimero de proyecciones directas
de neuronas Kiss1 procedentes del AVPV [143] que del nucleo ARC, aunque
recientemente se han mostrado proyecciones de neuronas Kiss1 de ARC hacia el
POA [144], donde se encuentran la mayoria de los somas de las neuronas GnRH. La
mayor parte de los trabajos indican que las neuronas de esta localizacién y mas en
concreto las neuronas KNDy, proyectan hacia la eminencia media [71, 141], que es
donde se encuentran los terminales axdnicos de las neuronas GnRH. Esto ultimo
hace pensar que, posiblemente, las neuronas KNDy actiien sobre estos terminales o
usen neuronas interpuestas para intervenir en el control de la liberaciéon de GnRH.

Gpr54 presenta una distribucion similar a la descrita para Kiss1. Asi, se
localiza principalmente en placenta, pancreas, higado, musculo esquelético,
gonadas, hipofisis, y en distintas areas del SNC como la corteza cerebral, el
cerebelo, el putamen, el talamo, la médula espinal y el hipotalamo [114, 136-139,
145]. Dentro de este area, en el raton, se ha detectado la expresiéon del ARNm de

Gpr54 en las neuronas GnRH [146].

1.3.4.MECANISMOS DE ACCION DE LAS KISSPEPTINAS

Los anadlisis de los mecanismos moleculares mediante los cuales las
kisspeptinas ejercen sus efectos sobre las células diana indican que su unién a

Gpr54, como receptor acoplado a proteinas Gaq/11, activa a una fosfolipasa C.
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Esto produce la hidrélisis del fosfatidilinositol-4,5-bifosfato provocando
una acumulacién del inositol-(1,4,5)-trifosfato y de diacilglicerol que inducen la
movilizacion del Ca 2* intracelular y la entrada de Ca 2+ extracelular [126-128, 147].
Adicionalmente, la traduccion de las acciones bioldgicas de las kisspeptinas implica
a rutas relacionadas que incluyen a la proteina quinasa C, al acido araquidénico y

la activacion de quinasas tipo ERK1/2 y p38 [127, 128, 147].

1.3.5. REGULACION DE LA SECRECION DE GONADOTROPINAS POR LAS
NEURONAS Kiss1

Ya en el afio 2004, poco después de la descripcién del cuadro de HH en
humanos derivado de mutaciones inactivantes de GPR54, se demostré el potente
efecto estimulador de la Kp-10 y la metastina sobre la secrecion de LH en los
roedores de ambos sexos [148-151]. Estudios posteriores indicaron que la
administracién, tanto i.c.v. como periférica, de las Kkisspeptinas induce en
mamiferos una potente secrecion de LH y FSH en diferentes etapas del desarrollo y
diferentes estados fisiologicos, como el embarazo y la lactancia [147-149, 152-
157].

Una de las caracteristicas mas destacables de estos estudios fue la
observacion del incremento rapido y prolongado (>3-h) de LH después de la
administracion central y periférica de Kp-10 [154, 158], asi como también el rango
de sensibilidad a Kisspeptina, con dosis minimas efectivas de 100 fmol/1pmol para
la administracion central y 0.5 pg/kg para la administracion periférica [149, 153,
154, 156, 158]. Estudios farmacolégicos detallados han demostrado que los
patrones de respuesta de LH y FSH a Kp-10 son diferentes. Asi, en estudios en ratas
macho se detecta una rapida respuesta (entre 5 a 15 min) y un muy potente efecto
(un aumento de hasta 10 veces sobre los niveles basales) en la secrecién de LH tras
la administracién central de Kp-10. En cambio, la secreciéon de FSH se incrementa
solo a partir de los 30 min tras la administracién y el aumento que se produce es
de ~2 veces respecto a la basal [153]. Igualmente, la sensibilidad de LH y FSH a Kp-
10 es diferente, siendo necesarias dosis de Kp-10 de ~2 pmol para LH y de 400
pmol para FSH para obtener el 50% de las respuestas maximas efectivas. Esto
podria estar justificado por el hecho de que la secrecion de FSH es mas constitutiva
que la de LH [159] y que la secrecién de FSH esta regulada, de forma selectiva, por
péptidos gonadales como las inhibinas [160].

24



Introduccion

Otro aspecto de la farmacologia de las kisspeptinas es la desensibilizaciéon
de la respuesta de gonadotropinas después de la exposicidn mantenida a la sefial.
Asi, la infusién continua de Kkisspeptinas en ratas, tras una primera fase de
hipersecrecion de LH, cursa con una falta de respuesta de LH a las 48 horas de

iniciarse la administracién [161-163].

1.3.5.1. REGULACION DE LA SECRECION PULSATIL DE GnRH

Tras conocerse el potente efecto que ejercen las kisspeptinas sobre la
liberacion de gonadotropinas, varios estudios se dirigieron a determinar su lugar
principal de accién. Como primera hipétesis se plante6 que las Kisspeptinas
llevaran a cabo su accién estimuladora de LH y FSH a través de la activacion de las
neuronas GnRH en el hipotdlamo. Esta via de accién fue confirmada, en roedores y
monos, por la anulaciéon completa del efecto de las kisspeptinas sobre la liberacién
de gonadotropinas al administrarse después de un tratamiento con antagonistas
de GnRH [149, 150, 153, 154, 164]. Igualmente el efecto directo se confirmé en
ratones y ratas al demostrarse que las kisspeptinas son capaces de inducir en las
neuronas GnRH la expresion de c-fos [150, 157], asi como la despolarizacién de
estas neuronas [152, 165]. Una evidencia mas de la accién directa de las
kisspeptinas sobre GnRH son los estudios realizados sobre la linea neuronal GT1-7,
que responde a la administracion de kisspeptinas con un aumento de liberaciéon de
GnRH [165, 166]. Recientemente, se ha propuesto la participacién de las sefiales
procedentes de las neuronas Kiss1 del nticleo ARC en la regulacion de la secrecién
pulsatil de GnRH [133]. Esta idea queddé reforzada por los estudios en ratas
hembras que muestran que la infusion continua de un antagonista de las
kisspeptinas en el ARC suprime de manera significativa la pulsatilidad de GnRH
[167].

Como vimos en el apartado 1.3.3, en el ntcleo ARC existe una poblacion de
neuronas KNDy, las cuales coexpresan kisspeptinas con NKB y Dyn; por ello, se ha
planteado la posibilidad de la implicacién de estos tres péptidos en el control de la
secrecion pulsatil de GnRH (Fig.9). La hipdtesis mas comuinmente aceptada
propone que NKB operaria de forma positiva y Dyn de forma negativa sobre la
liberacion pulsatil de kisspeptinas por las neuronas KNDy [63, 140]. Aunque los

perfiles de expresidn y los datos funcionales avalan este modelo, aiin no son del
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todo conocidas las caracteristicas anatémicas de esta red; es decir, si las
proyecciones de las neuronas KNDy actuarian de forma directa sobre las neuronas
GnRH y si esta accidn se llevaria a cabo sobre el soma o los terminales nerviosos de

las neuronas GnRH [63, 168].

ARC Dyn

POA

KOR "&¢
i

Neurona

GnRH
neuron

Figura 9. Modelo para explicar el control por las neuronas KNDy del niicleo ARC de los mecanismos
de generacion pulsatil de GnRH. KOR, receptor-k opioide de Dyn; NK3, receptor de NKB. Tomado
con modificaciones de [169].

1.3.5.2. REGULACION POR RETROALIMENTACION NEGATIVA DE LA SECRECION
DE GONADOTROPINAS

Las primeras evidencias de la participacion de las neuronas kisspeptidér-
gicas en el feedback negativo de los esteroides gonadales sobre la liberacion de
GnRH/gonadotropinas se obtuvieron analizando la expresion hipotalamica de
Kiss1 en roedores gonadectomizados (GNX) reemplazados o no con esteroides
sexuales. La GNX en hembras y machos adultos produce un incremento en los
niveles de expresion de Kiss1 que va acompafiado también de un aumento de los
niveles circulantes de gonadotropinas. Por su parte, el reemplazamiento con T en
machos orquidectomizados (ORX) y con E; en hembras OVX disminuye tanto los
niveles de expresién del gen KissI como los niveles de gonadotropinas que se
encontraban incrementados en respuesta ala GNX [114, 138, 151, 157].

Inicialmente, mediante estudios de hibridacién in situ (ISH) realizados en
rata y ratén, se determiné que los cambios en los niveles del ARNm del gen Kiss1
indicados anteriormente se producian, especificamente, en el nicleo ARC. Estos
estudios se han ampliado y confirmado posteriormente en otras especies de

mamiferos que incluyen al humano [139, 170-172].
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Con respecto a los receptores implicados, una caracteristica de las neuronas
Kiss1 del ARC es que practicamente todas expresan el ERa, asi como el PR y AR
[141, 173], mientras que s6lo una fracciéon expresan ERB [114, 138]. Estudios de
genomica funcional y farmacolégicos han demostrado que el ERa es el principal
mediador de los efectos de feedback negativo que los estrégenos ejercen sobre la
expresion de KissI en el ARC [114, 115]. En el mismo sentido, se ha demostrado
recientemente en ratones pre-puberales que la eliminacidn selectiva del ERa en las
neuronas Kissl del nicleo ARC produce en este nudcleo un incremento en la
expresion del ARNm de Kiss1 [174].

Los estudios acerca de los receptores que vehiculan el feedback negativo de
la T sobre la liberacion de GnRH/gonadotropinas mediado por las neuronas
kisspeptidérgica indican que este se realiza a través del ARy el ERa [114].

De igual modo, se ha propuesto al sistema Kissl como mediador de los
efectos por retroalimentacion positiva de los estrogenos sobre la liberaciéon de

GnRH/LH, aspecto que sera tratado mas ampliamente en el apartado 1.3.7.

1.3.6.PAPEL DEL SISTEMA Kiss1/Gpr54 EN EL CONTROL DE LA
PUBERTAD

La pubertad es un periodo crucial para el desarrollo ya que durante este se
alcanza la capacidad reproductora. Una pieza clave para desencadenar el inicio de
la pubertad es el aumento progresivo de la actividad neurosecretora de las
neuronas GnRH, lo que permite alcanzar una maxima liberaciéon de
gonadotropinas, posibilitando asi la maduracién y desarrollo completo de la
funcién gonadal [175, 176]. Se piensa que los patrones de secreciéon de GnRH que
se producen al comienzo de la pubertad son consecuencia del efecto combinado de
un aumento de los inputs excitatorios y una disminucién de los inputs inhibitorios
que se proyectan sobre estas neuronas [175, 177].

La primera evidencia del papel esencial de la sefializacion por kisspeptinas
en la puesta en marcha de la funciéon reproductora se obtuvo al observar la
incapacidad de alcanzar la pubertad en ratones y humanos con mutaciones
inactivantes de Gpr54/GPR54 [130, 178]. Posteriormente, para caracterizar la
relevancia fisiologica del sistema Kiss1/Gpr54 en este proceso, se analizaron los
patrones de expresién hipotalamica de los elementos de este sistema durante la
pubertad. Los resultados obtenidos en estudios realizados en ratas macho y
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hembra demostraron un incremento de los niveles de expresion de Kiss1 y Gpr54
en el hipotdlamo coincidiendo con la llegada de la pubertad [151], un fenémeno
que ha sido confirmado en primates, donde se ha demostrado que la expresion del
ARNm de KISS1 y GPR54 en el hipotalamo de hembras aumenta hasta 3 veces
durante la transicion de la etapa juvenil al estado puberal [179].

Mas especificamente, dentro del hipotalamo, mediante estudios de IHC
realizados en rata y raton, se ha detectado un aumento de neuronas Kp-ir en el
AVPV durante el inicio de la pubertad, aunque este aumento es mayor en hembras
que en machos [180, 181]. Esta elevacion del tono kisspeptidérgico en el AVPV en
el momento de la pubertad coincide con un aumento de las proyecciones Kp-ir
desde esta area hacia las neuronas GnRH [180]. Los estudios realizados en el
nucleo ARC muestran también un aumento de la sefal kisspeptidérgica durante la
transicion puberal en este drea [168, 182], aunque de una magnitud mas modesta
que producida en el AVPV, especialmente en hembras [182].

Con respecto a Gpr54, los datos iniciales indicaban que, tanto en rata como
mono, se producia un incremento moderado en su expresion hipotaldmica durante
la pubertad, [151, 179]. Andlisis de expresion por ISH y estudios de electro-
fisiologia en ratonas apuntan sin embargo, a que no se produce un incremento
detectable del contenido de ARNm de Gpr54 por célula, sino un aumento gradual
de las neuronas GnRH que expresan Gpr54, asi como un incremento de la eficiencia
de este receptor para acoplarse a su efector endogeno en la transiciéon puberal
[152].

Todos los datos indicados anteriormente sugieren un aumento del tono
kisspeptidérgico durante la pubertad; posibilidad que se ve apoyada por el aumento
detectado en el mono de la liberaciéon pulsatil de Kp-54 en la eminencia media
durante esta etapa, coincidiendo con la elevacion de la frecuencia de pulsos de
GnRH caracteristico del inicio de la pubertad [183]. En apoyo del papel esencial de
las Kkisspeptinas en la puesta en marcha de la funcién reproductora, se ha
demostrado que la administracién central repetida de Kp-10 en ratas hembras pre-
puberales induce un adelanto de la apertura vaginal (utilizado como signo externo
de pubertad) y una activacion temprana del eje HHG con la consecuente elevacion

de las gonadotropinas circulantes [184]. De hecho, se ha demostrado que ratas en
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estadios tempranos de maduracién son capaces de responder a la administracién
exdégena de Kp-10 con una elevacion de los niveles de LH [147].

La relevancia funcional de la senalizacién por Kisspeptinas en la
maduracion puberal ha sido confirmada recientemente por la observaciéon de un
retraso en la llegada a pubertad en ratas puberales tras la administracién de un
antagonista de las kisspeptinas, el péptido 234 [185]. Sin embargo, datos mas
recientes obtenidos en ratonas evidencian la complejidad de la regulaciéon de la
maduracién puberal por neuronas Kiss1, puesto que sorprendentemente se ha
demostrado que la eliminacién congénita de esta poblacion neuronal parece
compatible con la adquisicion de la capacidad reproductora. Estas observaciones
podrian ser indicativas de la activacion de mecanismos compensadores (en
condiciones extremas de ausencia de neuronas Kiss1) y/o de la implicaciéon de
otras poblaciones, distintas de las neuronas Kiss1, con un papel fundamental en la

activacion puberal del eje HHG [186].

1.3.7. PAPEL DEL SISTEMA Kiss1/Gpr54 EN EL CONTROL DEL PICO PRE-
OVULATORIO DE GnRH/LH

Como hemos descrito anteriormente, ademas de la poblacién de neuronas
Kiss1 del nucleo ARC existe, principalmente en roedores, una segunda poblacion
de estas neuronas en el AVPV en las que se ha demostrado la presencia del ERa
[138]. A diferencia de las neuronas Kiss1 del ARC, estas neuronas responden a la
eliminacidn de los esteroides gonadales (especialmente estrogenos) disminuyendo
los niveles del ARNm de Kiss1 y aumentandola tras el reemplazamiento de estos.
Por ello, se ha propuesto un papel mediador de esta poblacién en el efecto de
feedback positivo de los estrégenos sobre la secreciéon de gonadotropinas (Fig.9).
Esta hipotesis se ve reforzada por el hecho de que en ratas adultas ciclicas, en la
tarde del proestro, se detecta un aumento de la expresiéon del ARNm de KissI en el
AVPV, coincidiendo con el pico pre-ovulatorio de LH y por la constatacién del
aumento de la expresion de Kiss1 en esta localizacién en las ratas OVX y tratadas
con E; para inducir exégenamente el pico de LH [113, 187]. Finalmente, la
implicacion del sistema Kiss1 en la generacion del pico pre-ovulatorio de GnRH/LH
se ve apoyada por estudios farmacologicos en los que la administraciéon de

bloqueantes selectivos de ERa provocan un bloqueo del pico pre-ovulatorio
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endégeno de LH y la supresion de la respuesta de LH a la administracién de kp-10

en la fase pre-ovulatoria [188].
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Figura 9. Representacion esquematica de los efectos reguladores de los esteroides gonadales (T, E2
y P), en la regulacién transcripcional de Kiss1. Se ha propuesto a la poblacién de neuronas NKDy del
ARC como mediador de los efectos por retroalimentacién negativa de la T y el E2 y como reguladora
de la secrecion pulsatil de GnRH; en cambio, los efectos estimuladores de los esteroides gonadales
en el pico pre-ovulatorio estarian mediados por la poblacién neuronal Kiss1 del AVPV.

1.3.8. MODELOS GENETICAMENTE MODIFICADOS EN EL ESTUDIO DEL
SISTEMA Kiss1/Gpr54

El fenotipo de HH en humanos causado por la inactivacion de GPR54 ha
sido reproducido en ratones inactivando los genes KissI y Gpr54 mediante
mutagénesis dirigida. Aunque éstos ratones son viables desde el punto de vista del
desarrollo, son infértiles, por lo que para obtenerlos es necesario el cruce entre

parentales heterocigotos [130, 178]. A continuacion se realizara una descripciéon
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detallada de los diferentes modelos mutantes del sistema Kiss1/Gpr54 generados

hasta hoy.
1.3.8.1 MODELOS ANIMALES MUTANTES EN EL SISTEMA Kiss1/Gpr54

En la actualidad hay descritas cuatro lineas mutantes para Gpr54 y dos
para Kiss1 [189]. Una de las cuatro lineas transgénicas existentes para Gpr54 fue
generada por insercion retroviral y las otras 3 fueron generadas utilizando la
técnica de mutagénesis dirigida (tm, del inglés targeted mutagenesis) del locus de
Gpr54, con deleciones de diferentes longitudes en la secuencia codificante. La
nomenclatura de estas lineas transgénicas esta regida por las directrices marcadas
por el Comité Internacional de Nomenclatura Genética Estandarizada para ratones
(www.informatics.jax.org/mgihome/nomen/index.shtml).

Los dos primeros modelos knock-out (KO) para Gpr54 aparecieron en el afio
2003 (Fig.10). Uno de estos modelos fue generado en el laboratorio de W.H.
Colledge por Seminara y colaboradores en asociaciéon con Paradigm Therapeutics
(PTL). Este ratén, denominado Gpr54m1IPTL posee una deleciéon de 702 pb en el gen
Gpr54, que se corresponden con 92 pb de la region codificante del ex6n 1, la region
completa del intron 1 (509 pb) y las primeras 101 pb del exén 2 [130]. El segundo
modelo denominado Gpr54 t™1SPR fye generado por Schering Plough Research
(SPR), y en este caso, fueron delecionadas 52 pb dentro del ex6n 2 [178]. Ambas
lineas incluyen la region codificante para la enzima [(-galactosidasa gracias a lo
cual puede detectarse la actividad del promotor de Gpr54 por el marcaje X-gal de la
B-galactosidasa.

En 2007 fueron descritas dos lineas adicionales de mutantes para Gpr54
(Fig.10). Una de ellas, denominada Gpr54™m™1HPC fuye generada en el laboratorio de
S.B. Seminara por Lapatto y colaboradores en asociaciéon con Harvard Partners
Centre (HPC). Para la obtencion de esta linea se llevé a cabo una deleciéon completa
del ex6n 2 (125 pb) [132]. La segunda linea, denominada Gpr54GtiOmer fye
generada por el laboratorio Omeros Corporation (Omer) en asociacién con el
laboratorio de R. Steiner. En este caso, el modelo fue generado mediante la
insercion retroviral de secuencias de terminacion de la transcripcion (gt, del inglés
gene trapped) en el intrén 2, sin pérdida de secuencia codificante de Gpr54. El

retrovirus utilizado consta de dos secuencias sefial de poliadenilacion después del
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exoén 2 para detener la transcripcion iniciada por el promotor de Gpr54 [190]. La
construccion para Gpr546ti0mer posee ademas una secuencia codificante para la
proteina verde fluorescente (Gfp) como gen reportero y también una zona que

codifica para la proteina transactivadora en respuesta a tetraciclina (rtTA) [190].
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Figura 10. Estructura gendémica de Gpr54 de ratéon (wt) y de las diferentes lineas mutantes
generadas para Gpr54. Generado con modificaciones de (188).

En cuanto a las lineas de ratones mutantes para Kissl, estas fueron
descritas por primera vez en 2007. La linea Kiss1™1PTL posee una pérdida completa
de la secuencia codificante para KissI y fue generada en el laboratorio de W.H.
Colledge [191]. La segunda linea fue generada en el laboratorio de SB. Seminara,
se denomind Kiss1HPC y porta una delecidn en el locus de KissI del primer exén y,

por tanto, la pérdida del codén ATG de inicio de la transcripcién [132] (Fig.11).

1 2 3
SES - T
1
—D—[ IRES-LacZ ]—[Hen']— Kiss1tm1PTL

1 3

e [ ssim

Figura 11. Estructura genémica de KissI en ratén (wt) y de las diferentes lineas mutantes (KO)
generadas. Generado con modificaciones de (188).
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1.3.8.2 ANALISIS DEL FENOTIPO MUTANTE PARA Kiss1 Y Gpr54: MODELO DE
HIPOGONADISMO HIPOGONADOTROPO

Las diferentes lineas de mutantes para Kiss1 y Gpr54 presentan un fenotipo
general comun, lo que indica la ausencia de compensacion por otro ligando o la
activacion de otro receptor. Todos los ratones mutantes se caracterizan por la
ausencia de llegada de la pubertad y la presencia de hipogonadismo. A pesar de
manifestar un fenotipo similar, los diferentes KOs pueden presentar un cierto

grado de variabilidad, siendo esta mayor en los ratones Kiss1 KO [132].
+¢ Analisis anatomico de los animales mutantes en el sistema Kiss1/Gpr54.

En 2003, Seminara y colaboradores describen en su primer estudio a los
ratones Gpr54 heterocigotos (Gpr54+/-) como fenotipicamente normales y fértiles y
a los Gpr54 KO como infértiles, ya que no presentan ninguno de los rasgos
caracteristicos de la maduracién sexual [130, 132]. En todas las lineas
transgénicas, los machos KO para Gpr54 y Kiss1 presentan micro penes y una falta
de desarrollo de los 6rganos sexuales secundarios accesorios. Estos ratones tienen
una distancia ano-genital disminuida y los testiculos son mas pequeiios, con pesos
de entre un 4% a un 28% del peso respecto a valor de los wild type (WT) (Fig.12).
Ademas, presentan una espermatogénesis cualitativa y cautivamente anormal y

ausencia de espermatocitos en los epididimos [130].

Figura 12. Analisis macroscépico de los ratones macho adultos Gpr54+/+ y Gpr54~/-. Puede
observarse en detalle que los ratones Gpr54-/- presentan micropenes (flecha) y una distancia ano-
genital reducida. Ademas, se muestran en detalle los epididimos (A) y los testiculos (B) de ambos
genotipos.

Las hembras adultas, tanto Gpr54-/- como Kiss1-/-, presentan una deficiencia

en el desarrollo sexual, con un retraso de varios dias en la apertura vaginal en las
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mutantes de las lineas Gpr54mIHPC y Kjgs1tm1HPC [132] y un retraso en la apertura
mas acusado en las lineas Gpr54mIPTL y Kjss1tmIPTL [130, 191]. Las citologias
vaginales de las hembras mutantes de la linea HPC presentan un epitelio no
queratinizado y un bloqueo de la ciclicidad estral. Los ovarios de las diferentes
lineas son significativamente mas pequefios con una reduccion de 60-80% del peso
con respecto a las hembras WT (Fig.13). El analisis histologico de los ovarios
muestra un menor numero de foliculos primarios y secundarios y, ocasionalmente,
algun foliculo antral temprano, pero en ningtn caso foliculos de De Graaf o cuerpos
luteos, lo que evidencia ausencia de ovulacion. Hay que destacar que esto contrasta
con los datos obtenidos en las lineas mutantes Gpr54tm1HPC y Kjss1tmlHPC en las que
algunas hembras presentan una foliculogénesis parcial, pero sin evidencias de

ovulacion [192].

Figura 13. Analisis macroscopico de las ratonas adultas Gpr54+/+ y Gpr54-/-. Puede observarse en
detalle que las ratonas Gpr54~/- no presentan apertura vaginal (flecha). Ademads, se muestran en
detalle los ovarios y el itero de ambos genotipos.

Los machos Gpr54 KO de las diferentes lineas mutantes para Gpr54 que se
han generado presentan un peso corporal inferior en relaciéon a los ratones
Gpr54+/+, aunque esta diferencia solo es apreciable después de la llegada de la
pubertad en los animales WT. En lineas generales, tanto los ratones macho
mutantes Gpr54~/- como Kiss1”/- presentan una reducciéon significativa del peso
corporal con respecto al raton WT [130, 132, 178, 190, 191]; sin embargo, los
ratones machos de la linea Kiss1m1HPC presenta una menor reduccion de peso
corporal con respecto al ratdn WT de la misma edad.

En el caso de las ratonas hembra Gpr54 KO, no se aprecia la diferencia de
peso corporal que presentan los machos Gpr54 KO [130, 178].

El resto de sistemas y dérganos son normales tanto en machos como en

hembras mutantes para Gpr54 y Kiss1 de las diferentes lineas descritas.
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1.3.8.3 MODELOS ANIMALES DE AUSENCIA DE Gpr54 RESTRINGIDA A
NEURONAS GnRH

En la actualidad se disponen de dos nuevos modelos de ratones para el
estudio del sistema Kiss1/Gpr54, que han sido generados en los laboratorios de
A.E. Herbison y G. Schiitz.

En el primer modelo, GnRH-Cre;Gpr54f/f, se eliminé de forma selectiva
Gpr54 en las neuronas GnRH, dando como resultado animales incapaces de llegar a
pubertad y por lo tanto infértiles. Por ello, estos ratones, al igual que el modelo
Gpr54 KO, deben ser generados por el cruce de parentales heterocigotos (GnRH-
Cre*/-;Gpr54f/t ). En lineas generales, los ratones GnRH-Cre;Gpr54f/f muestran el
mismo fenotipo que los ratones Gpr54 KO globales y se caracterizan por no
presentar signos externos de llegada de la pubertad, una reduccién del 90% del
peso de ovarios y testiculos, y una disminucion significativa de los niveles
circulantes de LH y FSH.

En el segundo modelo, Gpr54-/-Tg, se llevé a cabo una re-introducciéon
selectiva de Gpr54 en las neuronas GnRH, sobre la base de ratones Gpr54 KO
globales. La fertilidad en estos animales Gpr54-/-;Tg fue rescatada con el inserto del
transgen. En cuanto al fenotipo, éste sera descrito en detalle en el apartado 4.3.1.,

toda vez empleamos el mismo para cubrir algunos de los objetivos de esta Tesis.

1.4.SISTEMA RFRP/NPFF1R

La busqueda de nuevas sefales reguladoras del eje gonadotropico ha
permitido la identificacion del GnIH y sus homologos, los RFRPs, como inhibidores

de la liberacién de gonadotropinas.

1.4.1. ANTECEDENTES HISTORICOS: DESCUBRIMIENTO DEL GnIH

La superfamilia de péptidos RF-amida se caracteriza porque todos sus
constituyentes tienen en comin un motivo Arg-Phe-NH? en su extremo C-terminal.
En mamiferos, esta familia esta formada por 5 grupos denominados: GnlH/RFRP,
PQRFa/NPFF, Kisspeptinas, QRFP/26RFa y PrRP, constituido, cada uno de ellos
por diferentes péptidos (Fig.14).
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Grupo PrRP Grupo QRFP/26RFa
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.......

Grupo GnlH/RFRP

Figura 14. Arbol filogenético de la superfamilia de péptidos RF-amida. Tomado de [193].

En atencién a los objetivos de esta Tesis, describiremos con detalle dos de
estos grupos de péptidos: el grupo de los PQRFa/NPFF y el grupo de los
GnIH/RFRPs. Al primer grupo pertenecen los primeros péptidos RF-amida
descritos en mamiferos, el FMRFa (Phe-Met-Arg-Phe-NHz), que fue identificado en
1977 en el sistema nervioso de invertebrados [194] y, posteriormente en el
sistema nervioso de vertebrados [195, 196], el neuropéptido AF (NPAF) y el
neuropéptido FF (NPFF) [197], que derivan del procesamiento proteolitico de una
pro-hormona codificada por un unico gen [198, 199]. Al segundo grupo pertenecen
el GnIH aviar y sus homdlogos en mamiferos, los RFRP 1y 3 [200-203].

La primera sugerencia de una posible participacion de estos péptidos en el
control de la funcidén hipofisaria provino de la observacion de que algunas
neuronas inmunoreactivas para FMRFa envian proyecciones hacia una regién
hipotalamica cercana a la hipéfisis; participacién que ha sido puesta de manifiesto
por estudios realizados con posterioridad [195, 196].

En el contexto de los estudios sobre la relevancia fisiolégica de los
constituyentes de la familia RFamida en el control de la liberaciéon de gonadotro-
pinas, en el afio 2000 Tsutsui y colaboradores descubrieron en aves un neuro-
péptido hipotaldamico de 12 aa, SIKPSAYLPLRF-amida (Ser-Ile-Lys-Pro-Ser-Ala-
Tyr-Leu-Pro-Leu-Arg-Phe-NH:), que poseia la capacidad de inhibir la secrecion de
gonadotropinas hipofisarias, y por ello fue llamado GnIH (del inglés, Gonadotropin

36



Introduccion

inhibitory hormone) [202]. El interés de este descubrimiento aument6é en 2006
cuando se propuso que los RFRPs podrian jugar un papel en la regulaciéon

inhibitoria de la secrecion de gonadotropinas en vertebrados superiores [204]

1.4.2.IDENTIFICACION DE ORTOLOGOS DE GnIH EN MAMIFEROS: RFRPs

El gen para GnIH aviar codifica para una proteina precursora de 173 aa que,
tras su procesamiento proteolitico, da lugar a tres péptidos denominados GnlH, y
GnIH-RP-1y 2 [203, 205]. Estos péptidos tienen un motivo comun en su extremo
C-terminal, Leu-Pro-Xxx-Arg-Phe-NH2, donde Xxx puede ser Leu o GIn. En la pro-
hormona, estas secuencias estan flanqueadas por una Gly en el extremo C-terminal,
una sefal de amidacién y un aminoacido basico en el otro extremo como sitios de

procesamiento proteolitico (Fig.15) [206].

Proteina precursora

v BT

Procesamiento \l,
proteolitico

{38 GK/R
Endopeptidasa \l,

w ET3

Carboxipeptidasa

Peptidilglicina a-amino
monooxigenasa (PAM)
NH

!égé

N

Péptido RFa maduro

Figura 15. Procesamiento proteolitico necesario para generar un péptido RF-amida maduro a
partir de una proteina precursora. Tomado con modificaciones de (201)

La busqueda de secuencias similares en las bases de datos protedmicas
identificaron homologos de estos péptidos en diferentes especies de mamiferos

(Tabla 1).
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Tabla 1: Algunos de los péptidos RFRP identificados en mamiferos. Ademas, se muestra la
secuencia del GnIH para la comparacion.

. RFRP-1* VPHSAANLPLRFa
RFRP-3" NMEAGTRSHFPSLPQRFa
Rata RFRP-1" VPHSAANLPLRFa
RFRP-3 ANMEAGTMSHFPSLPQRFa
Humano RFRP-1* MPHSFANLPLRFa
RFRP-3 VPNLPQRFa
GnlIH SIKPSAYLPLRFa
Codorniz GnIH-RP-1* SLNFEEMKDWGSKNFMKVNTPTVNKVPNSVANLPLRFa
GnIH-RP-2 SSIQSLLNLPQRFa

* Deducida de la secuencia de ADNc.

En general, en mamiferos, el gen encargado de las sintesis de estos péptidos
codifica dos péptidos, RFRP-1 y RFRP-3 (Fig.16) (116-119), de los que el tltimo es

considerado el ortélogo funcional del GnIH aviar.

MEISSKRFILLTLATSSFLTSNTLCSDELM MPHRFFl;F?Il(EGYG KYYQLRGIPKGV

KERSVTFQELKDWGAKKDIKMSPAPANKVPHSAANLPLRFGRNIEDRRSPR
RFRP-3

ARANMEAGTMSHFPSLPQRFGRTTARRITKTLAGLPQKSLHSLASSELLYAM
TRQHQEIQSPGQEQPRKRVFTETDDAERKQEKIGNLQPVLQGAMKL

Figura 16. Secuencia aminoacidica (203 aa) de la proteina precursora de los RFRPs en rata. En rojo
los dos péptidos maduros resultantes del procesamiento proteolitico. Referencia PubMed:
NP_076442.1

1.4.3.DISTRIBUCION DE LAS NEURONAS GnIH/RFRP

En el afio 2000, Tsutsui y colaboradores identificaron en el PVN y entre este
nucleo y el VMN de aves los cuerpos celulares de las neuronas GnlH [202]. Un afio
mas tarde, usando un anticuerpo contra el GnlH aviar, se detectaron en ratén
neuronas GnlH inmunoreactivas (GnlH-ir) en el diencéfalo, protuberancia y
médula espinal [207] y, mas recientemente, mediante el uso de anticuerpos y de
ISH, se han visualizado neuronas GnlH/RFRP-ir en el DMN de hamsters, ratones y
ratas [204, 208] y en la region ventral del PVN en ovejas [209-211]. En humanos,
se han identificado neuronas RFRP en el DMN [212].
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En aves, las neuronas GnlH proyectan sus axones hacia las neuronas GnRH I
y II [213], y hacia la eminencia media [202, 214, 215]. En mamiferos, las
proyecciones de las neuronas RFRP se encuentran ampliamente distribuidas en el
cerebro [216]. En rata, estudios de inmunotincién pusieron de manifiesto que el
75% de las neuronas GnRH se encontraban muy préximas a las fibras y
terminaciones nerviosas de las neuronas GnlH [216], mientras otros estudios en
hamster y oveja han revelado que el 40% de las neuronas GnRH se encuentran en
estrecho contacto con las terminaciones de las neuronas RFRP [204, 209, 210]. Por
su parte, se han identificado terminales axdnicos de las neuronas RFRP en las
proximidades de las neuronas GnRH en el cerebro humano, aunque el alcance de
estas proyecciones no ha sido cuantificado [212].

En hamsters y ovejas se han observado proyecciones de las neuronas RFRP
hacia la eminencia media [204, 209, 210], no asi en ratas [208, 216], a pesar de
haberse encontrado en estos animales acciones directas del péptido a nivel
hipofisario [217]. En el cerebro de primates no humanos [218] y humanos [212],
se han observado proyecciones de las neuronas RFRP hacia la eminencia media. En
su conjunto, estos hechos sugieren que en mamiferos los péptidos RFRPs podrian,
actuando sobre GnRH o tras ser liberados a la circulacién portal hipotalamo-
hipofisaria y actuando directamente sobre los gonadotropos hipofisarios, controlar
el funcionamiento del eje HHG.

Junto a su expresién a nivel central, se ha descrito expresion periférica de
RFRPs. En concreto, en hamster, se ha observado expresion de RFRP en células
germinales [219], mientras en el mono se ha detectado en células de Leydig,
espermatogonias y espermatocitos en machos. A su vez, en monos y humanos
RFRP se expresa en células de granulosa, foliculos preantrales y cuerpo luteo [220].

Hasta la fecha, se sabe poco a cerca de los mecanismos que regulan la
expresion de GnIH en aves y RFRPs en otras especies. En aves, se ha estudiado
hasta el momento es la participacion de la melatonina, como sefalizadora de las
horas luz-oscuridad, en el control de la expresion de GnlH. En este sentido, se ha
demostrado que la melatonina incrementa in vivo la expresién del ARNm de GnIH
[221], que estas neuronas poseen receptores de melatonina 1c [222] y que la
administracién en codornices de la hormona a explantes hipotaldmicos aumenta,

de forma dosis-dependiente, la expresion del ARNm de GnlH y la liberacion de este
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al medio, lo que se acompafia in vivo del descenso de los niveles circulantes de LH.
En el mismo sentido, se ha demostrado que durante los periodos de oscuridad se
produce un incremento de la liberaciéon de melatonina y GnlH, y un descenso de los
niveles de LH que es exactamente opuesto de lo que ocurre durante los periodos
de luz.

En mamiferos, se ha analizado la posible participacion de los esteroides
gonadales, del estrés y de la melatonina en animales con reproduccion estacional,
sobre los niveles de expresion de los RFRPs y su liberacion. En este sentido, los
datos obtenidos indican que los estrégenos, a través de los ERa que se encuentran
en las neuronas RFRP, participan en el control de la expresién de esta sefial en
ratonas y hamster OVX y tratadas con estrégenos [204, 223], pero no en ovejas.
Tampoco se ha detectado modificacion de la expresién de RFRPs en hamster ORX o
tratados con testosterona [224].

En cuanto al papel de la melatonina en la regulacién de la expresion de los
RFRPs en mamiferos, se ha descrito que esta hormona induce la expresion del
ARNm de RRFP en la linea celular de ratas rHypoE-7 (neuronas RFRP) [225]. A su
vez, en animales con reproduccién estacional como el hamster siberiano y la oveja,
la melatonina regula la expresion del ARNm de los RFRPs y el nimero de
proyecciones de estas neuronas hacia las neuronas GnRH. En concreto, durante los
periodos favorables a la reproduccidn, disminuye la expresién del precursor de los
RFRPs, el nimero de neuronas RFRP-ir y las proyecciones de estas hacia las
neuronas GnRH en dichas especies con reproduccidn estacional [226].

Finalmente, entre las sefiales implicadas en la regulacién de la expresion de
los RFRPs, se ha propuesto al estrés. En situaciones de estrés hay una activaciéon
del eje hipotalamo-hipofiso adrenal que cursa con un incremento de los niveles
circulantes de glucocorticoides y una inhibicion del eje HHG. Ha sido demostrado
que, en ratas macho, el 53% de las neuronas RFRP expresan receptores a
glucocorticoides y que en situaciones de estrés incrementa el nimero de neuronas

RFRP-ir y la expresién del gen que codifica esta sefial [227].

1.4.4.MECANISMOS DE ACCION DE GnIH/RFRP

La familia de péptidos GnIH/RFRPs ejerce sus acciones mediante su union a

receptores de membrana acoplados a proteinas G que fueron identificados usando
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una estrategia de andlisis de posibles ligandos para GPR huérfanos. En 2000,
Bonini y cols habian indicado la existencia de dos receptores para el NPFF a los que
denominaron NPFF1R (antiguo receptor huérfano GPR147) y NPFF2R (antiguo
receptor huérfano GPR74) [228]. Ese mismo afio, Hinuma y cols indicaron que, en
ratas, RFRP-1 y RFRP-3 ejercen sus acciones tras su interaccion con un receptor al
que denominaron OT7T022 [200]. Estudios posteriores demostraron que el
denominado NPFF1R coincidia con el OT7T022 y vehicula las acciones de los
péptidos RFamida de la familia GnlH/RFRPs, mientras que el NPFF2R vehicula las
acciones de los péptidos de la familia PQRFa/NPFF [229, 230].

En ratas, el ARNm del NPFF1R se expresa en SNC, concretamente, en el
hipotdlamo, en la médula espinal, la amigdala, el hipocampo y la sustancia negra y
en tejidos periféricos como la hipdfisis, las gonadas y el ojo [200, 228]. Estudios en
aves confirmaron la expresion del receptor de GnIH en cerebro e hipoéfisis [231,
232]. Ademas, la expresion del NPFF1R se ha demostrado en hipoéfisis de oveja y
gonadotropos humanos [210, 212, 233]. En hamster se ha observado expresién de
NPFF1R en todos los tipos de células germinales, incluidos los espermatozoides, y
de NPFF2R en las células germinales mas diferenciadas. Los receptores para RFRPs
se localizan en el mono en células de Leydig, espermatogonias y espermatocitos y,
en monos y humanos, en células de la granulosa, foliculos preantrales y cuerpo

lateo [220].
1.4.5.ACCIONES CENTRALES Y PERIFERICAS DE GnIH/RFRP

Actualmente, esta claramente establecido, tanto in vivo como in vitro, el
efecto inhibidor de GnlH sobre la liberacion de gonadotropinas en aves [202, 205].
Puesto que nuestros estudios se han realizado en roedores, nos centraremos en la
descripcion de los efectos de GnlH/RFRP en estos, asi como también en diferentes

especies de mamiferos.

+ Hamster: En estos animales, el papel del sistema RFRP/NPFF1R en el
mantenimiento de los niveles basales de gonadotropinas viene avalado por la
observacién de que, en ellos, la administracion central de GnlH induce una
rapida disminucion de los niveles séricos de LH [204]. En el mismo sentido, la
posible participaciéon de las neuronas RFRP en la mediacion del feedback
negativo de los estrogenos sobre la liberaciobn de gonadotropinas esta
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sustentada en el hecho de haberse demostrado en estos animales que el 40%
de estas neuronas presentan el ERa, respondiendo a la administracion de
estrogenos con un aumento de la expresion de c-fos [204]. En las hembras de
esta especie se ha implicado al RFRP en el desencadenamiento del pico pre-
ovulatorio de LH, debido a una disminucién de la actividad de las neuronas
RFRP durante este periodo [234]. Asi mismo, algunos autores han postulado al
RFRP como un mediador de los efectos de factores ambientales, tales como la
disponibilidad de alimentos o el estrés, sobre los cambios en la actividad del eje
HHG que se producen en las diferentes fases estacionales durante el ciclo
reproductor anual del hamster [235, 236]. En esta especie, tampoco es
descartable un efecto directo de RFRP a nivel hipofisario, ya que Ia
administracién periférica del péptido induce una rapida disminuciéon de los
niveles séricos de LH [204]. Finalmente, la presencia del sistema RFRP/NPFF1R
a nivel del testiculo permite presuponer un posible papel del péptido en el
proceso de diferenciacion de las células germinales, lo que seria clave para la

adquisicién y mantenimiento de la funcién reproductora en los machos [219].

++ Rata: Los escasos datos (indirectos) disponibles hasta la fecha parecen indicar
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que, en esta especie, la participacion del sistema RFRP/NPFF1R durante el
periodo silente del eje HHG que ocurre antes de la pubertad no es
determinante. Esta hipotesis se basa en el hecho que la administracion central
en machos de GnlH o de un anti nucle6tido anti sentido de GnIH no modifican la
edad de puesta en marcha de la funcién reproductora [237]. Del mismo modo,
en ambos sexos, los niveles de expresién de GnIH en el hipotdlamo no se ven
modificados durante la transicion puberal [227, 238].

Por el contrario, en la edad adulta, al igual que en el hamster, el sistema
parece participar en ambos sexos en el mantenimiento de los niveles basales de
gonadotropinas, ejerciendo un efecto inhibidor del eje HHG como lo demuestra
el que la administracion central de GnlH o del analogo del mismo, el RFRP3-8,
induzcan una rapida disminucion de los niveles séricos de LH [239], al igual
que su administracion central durante el pico pre-ovulatorio de LH [240]. En
ratas, el efecto directo de RFRP sobre la hip6fisis es atin un tema controvertido
ya que algunos autores no detectaron proyecciones de las fibras GnIH-ir hacia

la eminencia media [208] y, sin embargo, se ha demostrado la expresion en
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hipéfisis del NPFF1R [227, 238] y una rapida disminuciéon de LH tras la
administracion periférica de GnlH. [217, 240]. En apoyo de un efecto directo
del RFRP sobre la hipéfisis, estudios en cultivos hipofisarios han demostrado
que éste induce una inhibicion de la liberacion basal y estimulada de LH y de
prolactina [239, 240].

Raton: Estudios electrofisioldgicos han demostrado un efecto inhibidor de
RFRP-3 sobre la excitabilidad de las neuronas GnRH en ratones macho y
hembra [241], lo que vendria a confirmar en esta especie el papel inhibidor de
los RFRPs en el funcionamiento del eje HHG. La ausencia hasta el momento de
estudios sobre las consecuencias del déficit de RFRP y/o de su receptor NPFF1R
mediante el uso de ratones transgénicos dificulta el conocimiento de la
relevancia fisiolégica de este sistema en ratones. Nuestra Tesis viene a llenar
este hueco, ya que presenta el primer trabajo en el cual se ha caracterizado el
impacto producido por el déficit de sefializacién de los RFRPs mediante el uso

de un ratéon mutante NPFF1R KO.

¢ Vaca y oveja: Estudios in vivo e in vitro han demostrado un efecto inhibidor de

GnIH sobre la reproducciéon en ambas especies. En concreto, en ovejas la
administracién periférica de GnIH disminuyé la amplitud de los pulsos de LH, e
in vitro GnlH disminuyé la liberacion de LH y FSH [209] y la expresién de las
subunidades LH y FSH3 [242]. En becerros ORX, la administraciéon i.c.v. de
GnIH disminuyd la amplitud de los pulsos de LH e in vitro, GnlH disminuyé la
respuesta de LH a GnRH en cultivos de hipéfisis procedentes de animales ORX
[243].

Primates no humanos y humanos: La presencia del sistema RFRP/NPFF1R en
las génadas de primates hizo suponer que el sistema ejerceria un papel en el
control de la fisiologia gonadal. En este sentido, se ha comprobado que cultivos
de células de la granulosa en presencia de RFRP-3 presentan una disminucion
significativa de la liberacion de progesterona inducida por gonadotropinas

[244].
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1.5.CONTROL INTEGRADO DEL BALANCE ENERGETICO Y LA
FUNCION REPRODUCTORA

La subordinaciéon de la funciéon reproductora al grado de reservas
energéticas se conoce intuitivamente desde la antigliedad y buena prueba de ello
es que, en la mayoria de las culturas, las diosas de la fertilidad se representan como
mujeres obesas. Las bases neuroendocrinas que nuestro actual conocimiento de las
relaciones entre el balance energético y la funciéon reproductora se obtienen de
observaciones resultantes de estudios llevados a cabo en las décadas de los 60 y 70
del siglo XX, que permitieron proponer la existencia de un umbral de peso o masa
critica necesaria para la activacion puberal y el posterior mantenimiento de la
capacidad reproductora en la edad adulta [245-247]. En este sentido, también son
destacadas las situaciones en las que el problema no es la falta de depésitos
energéticos sino la incapacidad de utilizarlos; un ejemplo de este tipo de
desordenes metabolicos es la diabetes [248].

Asi mismo, se tiene constancia de que no so6lo situaciones de déficit en la
magnitud de depoésitos energéticos producen graves desérdenes en la funcién
reproductora, sino también estados metabolicos totalmente opuestos, como es el
caso de la obesidad morbida, tienen consecuencias adversas sobre el funciona-
miento del eje reproductor [249, 250].

La adecuacién de la funcién reproductora a las reservas energéticas
depende en gran medida de una serie de factores responsables de informar sobre
el estado energético y metabdlico del organismo a los centros neuronales que
gobiernan la funcién reproductora. Estos factores son tanto de origen central como
periférico y, a continuacion, pasaremos a hacer una serie de consideraciones sobre
los mismos. En todo caso, en lineas generales, aplica el principio que las sefiales de
suficiencia energética y, por tanto anorexigénicas, estimulan la funcién reproduc-
tora, mientras las de insuficiencia energética estimulan la ingesta de alimentos e

inhiben en funcionamiento del eje HHG.
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1.5.1 FACTORES PERIFERICOS EN LA REGULACION INTEGRADA DE LA
HOMEOSTASIS ENERGETICA Y LA REPRODUCCION

% La leptina es una hormona de naturaleza proteica sintetizada a partir de la
expresion del gen ob (del inglés obese gene), que fue identificado y clonado
en 1994 [251]. Este gen codifica para la proteina OB de 17 kDa. La sintesis
de la hormona se realiza principalmente en el tejido adiposo blanco, desde
donde es vertida a la circulaciéon sanguinea en proporciéon directa a la
cantidad de este tejido. La leptina ejerce un papel fundamental en el control
de la ingesta como sefal de suficiencia energética ejerciendo un efecto
anorexigénico. La ausencia de leptina (ratones mutantes ob/ob) o de su
receptor (ratones db/db; rata Zucker) produce un cuadro de obesidad
asociada a hiperfagia, asi como resistencia a la insulina e infertilidad [252].
Este cuadro se ve revertido, en los ratones ob/ob, tras la administracién de
la hormona [250]. Ademas, la leptina ha demostrado ser un factor
permisivo para la llegada de la pubertad y la fertilidad, ya que su falta o
deficiencia produce ausencia de pubertad e HH [253-255]. Los mecanismos
de accion de la leptina sobre la secrecién de GnRH han sido considerados
principalmente indirectos, debido a la ausencia de receptores para la
hormona (Ob-R) en las neuronas GnRH. Esta accion indirecta podria estar
mediada por neuronas productoras de NPY, ya que la leptina tiene la
capacidad de inhibir tanto la expresion del gen NPY como su secrecion
[256-259]. Dado que se ha observado expresiéon de Ob-R en neuronas
POMC/CART [260] y GALP [261], estas han sido consideradas mediadoras
de los efectos de la leptina en el control metabdlico de la funcion
reproductora. Adicionalmente, datos recientes han mostrado que el Ob-R se
localiza en neuronas Kiss1, por lo que este péptido podria mediar, al menos
en parte, el efecto permisivo de la leptina sobre la puesta en marcha y
mantenimiento de la funcién reproductora [262, 263] (Ver apartado 1.5.2.).

¢ La insulina es una hormona de naturaleza proteica sintetizada en las
células B-pancredticas cuyos niveles circulantes se incrementan con el
aumento de principios inmediatos en sangre, principalmente de glucosa,
que se produce tras la ingesta. Es una sefal de suficiencia energética que
interviene en el control de la ingesta ejerciendo un efecto anorexigénico e,
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igualmente, estd implicada en el control de la secrecién de GnRH/LH
participando en el control metabdlico de la funcién reproductora. Los datos
que avalan esta participaciéon se basan en la demostraciéon de que en el
hipotalamo de varias especies se ha identificado la presencia de receptores
de insulina y, en particular, en neuronas proximas a las neuronas GnRH en
la eminencia media y el ndcleo ARC [264]. Ademas, se ha demostrado la
presencia de receptores de insulina en neuronas GnRH cultivadas in vitro
[265]. Al igual que ocurre con la leptina, la falta del receptor de insulina en
modelos de ratones mutantes da lugar a un fallo reproductor asociado a
una disminucién de los niveles de GnRH [266]. Por otra parte, resulta
destacable que el conjunto de déficits reproductores que se asocian a la
patologia diabética, tales como retraso puberal, infertilidad, ausencia o
disminucién de la secrecién pulsatil de GnRH/LH, puedan ser revertidos o
mejorados mediante la administracién de insulina [267].

¢ La Ghrelina es un péptido de 28 aa que fue identificado en 1999 como el
ligando enddgeno del receptor de secretagogos de GH (GHS-R) [268]. Se
expresa principalmente en estémago aunque, en humanos y roedores, se
ha encontrado su expresion en el hipotalamo y otros tejidos como las
gonadas [269-272]. Sus niveles circulantes se correlacionan inversamente
con el indice de masa corporal, por lo que actiia como sefial de insuficiencia
energética. Ademas de su papel estimulador de la liberacién de GH, una de
las facetas fisiol6gicas mas importantes de la ghrelina es su capacidad de
estimular la ingesta de alimentos y adecuar la funcién reproductora al
grado de reservas energéticas del organismo [273, 274]. En este sentido y
de acuerdo a su papel como sefializadora de insuficiencia energética, se ha
descrito que la ghrelina tiene un efecto predominantemente inhibidor
sobre la secreciéon de gonadotropinas y su administracion croénica i.c.v.
produce un retraso de la llegada de la pubertad en la rata y una
disminucién de los niveles circulantes de LH [275]. En concordancia con
estos datos se ha demostrado que su administracion crdénica a ratas
gestantes reduce significativamente el nimero de crias/embarazo [276].

+* El polipéptido YY (PYY) es una hormona de naturaleza proteica que se

sintetiza, principalmente, en las células L del tracto gastrointestinal distal
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[277]. Se libera como PYY1-36, una molécula de 36 aa que contiene un
residuo de tirosina en cada uno de sus extremos. Sin embargo, alrededor
del 40% del PYY liberado pierde sus dos aminodacidos iniciales y se
convierte en PYY3-36, siendo esta la forma mayoritaria en sangre
circulante [278]. PYY3-36 ejerce sus acciones mediante su unién a los
receptores Y2 e Y5 que se encuentran en el hipotalamo, principalmente en
el nucleo ARC, el hipocampo, la hipdfisis, el intestino y el nervio vago. La
union de PYY a sus receptores le permite intervenir en el control de la
ingesta como sefial de suficiencia energética y en el control del eje HHG,
sobre el que ejerce un efecto, predominantemente, estimulador de la
liberaciéon de LH y FSH actuando a nivel hipotalamico y, directamente, a

nivel hipofisario [279].

1.5.2. FACTORES CENTRALES EN LA REGULACION INTEGRADA DE LA
HOMEOSTASIS ENERGETICA Y LA REPRODUCCION

El sistema Kiss1/Gpr54 se ha propuesto recientemente como mediador de
la subordinacién de la funcién reproductora al grado de reservas energéticas [280]
ya que en ratas y ratones puberales sometidos a ayuno, se ha comprobado que la
expresion hipotaldmica de Kiss1 se encuentra disminuida, lo que se asocia con una
disminucién de los niveles circulantes de LH [281, 282]. Ademas, puesto que las
neuronas GnRH no presentan receptores para leptina y si lo presentan el 40% de
las neuronas kisspeptidérgicas del nucleo ARC, se ha planteado el posible papel del
sistema Kiss1/Gpr54 como mediador del efecto estimulador de esta hormona
sobre la liberacion de GnRH. En este sentido, se ha descrito una disminucion de los
niveles de ARNm de Kiss1 en los ratones deficientes en leptina, que se recupera
tras el tratamiento con la hormona [262]. En el mismo sentido se ha demostrado
recientemente que las ratas hembras prepiberes sometidas a una subnutricién
cronica durante la lactancia muestran una disminucion de la expresién
hipotalamica del ARNm de Kiss1 asociada a hipoleptinemia y a una disminucién de
las neuronas Kp-ir en el ARC. En concordancia con estos datos, la sobre-
alimentaciéon postnatal induce un adelanto puberal asociado a hiperleptinemia y

aumento de la expresiéon del ARNm de Kiss1 en el hipotdlamo durante el periodo
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puberal, que se asocié a una tendencia al aumento del ndmero de fibras Kp-ir en el
AVPV [283].

En contra de la participacién del sistema Kiss1/Gpr54 como mediador de
los efectos de la leptina sobre el eje HHG, un estudio reciente indica que la
eliminacidn selectiva del receptor de leptina en las neuronas Kiss1, parece no tener
un efecto deletéreo sobre la pubertad o la fertilidad, lo que sugeriria una posible
accion indirecta de leptina sobre la regulacion de la expresion de Kiss1 [284].

Destacablemente, estudios moleculares y electrofisiolégicos han sugerido
recientemente que las neuronas Kiss1 podrian interactuar con sistemas clave en el
control del balance energético y la ingesta, tales como las neuronas POMC/CART y
NPY/AgRP [285, 286], que podrian contribuir a explicar no sélo los mecanismos
por los que el estado metabdlico de organismo modula el sistema Kiss1, sino
también los posibles efectos anorexigénicos sugeridos para las kisspeptinas [285,
287]. En este sentido, se ha propuesto que las Kisspeptinas podrian actuar
directamente sobre neuronas POMC [285], como mecanismo de regulacion de la
ingesta y el metabolismo. Sin embargo, el papel fisioldgico de dicha sefalizacién y
su implicacién en la mediacién de las acciones de hormonas clave en dicho control
metabodlico son por completo desconocidos. De hecho, parte de los estudios
incluidos en esta Tesis vienen a cubrir esta laguna en nuestro conocimiento.

El sistema RFRP/NPFF1R podria igualmente participar en el control
integral del metabolismo y la reproduccion. Ademas de su papel inhibidor del eje
HHG, datos farmacolégicos obtenidos en aves, ratones, ovejas y primates no
humanos indican que GnlH/RFRPs intervienen en el control de la ingesta,
ejerciendo un efecto orexigénico como sefializadores de insuficiencia energética
[216, 217, 237, 288, 289]. Dado que una parte importante de las sefiales que
controlan el metabolismo energético adecuan la actividad del eje reproductor al
grado de reservas energéticas y que existen proyecciones de las neuronas RFRP
hacia las neuronas NPY/AgRP y POMC/CART en el nucleo ARC [290], se ha
propuesto que el sistema RFRP/NPFF1R podria intervenir en el control metabdlico
de la reproduccién utilizando como mediadoras a estas neuronas. En este sentido,
datos recientes muestran un efecto inhibidor de GnIH sobre las neuronas POMC
[285]. En cualquier caso, las evidencias disponibles acerca del papel de este

sistema en el control de la ingesta son eminentemente indirectas, sin que exista un
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conocimiento real de la relevancia fisiolégica del mismo en la homeostasis
metabolica. Parte de los estudios experimentales incluidos en esta Tesis vienen a
abordar este aspecto concreto de la fisiologia del sistema RFRP/NPFF1R.
Finalmente, las orexinas (orexina A y B) pertenecen a una familia de
péptidos que se expresan principalmente en el LHA. Diversos estudios han
demostrado que la administracidon central de las orexinas estimula la ingesta de
alimentos; concretamente, la orexina A ha demostrado ser la forma mas efectiva
[291]. Sorprendentemente, dado que son sefiales de insuficiencia energética, los
datos parecen apuntar a un papel estimulador de estas sefiales sobre la actividad
del eje HHG. En este sentido se ha descrito que las concentraciones de orexinas
varfan a lo largo del ciclo estral, presentando valores maximos en la fase de
proestro [292]. Por otra parte, las orexinas son capaces de estimular la secrecién
de LH en ratas OVX tratadas con estrogenos y progesterona e inhibirla en ratas
OVX [293-295]. También resulta especialmente destacable que la administracién
central de orexinas permita recuperar el pico pre-ovulatorio de LH en ratas

sometidas a ayuno [296].
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2. Objetivos

En las sociedades desarrolladas existe un especial interés en la
manipulacién de la capacidad reproductora, ya sea para su supresion/inhibiciéon
temporal, bien para su restauracion en condiciones de infertilidad, o para el
tratamiento de diversas patologias relacionadas con la misma. Esto ha impulsado
un avance considerable en el conocimiento de nuevas sefiales implicadas en el
control fisiologico del eje reproductor.

La funcién reproductora se encuentra altamente regulada mediante
sistemas especificos que integran sefales tanto de origen central como periférico,
incluidos los factores gonadales, asi como las sefiales que informan del estado
metabdlico del organismo.

La reciente identificacion de la participacion del sistema RFRP/NPFF1R en
el control inhibitorio del eje gonadotrépico en vertebrados superiores ha
permitido iniciar estudios farmacolégicos y de expresion dirigidos a definir la
relevancia de este sistema. Sin embargo, estos datos muestran algunas
discrepancias importantes en cuanto a la magnitud, sitios de accién y relevancia
fisioldgica de los efectos bioldgicos de este sistema.

Por su parte, el sistema Kiss1/Gpr54 ha demostrado ser esencial en el
control del eje gonadotrépico y su caracterizacién ha sido posible al menos en
parte, gracias a la combinacion de estudios farmacolégicos y al empleo de modelos
genéticamente manipulados. Pero a pesar del avance sustancial del conocimiento
acerca de la fisiologia de este sistema y su papel clave en el control de la
reproduccion, las interacciones de éste con otros reguladores esenciales del eje

HHG permanecen en gran medida desconocidas.

En este contexto, el OBJETIVO GENERAL de esta Tesis fue el avanzar en la
caracterizaciéon del papel fisiolégico de los sistemas RFRP/NPFF1R y Kiss1/Gp54
enlaregulacion del eje reproductor, y su relacién con otros sistemas homeostaticos
relevantes, como los de control metabélico. Para la consecucion de este objetivo

general, se fijaron los siguientes OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Caracterizar la posible implicacion del sistema RFRP/NPFF1R en el control del

eje gonadotrépico y de sus posibles interacciones con otras sefiales centrales y
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periféricas, empleando como modelo una linea de ratén genéticamente modificado

deficiente en el receptor, NPFF1R (NPFF1R KO).

2. Evaluar la posible implicacién del sistema RFRP/NPFF1R en la mediacion de los
efectos reguladores de sefales periféricas de interés metabdlico, incluyendo la
leptina y la ghrelina, sobre los centros que gobiernan la funcién reproductora,

empleando para el modelo NPFF1R KO.

3. Caracterizar las acciones directas del sistema Kiss1/Gpr54 sobre las neuronas
GnRH, empleando para ello roedores Gpr54 KI con expresiéon exclusiva de Gpr54

en neuronas GnRH.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACION

En la realizacién de esta tesis se utilizaron ratones transgénicos que
portaban en su genoma deleciones en el locus de NPFF1R y ratones transgénicos
con expresion de Gpr54 exclusivamente en neuronas GnRH, cuya generacion se
explica en el apartado 3.1.1 de esta Tesis. Una vez generados, los ratones fueron
criados y estabulados en el Centro de Produccion y Experimentacion Animal de la
Universidad de Cérdoba (UCO). El dia del nacimiento fue considerado como dia 1
de vida. Todos los animales fueron mantenidos en condiciones estandar de luz (14
horas de luz/10 horas de oscuridad) y temperatura (222C) y alimentados con una
dieta estandar libre de soja, con una dieta control (LFD) o una dieta alta en grasa
(HFD), estas dos ultimas suministradas por Research Diets Inc. (New Brunswick,
NJ). La LFD (D12450B) contiene 3.85 Kcal/g, de las cuales, un 10% proceden de
grasas, un 20% de proteinas y un 70% de hidratos de carbono, mientras que la
HFD (D12451) contiene 4,71 Kcal/g, de las cuales, un 45% proceden de grasas, un
20% de proteinas y un 35% de hidratos de carbono. Los protocolos de
experimentacién realizados fueron aprobados por el Comité de Etica de la UCO y
fueron llevados a cabo de acuerdo conforme al Real Decreto 53/2013 de 1 de
febrero de 2013 sobre la proteccion de animales de experimentacion aparecido en
el BOE de 8 de febrero de 2013. Adicionalmente, conviene destacar que, en la
presente Tesis, se realizaron todos los esfuerzos necesarios para minimizar el

sufrimiento y reducir en nimero de animales empleados.

3.1.1 GENERACION DEL MODELO ANIMAL MUTANTE PARA NPFF1R: RATON
NPFF1R KO

Los ratones mutantes para NPFF1R fueron desarrollados por Lexicon
Pharmaceuticals (The Woodlands, TX, USA). Estos ratones fueron generados por
recombinaciéon homoéloga en células pluripotenciales, usando una estrategia que se
representa en la Fig.16, donde el ex6n 3 del gen NPFF1R fue sustituido por un
casete LacZ/ NEO, que interrumpe el marco de lectura abierto del gen. Por tanto,
los animales homocigotos carecen de sintesis del ARNm maduro y, por lo tanto, de

la proteina NPFF1R. Para la obtencién de los ratones NPFF1R+/+ utilizados en los
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experimentos descritos en esta Tesis, se procedié al cruce de ratones NPFF1R+*/+
entre si, y del mismo modo, dado que son fértiles, para la obtencién de ratones

NPFF1R-/- se cruzaron mutantes NPFF1R-/- entre si.

4 NPFF1IR WT
5 WT probe
;probe
—
266 pb NPFF1R KO
3 5' KO probe 4 T
— lacZ —pGK-Neo —_—
3 probe
 —
423 pb

Figura 16. Esquema representativo de la estrategia utilizada para la generaciéon de
ratones NPFF1R KO.

La identificacion de los animales NPFF1R*/* y NPFF1R/- se realiz6 mediante
el genotipado de los ratones generados (apartado 3.1.3.). En adelante, los ratones

NPFF1R*/* se denominaran WT y los ratones NPFF1R-/-como NPFF1R KO.

3.1.2 GENERACION DEL MODELO ANIMAL PARA EL ESTUDIO DE LAS
ACCIONES DE LAS KISSPEPTINAS MEDIADAS POR EN NEURONAS GnRH:
RATON Gpr54 KI

Los ratones Gpr54 KI, con expresion exclusiva de Gpr54 en células GnRH,
fueron desarrollados por los laboratorios de Giinther Schiitz y Allan E. Herbison
[297]. La estrategia seguida para la generacion de estos animales fue la re-
introduccién selectiva de Gpr54 en ratones mutantes globales para Gpr54-/-
(background Gpr54tm1SPR con delecion de 52 pb dentro del exén 2 de Gpr54) [178].
La re-introduccion de Gpr54 se llevo a cabo mediante el uso de un cromosoma
artificial bacteriano (BAC), como vector de clonacion (Fig.17a). La especificidad de

esta estrategia fue evaluada por la generacion de otra linea de ratones mutantes a
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los que se les insert6 un BAC que codifica para la proteina verde fluorescente

(GFP), de forma que esta solo se expresaba en células GnRH (Fig.17b).

Puesto que la insercién especifica del transgen de Gpr54 en los ratones
mutantes globales Gpr54-/- rescataba el fenotipo fértil de estos, la obtencion de los
animales Gpr54 */*Ty Gpr54 /T se llevo a cabo por el cruce de ratones Gpr54 /T,
Gpr54 +/*Ty Gpr54 */-T con ratones Gpr54 */+y Gpr54 */- sin transgen.

La identificaciéon de los animales Gpr54 /-, Gpr54 */*y Gpr54 */-, con o sin
transgen, se realizé6 mediante el genotipado de los ratones generados (apartado

3.1.3).

A GnRH BAC
133 kb 77 kb

Figura 17. Generacién de ratones Gpr54 KI. (A) Esquema del GnRH-BAc que alberga
Gpr54 o GFP. (B) Doble inmunofluorescencia donde se muestra la expresion de GFP
(verde) y GnRH (rojo) en el area preoéptica de los ratones GnRH-BAC-GFP. Se observa una
completa coincidencia entre las neuronas GnRH y la expresion de GFP. Tomado con

modificaciones de [178].

3.1.3 GENOTIPADO

3.1.3.1 EXTRACCION DE ADN GENOMICO

Se aisl6 el ADN gendémico de tejido procedente de la oreja de los ratones. El
material obtenido se sometié a un proceso de digestion, durante 2 horas a 552C, en

buffer de lisis (10 mM Tris HCl pH=8; 1 mM EDTA; SDS 1%; 0.4 M acetato sdédico y
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proteinasa K 8 mg/ml) (Promega, Madison, WI, USA) para la ruptura de las
membranas celulares y la degradacién de las proteinas. A continuacion, las
proteinas degradadas se desnaturalizaron y precipitaron con cloruro soédico
saturado, recogiéndose el sobrenadante. Una vez aislado, el ADN gendmico se
precipité con isopropanol y se lavd con etanol al 70%. Posteriormente, el ADN

gendmico se seco y se reconstituy6 con agua libre de nucleasas.

3.1.3.2 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Para la realizacién de las reacciones de PCR de genotipado se emplearon 4pl
de la dilucién final del ADN gendémico y se amplificaron las correspondientes
secuencias mediante el uso de primers especificos para los loci WT y NPFF1R KO,
disenados por la Unidad de Investigaciéon de la compafiia Organon a partir de las
secuencias conocidas procedentes de los vectores utilizados en las clonaciones. En
el caso de los mutantes con expresion especifica de Gpr54 en neuronas GnRH, se
utilizaron los primers T1003E, T1003TE y NeoT para el loci Gpr54+/* y Gpr54-/- vy,
los primers GnRH_F y GnRH_R para detectar la presencia del transgen inserto en
neuronas GnRH. Estos fueron disefiados en los grupos de los Drs. Schiitz y

Herbison, en los que se desarroll6 esta linea.
Para la reaccion se utiliz6 la siguiente mezcla:

e 10 pl de tampoén de PCR (75 mM Tris HCI, 2 mM MgCl2, 50 mM KCl, 20 mM
(NH4)2S504 (Promega).

¢4 plde 50 mM MgCI2 (Promega).

e 2 ulde 5 mM dNTPs (Promega).

e 1 pl de cada cebador especifico 10 mm.

e 2.5 unidades (0.25 pl) ADN polimerasa (Promega).
e 4ul ADN gen6mico.

e Agualibre de nucleasas.
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El volumen final de la reaccion fue de 50 pl. Los primers utilizados para el

genotipado fueron los siguientes

5'NPFF1IRWT 5’-GACAATGCCACATGCAAGATG-3’
3'NPFF1IRWT 5’-TGGTACCCAGGATGCAGACTG -3’
3'NPFF1R KO 5’-CGTTGGCTACCCGTGATATTG-3’
T1003E 5'GCCTAAGTTTCTCTGGTGGAGGATG3’
T1003TE 5'CGCGTACCTGCTGGATGTAGTTGAC 3’
NeoT 5'GGGTGGGATTAGATAAATGCCTGCTCT 3’
GnRH_F 5'GGTTTCAGGGAACCCAAATTA 3’
GnRH_R 5’ACCAATGAGTTTCCGACCAG3’

La reaccion de PCR se realiz6 en un termociclador iCycler iQ®5 (Bio-Rad,
Hercules,CA, USA) y consistiéo en un primer ciclo de desnaturalizacién a 95°C
durante 5 min seguido de un nimero variable de ciclos de amplificacién que
incluian, una desnaturalizaciéon a 95°C durante 30 segundos, un anillamiento a una
temperatura especifica de 57.5°C para NPFF1R, 63°C para Gpr54 y 57°C para el
transgen, durante 30 segundos, y una extensién a 72°C durante 1 min. A
continuacién se aplico un ciclo final de extensiéon a 72°C durante 10 min.

Los fragmentos generados por PCR fueron resueltos en geles de agarosa al
2% en TBE 1X (TBE 10X: 10% Tris-HCl, 5% 4acido bérico y 4% EDTA) y
visualizados con bromuro de etidio (1pg/ml). Los amplicones de PCR presentaban
un tamafo estimado de 266 pb parala banda WT y 423 pb para la banda NPFF1R
KO (Fig.18) y de 253 pb para la banda Gpr54+/*, 455 pb para la banda Gpr54-/-y
439 pb para el transgen (Fig.19).
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Figura 18. Imagen de un gel de agarosa en el que se muestran los fragmentos para

NPFF1R/-, NPFF1R+/* y NPFF1R+/- obtenidos mediante PCR (WT, wild-type; hz, hetero-
cigotos; KO, NPFF1R KO)

NeoT b ]
g — —— - . - 455 pb
T1003E TI003TE | " o - 53
+/- -/- +/+
hz Gpr54 Gpr54 **
i 439 pb
Gpr54_R T
GNRH_F 2 27= BAC
GnRH locus
> Gpr54 — % +
Tg

Figura 19. Imagen de geles de agarosa en los que se muestran los fragmentos para

Gpr54-/-, Gpr54+/+ y Gpr54+/- obtenidos mediante PCR (hz, heterocigotos) y el fragmento
obtenido para el transgen de Gpr54 (Tg).
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3.2 DROGAS

La Kp-10 (kisspeptinaiio-119-NH2) de raton/rata fue obtenida de Phoenix
Pharmaceuticals Ltd. (Belmont, CA, Estados Unidos). El GnRH (L7134), y el
agonista de receptores ionotrépicos del glutamato tipo NMDA, N-metil-D-
Aspartato (NMDA, M3262) fueron obtenidos de Sigma-Aldrich Co (St Louis, MO,
Estados Unidos). Los agonistas de los receptores de NKB, NK1R (GR 73632), NK2R
(GR 64349), NK3R (senktide), y el antagonista del receptor tipo GABAA (PHP 501
trifluoroacetate) fueron obtenidos de Tocris Bioscience (Bristol, Reino Unido). El
agonista del sistema RFRP/NPFF1R, el RFRP3sg, fue cedido por Merck Sharp &
Dome (MSD, Oss, Holanda). La hCG fue adquirida de Lepori-Farma (Barcelona). La
glucosa fue suministrada por Scharlau Chemie S.A. (Sentmenat, Espafa). La leptina
recombinante fue proporcionada por ProSpec-Tany TechnoGene Ltd (Rehovot,
Israel). La ghrelina (H-4862.0500) fue adquirida de Bachem (Bubendorf
Switzerland). El medio minimo esencial para las incubaciones (medio minimo
esencial de Eagle modificado por Dulbeco -DMEM-BE12-917F) fue adquirido a
Lonza (Verviers, Bélgica).

Todas las drogas fueron disueltas, inmediatamente antes de su uso, en
solucién salina (NaCl 0.9%), a excepcion del PHP 501 y el RFRP3.s que fueron
disueltos en DMSO al 0.1% y 5% respectivamente.

3.3 PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES GENERALES

3.3.1 CANULACION Y ADMINISTRACION INTRACEREBROVENTRICULAR (1.C.V.)
DE DROGAS

Losratones fueron canulados i.c.v. 48 horas antes del inicio de los diferentes
estudios con el objeto de permitir la administracién en el ventriculo lateral de los
distintos compuestos. Las canulas (INTRADEMIC Polyethilene Tubing, Becton
Dickinson, Sparks, MD, USA) fueron introducidas hasta una profundidad de 2 mm
por debajo de la superficie del craneo y el punto de insercién se situ6 1 mm
posterior y 1.2 mm lateral a Bregma [282]. Una vez canulados, los animales se
mantuvieron en jaulas individuales hasta la finalizacién de los experimentos. Las

dosis de los diferentes compuestos se administraron en un volumen final de 5 pl.
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3.3.2 INCUBACION ESTATICA DE TEJIDO HIPOFISARIO Y TESTICULAR

En determinados estudios experimentales de esta Tesis, se analizé la
respuesta hipofisaria y testicular a las acciones directas de diversos factores. Para
ello, se emplearon incubaciones estaticas de tejido hipofisario o testicular. Como
procedimiento general, una vez extraidos los tejidos, se depositaron en viales de
centelleo que contenian DMEM (Lonza) libre de rojo fenol, en un incubador
Dubnoff a temperatura (32°C los testiculos y 37°C las hipofisis) y agitacion (60
ciclos/min) constantes, bajo una atmosfera de 95% 02-5% CO2, segun referencias
previas [298]. Tras un periodo de 30/60 min (preincubacién), el medio fue
recogido y sustituido por medio s6lo o conteniendo las diferentes drogas. Para las
determinaciones hormonales se recogieron los medios a los 60 6 90 min de

incubacién (hipofisis y testiculos, respectivamente).

3.4 PROCEDIMIENTOS ANALITICOS GENERALES

3.4.1 RETROTRANSCRIPCION (RT) Y PCR SEMICUANTITATIVA A TIEMPO
FINAL

El ARN total de los diferentes tejidos se extrajo empleando el reactivo
TRIsure™ Reagent (Bioline, Londres, UK), de acuerdo a las condiciones establecidas
por el fabricante. Las reacciones de RT se llevaron a cabo a partir de 2 pg de ARN
total cuantificado en espectofotémetro DU®530 (Beckman). Previamente, las
muestras de ARN fueron tratadas con 2 unidades de DNasa (a 37°C durante 30

min, Promega) y a continuacion se detuvo la reaccidn (a 65°C durante 10 min).

Se realizé una mezcla de diferentes componentes para llevar a cabo la

reaccion de RT:

¢ 6 pul de tampon de RT (250nM Tris-HCl, pH 8.3, 250 mM KCI, 50 mM
MgCI2, 50 nM DTT, 2.5 mM; Promega).

e 2 ul de dNTPs 5 mM (Promega).
¢ 0.5 pl de hexdmeros random (Promega).
¢ 0.5 pl (20 unidades) de inhibidor de ARNsas (ARNsin), (Promega).

e 7.5 unidades de AMVRT (Promega).
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El volumen final de la mezcla fue de 30 pl, que posteriormente se incub6
durante 5 min a 25°C, seguido de 60 min a 42°C y se inactiv6 la enzima a 85°C
durante 5 min. Finalmente, el volumen de reaccién fue diluido en agua libre de
nucleasas hasta alcanzar un volumen total de 100 pl.

Para la realizacion de las reacciones de PCR se emplearon 10pul de la
dilucion final de RT y se amplificaron los correspondientes ADNc mediante el uso
de primers especificos (Tabla 2), obtenidos a partir de las secuencias de los
distintos genes estudiados publicadas en GeneBank y disefiados para saltar
secuencias intronicas. Como control interno se amplifico un fragmento de ARNm

de la proteina ribosomal L19, segtin las condiciones recogidas en la Tabla 2.

Tabla 2. Primers usados para la amplificacion por RT-PCR de los distintos genes
estudiados.

Sen:5’-TGGACAACCTTATCACCGGTTGGC-3’
PIFLEIRLIES | ISLREAE Anti:5’-TGCGCGCGTACATCACCACG-3’ 411pb 63°C
Sen:5’-GATCAGTGGGCTGGTGCAAGGG-3’
Anti:5’-CTGCTTGCCTGTGCAGTGTGC-3’
Sen:5-CGGAAACTCATTGGTCA-3’
GPRS4 LRSS Anti:5-TGTGGCTTGCACCGAGA-3’ 214 pb 52,4%C
Sen:5-GAAATCGCCAATGCCAACTC-3"
Anti:5"-ACCTTCAGGTACAGGCTGTG-3’

NPFF2R | NM_133192.3 133 pb 63 °C

RP-L19 NM_009078 290 pb 552C

El volumen final de la reaccién de PCR fue de 50 pl. Las temperaturas y los
tiempos utilizados para la amplificacién fueron optimizados para cada una de las
sefiales estudiadas; ver Tabla 2 [272, 299]. Se us6 la misma cantidad de ADNc
molde en cada reacciéon de RT. La especificidad de los productos de PCR fue
confirmada mediante secuenciacién directa en la Unidad de Acidos Nucleicos del
Servicio Centralizado de Apoyo a la Investigacion (SCAI) de la Universidad de

Cérdoba.
3.4.2 HIBRIDACION IN SITU

Para el analisis de la expresion génica y la distribucién neuroanatémica de
Kiss1 en nucleo ARC y AVPV de los tejidos hipotalamicos obtenidos de los

diferentes grupos experimentales, se utiliz6 la técnica de hibridacion in situ (ISH).
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Para ello se cortaron 5 series de secciones hipotalamicas (20 um) en un criostato y
fueron guardadas a -80°C hasta su analisis.

En el desarrollo de esta técnica se empleé una ribosonda antisentido
especifica para el ARNm de Kiss1 de ratdn con secuencia 5’-TGG TGA ACC CTG AAC
CCAC A-3’, localizada entre los nucleétidos 352-371 (Genbank NM 181692.1). El
marcaje de esta ribosonda se realizd con UTP-P33 al ser transcrita por la
polimerasa del fago T7 (Promega) a partir de la secuencia del ADNc de Kiss1 y se
purificé utilizando micro-columnas Ilustra™ ProbeQuant™ G-50 (GE Healthcare,
UK).

Para procesar las secciones hipotalamicas y facilitar la uniéon de la
ribosonda, estas fueron fijadas en paraformaldehido al 4% durante 15 min,
estabilizadas con tampoén fosfato 0.1 M (pH 7.4) a temperatura ambiente durante
20 min y pre-tratadas con trietanolamina y acido acético anhidro para disminuir
las uniones inespecificas. A continuacién, se realizé una deshidrataciéon de los
tejidos en series crecientes de etanol y, finalmente, se dejaron secar a temperatura
ambiente durante 1 hora.

La hibridacion de la ribosonda de Kiss1 en el tejido hipotalamico se realiz6
durante 16 horas a 55°C. La solucidén de hibridacién contenia 4x SCC (citrato salino
estandar), 50% de formamida desionizada, 1x solucién Denhardt’s y 50% de
dextran sulfato. A esta solucidn de hibridacion se afiade la ribosonda desnatura-
lizada a una concentracion de 0.03 pmol/ml junto con ARN; (10mg/ml).

Después de la hibridacion, se lavaron las secciones mediante agitacion en 4x
SCC durante 30 min, se incubaron a 37°C en una solucién de 10 mg/ml de ARNsa A
(Roche Biochemical) durante 1 hora, se volvieron a lavar en 0.1x SCC en agitacion
durante 1 hora a 65°C y, finalmente, se realizo6 una deshidratacién en series
crecientes de etanol. Tras 1 hora de secado a temperatura ambiente, los cortes
fueron sumergidos en emulsion Kodak Autoradiography type NTB (Eastman
Kodak), secados y conservados a 4°C durante una semana protegidos de la luz.
Tras este periodo de tiempo, los cortes fueron revelados siguiendo las
instrucciones del proveedor (3 min en Kodak Dektol Developer; 10 seg en agua
destilada; 5 min en Kodak Fixer; 5 min en agua destilada). Para el montaje de las
secciones, se deshidrataron previamente y se aclararon con citrasol (Sigma). Se

utilizé Permaslip (Sigma) como medio de montaje.
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Para el estudio cuantitativo, las principales secciones hipotaldmicas con
expresion del ARNm de KissI fueron analizadas utilizando un microscopio de
campo oscuro acoplado a una camara de video. Los resultados fueron expresados
como el numero de células (agrupaciones de granos de plata) y nimeros de

granos/célula presentes en los distintos nucleos o areas hipotalamicas estudiadas.
3.4.3 ANALISIS HISTOLOGICOS

Los andlisis histolégicos de los testiculos y ovarios de los ratones se

prepararon segun el siguiente protocolo:

e Fijacion de las muestras durante 24 horas en Bouin (solucién acuosa
saturada de 4cido picrico, formol y acido acético glacial).

¢ Deshidratacion mediante una serie gradual de alcoholes, iniciada con
alcohol al 50 %, luego con una solucién al 70%, otra al 90% vy,
finalmente, una al 100 %.

¢ Traspaso a xilol (una solucion de una sustancia que es miscible tanto
con el alcohol como con el medio de inclusién a utilizar).

e Inclusion en parafina para formar un bloque que permita realizar
cortes.

¢ Corte mediante micrétomo para obtener ldminas de 4-6 pm.

¢ Eliminacion de la parafina con xilol.

¢ Rehidratacion de la muestra mediante una serie decreciente de
alcoholes, hasta llegar a una solucién 100% de agua.

¢ Tincion con hematoxilina-eosina.

e Visualizacion en un microscopio Nikon Eclipse 400.
3.4.4 RADIOINMUNOENSAYO (RIA)

Los niveles hormonales de LH y FSH circulantes se determinaron en un
volumen de 10-50 pL usando un método de doble anticuerpo y kits de radio-
inmunoensayo proporcionados por el National Institutes of Health, NIH (Dr.
Parlow, National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases National
Hormone and Peptide Program, Bethesda, MD, USA). Las hormonas suministradas

por el NIH (LH-1-10, FSH-I-9) fueron marcadas con [12> mediante el método de
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lodo-gen® (Pierce Chemical Col, Rockford, IL) y las concentraciones de
gonadotropinas fueron expresadas usando como referencia una preparacion de
LH-RP-3 y FSH-RP-2. La sensibilidad del ensayo fue de 75 pg/mLy 0.4 ng/mL para
LH y FSH, respectivamente. Los coeficientes de variacidn intra e inter-ensayo de
ambas hormonas, fueron menores del 8 y 10%, respectivamente. La fiabilidad de
las determinaciones fue confirmada mediante la medida de muestras de suero de
rata con concentraciones conocidas de las hormonas de interés.

Los niveles de T en suero fueron analizados usando un kit comercial
suministrado por MP Biomedicals (Costa Mesa, CA, USA), procediendo segun las
instrucciones del fabricante. La sensibilidad del ensayo fue de 0.1 ng/mL y los
coeficientes de variacion intra e inter-ensayo fueron menores del 5 y el 8%,
respectivamente.

Los niveles séricos de insulina se determinaron usando un kit comercial
proporcionado por Linco Research (St. Charles, MO, USA), procediendo segtn las
indicaciones del fabricante. La sensibilidad de los ensayos fue de 0.1 ng/mL. Los
coeficientes de variacién intra e inter-ensayo fueron menores del 5 y 10%,

respectivamente.
3.4.5 MEDIDA DE GLUCOSA EN PLASMA

La glucemia basal y tras sobrecarga de glucosa fue analizada mediante un
glucometro ACCU-CHEK® (Aviva, Roche Diagnostics). Los valores se expresan en

mg/dL.
3.5 DISENOS EXPERIMENTALES

3.5.1 ESTUDIO DE LA IMPLICACION DEL SISTEMA RFRP/NPFF1R EN EL
CONTROL DE LA LIBERACION DE GONADOTROPINAS Y DE SUS POSIBLES
INTERACCIONES CON OTRAS SENALES CENTRALES Y PERIFERICAS

3.5.1.1 CARACTERIZACION Y VALIDACION DEL MODELO NPFF1R KO

Con el objetivo de analizar el posible papel del sistema RFRP/NPFF1R en el
control del eje HHG y su implicacion en la regulacion de la liberaciéon de

gonadotropinas, en un primer grupo de experimentos realizamos la
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caracterizacién y validacion del modelo de ratén NPFF1R KO generado en nuestro

laboratorio.

3.5.1.1.1 Validacion funcional del modelo mutante NFFF1R KO

Como se apunt6 en otras secciones de esta Memoria, estudios farmacolé-
gicos previos demostraron un efecto inhibidor, tanto a nivel central como
periférico, del sistema RFRP/NPFF1R sobre la liberacion de gonadotropinas [239].
Por ello, con el objeto de validar la ausencia funcional del NPFF1R en nuestro
modelo, en el experimento 1, ratonas hembra adultas WT y NPFF1R KO, sometidas
a OVX 4 semanas antes, recibieron i.c.v. una dosis de RFRP3.s (5 nmol/ratén en 5
ul) o vehiculo [239]. Se procedié a la toma de sangre por puncién yugular, 15 min

después de la administracién de las drogas.

g Adultas 3-4 meses Veh (5pul)
- NPFF1R KO RFRP, _(5nmol/5pl)
-WT

'S
A

. »
| |
0’ 15

Figura 20. Representacion esquematica del disefio implementado en el experimento 1.

De otra parte, en el experimento 2 se analizé la capacidad del RFRP3.g de
modular la liberacién de LH de forma directa en ambos genotipos. Asi, hipofisis
procedentes de ratones macho adultos NPFF1R KO y WT fueron pre-incubadas
durante 30 min con DMEM. Una vez transcurrido este tiempo, el medio fue
recogido y sustituido por 1 mL de DMEM. Tras 1h de incubacién el medio fue
recogido y las hipéfisis incubadas durante 60 min con GnRH (10-8M). Finalmente,

tras recoger el medio, las hipofisis se incubaron durante 1h con RFRP3.g (10-8M).
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Figura 21. Representacién esquematica del disefio realizado en el experimento 2.

3.5.1.1.2 Caracterizacion fenotipica de la funcién reproductora en los
ratones NPFF1R KO

En el experimento 3 procedimos al estudio, en ratones macho y hembra
NPFF1R KO y WT, de diferentes parametros indicadores del estado de la funcién
reproductora. Se analizaron marcadores externos de llegada a pubertad, como la
apertura vaginal (AV) en el caso de las hembras y la separacion balano prepucial
(SBP) en el caso de los machos. También se realiz6 el estudio histologico de las
gbénadas en ratones pre-puberes de ambos sexos y se procedié a la medida de los
niveles circulantes de gonadotropinas, LH y FSH, a estas edades.

En el estudio morfométrico de los ovarios, la maduracién ovdarica se
determin6é mediante la identificacion de la etapa mas avanzada del desarrollo
folicular. Para ello, los foliculos fueron clasificados en las siguientes fases: SF (<250
um), F1 (250-300 um), F2 (301-350 pm), F3 (351-400 um) y F4 (>400 pm) y se
evalué semi-cuantitativamente, considerando la etapa mas avanzada del desarrollo
folicular (en ratonas que no han ovulado) o la edad del cuerpo liteo (en ratonas
que han pasado por una primera ovulacion). En los ratones macho, se consideré la
etapa mas avanzada de desarrollo espermatide (Fase VIII).

Adicionalmente, en hembras se monitorizd la ciclicidad estral mediante
citologia vaginal durante 30 dias, la magnitud del pico pre-ovulario, mediante una
muestra de sangre en la tarde del protestro (18:00 h; punto en el que esta
establecido que se produce el pico de LH en ratonas [300]), la fertilidad tras su
cruce con ratones de su mismo background genético, la duracién del embarazo, el

numero y peso de las crias al nacimiento y su supervivencia.
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[gualmente, evaluamos mediante ISH en ratones macho adultos, WT y
NPFF1R KO, las posibles alteraciones sobre la expresion hipotaldmica de Kiss1 en

el ARCy el AVPV inducidas por la ausencia de sefalizacion por RFRP.

3.5.1.1.3 Caracterizacion fenotipica de la funcion reproductora de los
ratones doble mutantes NPFF1R/Gpr54 KO

A fin de valorar la interaccion entre los sistemas Kiss1l/Gpr54 vy
RFRP/NPFF1R, se generaron ratones dobles mutantes Gpr54/NPFF1R KO. Para
ello, se procedié en primer lugar a la generaciéon de los parentales Gpr54+/-;
NPFF1R*/- y Gpr54+/-; NPFF1R"/-, que posteriormente fueron cruzados, segln la

siguiente estrategia:

Gpr54 "/ NPFF1R"”

+/+ +/+

Gpr54 " "NPFF1R”* x Gpr54 /*NPFF1IR" T

+/+

Gpr54 /* NPFF1R"
Gpr54 /' NPFFIR”  Gpr54 */* NPFF1R"

+/- +/- +/- +/- o
Gpr54 * NPFF1R"' x Gpr54 ' NPFF1R Gpr54 */"NPFF1R" Gpr54 /- NPFF1R*"*

Gpr54 " NPFFIR" s

Gpr54 / NPFF1R”

Gpr54 * NPFFIR” x Gpr54 " NPFFIR” | Gpr54 */ NPFF1R”

+/+

Gpr54*/*NPFF1R”

Una vez obtenidas hembras mutantes para Gpr54 y NPFFIR, en el
experimento 4, se llevo a cabo un analisis fenotipico en estos animales que incluyé
el estudio del dia de llegada de la pubertad (AV) y el analisis en la edad adulta del

peso de ovarios y utero y de los niveles circulantes de LH y FSH.

3.5.1.2 ESTUDIO EN MUTANTES NPFF1R KO DE LAS INTERACCIONES ENTRE EL
RFRP Y SENALES DE ORIGEN PERIFERICO EN EL CONTROL DE LA LIBERACION
DE GONADOTROPINAS

3.5.1.2.1 Analisis de la participacion del RFRP como mediador del feedback
negativo de los esteroides gonadales en la regulacion de la liberacion de
gonadotropinas
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Para analizar la participaciéon del sistema RFRP/NPFF1R en la regulacién
por retroalimentacién negativa que ejercen los esteroides gonadales sobre la
liberaciéon de LH y FSH, en el experimento 5 ratones macho y hembra adultos
NPFF1R KO y WT fueron gonadectomizados (GNX). Se realizaron tomas de sangre
por puncion yugular, antes y 2, 7, 21, 30 (s6lo en hembras) y 40 dias después de la
GNX para el posterior analisis de los niveles circulantes de gonadotropinas. Como

controles se utilizaron ratones WT sometidos al mismo protocolo experimental.

ADULTOS
- NPFFR1 KO

R
%

l ‘ ‘ | | |
0 2d id 21d 30d 40d
GNX

Figura 22. Representacion esquematica del disefio aplicado en el experimento 5.

3.5.1.3 ESTUDIO EN MUTANTES NPFF1R KO DE LAS INTERACCIONES ENTRE EL
RFRP Y SENALES DE ORIGEN CENTRAL EN EL CONTROL DE LA LIBERACION DE
GONADOTROPINAS

3.5.1.3.1 Analisis de las interacciones entre RFRP y GnRH en el control de la
liberacion de gonadotropinas

Para analizar las posibles interacciones entre RFRP y GnRH en el control de
la liberacién de gonadotropinas, en el experimento 6, se procedi6 a la
administraciéon i.p. de GnRH (0.25 pg/ratéon en 100 pl) o vehiculo, en ratones
macho NPFF1R KO y WT. Se procedio a la recogida de sangre por puncion yugular,

30 min después de la inyeccidn.
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ADULTOS Veh (100 ul)
- NPFF1R KO GnRH (0,25 pg/100 pl)
-WT

Figura 23. Representacion esquematica del disefio implementado en el experimento 6.

3.5.1.3.2 Analisis de las interacciones entre el RFRP y las Kisspeptinas en el
control de la liberacién de gonadotropinas

Para analizar las posibles interacciones entre RFRP y las kisspeptinas en el
control de la liberaciéon de gonadotropinas, en el experimento 7, se procedi6 a la
administraciéon i.c.v. de Kp-10 (50 pmol/ratén en 5 pl) o vehiculo, en ratones
macho adultos NPFF1R KO y WT. Se procedi6 a la recogida de una muestra de

sangre por puncién yugular, 15 min después de la inyeccion.

ADULTOS Veh (5 ul)
- NPFF1R KO Kn-10 (50 bmol/5
-WT

Figura 24. Representacidn esquematica del disefio aplicado en el experimento 7.
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3.5.1.3.3 Analisis de las interacciones entre el RFRP y la NKB en el control de
la liberacion de gonadotropinas

En el experimento 8 se estudiaron los efectos de la activacion del NK3R
sobre la liberacién de gonadotropinas en ausencia de sefializacion por RFRP. Para
ello, ratones macho adultos NPFF1R KO y WT fueron inyectados i.c.v. con el
agonista de NKB, Senktide (600 pmol/ratén en 5ul), o vehiculo. Se procedié a la
recogida de una muestra de sangre por puncién yugular, 15 min después de la

inyeccidn.

ADULTOS Veh (5 i)
- NPFF1R KO Senktide (600 pmol/5
-WT

-

|

| |
0 15

Figura 25. Representacidn esquematica del disefio desarrollado en el experimento 8.

3.5.2 ESTUDIO DE LA IMPLICACION DEL RFRP EN LA REGULACION
INTEGRADA DE LA HOMEOSTASIS METABOLICA Y LA REPRODUCCION

Como hemos visto anteriormente, el RFRP tiene un efecto estimulador sobre
la ingesta [216, 217, 288], jugando un posible papel como mediador entre el
control de la reproduccidon y la homeostasis metabdlica [289]. Por ello, en el
siguiente bloque de experimentos nos marcamos como objetivo evaluar la posible
participacion del sistema RFRP/NPFF1R en la mediacion de sefiales procedentes
del metabolismo periférico sobre los centros que gobiernan la funcién

reproductora durante la edad adulta.
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3.5.2.1 REPERCUSION DE ESTRES METABOLICO SOBRE LA LIBERACION DE
GONADOTROPINAS Y EL PESO CORPORAL

Para determinar las repercusiones del estrés metabdlico sobre la funcién
reproductora, se analiz6 la respuesta de LH y del peso corporal al ayuno de corta

duracién y a la alimentacion con una HFD.

3.5.2.1.1 Analisis de la implicacion del RFRP en el control de la liberacién de
gonadotropinas y peso corporal en respuesta al ayuno

En el experimento 9 se emplearon ratones macho adultos NPFF1R KO y
WT, los cuales fueron sometidos a un periodo de ayuno de 12 y 24 horas. Antes y
después del periodo de ayuno se analizaron los niveles circulantes de LH y el peso

corporal en estos animales.

3.5.2.1.2 Analisis de la implicacion del RFRP en el control de la liberacion de
gonadotropinas y peso corporal en respuesta a una HFD

En este estudio nos propusimos analizar el posible papel del RFRP en el
control del peso corporal y la liberacién de gonadotropinas en animales con
obesidad inducida por dieta. Para ello, en el experimento 10, ratones macho
adultos NPFF1R KO y WT fueron alimentados ad libitum durante un periodo de 9
semanas con a una LFD o una HFD. Al final del periodo de estudio se registrd el
peso corporal y se tomd una muestra de sangre por puncién yugular para el

andlisis de los niveles circulantes de LH.

ADULTOS
- NPFF1R KO
-WT

9 semanas

Figura 26. Representacidn esquematica del disefio seguido en el experimento 10.
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3.5.2.1.3 Analisis de la posible implicacion del RFRP en los cambios de peso
corporal en respuesta a OVX

En este estudio nos propusimos analizar el posible papel del RFRP en el
efecto sinérgico que se produce entre los estimulos nutricionales y el déficit de
estrégenos. Para ello, en el experimento 11, ratonas hembra adultas NPFF1R KO y
WT fueron alimentados ad libitum durante un periodo de 12 semanas con a una
LFD o una HFD. Trascurridas las 12 semanas, las ratonas fueron OVX o sometidas a
una simulacion del proceso de OVX (Sham-OVX) continuando la alimentacién con
una LFD o HFD durante un periodo de 6 y 16 semanas. El peso corporal fue
monitorizado semanalmente durante todo el experimento. Ratonas WT sometidos

al mismo procedimiento experimental sirvieron como controles.

ADULTAS

- NPFF1R KO

-WT

A ovX
LD Sham-OVX

‘4 HFD
[ ]
| |

12 18 /28
Semanas Semanas

Figura 27. Representacién esquematica del disefio aplicado en el experimento 11.

3.5.2.2 ANALISIS DE LA POSIBLE IMPLICACION DEL RFRP EN LOS EFECTOS DE
LEPTINA Y GHRELINA SOBRE LA INGESTA

Con la finalidad de estudiar la posible mediacion del sistema RFRP/NPFF1R
en el control que la leptina y la ghrelina ejercen sobre la ingesta de alimentos, en el
experimento 12 procedimos a la administracion i.c.v. leptina (2pg/raton), ghrelina
(5pg/ratén) o vehiculo en ratones macho adultos NPFF1R KO y WT previamente
alimentados ad libitum durante un periodo de 9 semanas con a una LFD o una
HFD. La ingesta fue monitorizada 1, 3, 6, 10 y 24 horas después de la

administracion de las drogas.
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Leptina (2 ug/5 i)

ADULTOS Ghrelina (5 pg/5 ul)

- NPFF1R KO
-WT

B |
2EA
o 1l Oh 1h  3h 6h  10h 24h

dieta LFD/HFD

Figura 28. Representacion esquematica del disefio aplicado en el experimento 12.

3.5.2.3 TEST DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA (GTT) Y ANALISIS DE LOS NIVELES
DE INSULINA EN EL MUTANTE NPFF1R KO

En el experimento 13 se evalud la tolerancia a la sobrecarga de glucosa, en
ratones macho adultos NPFF1R KO y WT previamente alimentados ad libitum
durante un periodo de 9 semanas con a una LFD o una HFD. El dia anterior al
experimento, los animales se sometieron a ayuno durante toda la noche. A la
mafiana siguiente, se procedio a la extraccién de sangre por puncioén yugular para
la medida de la glucemia e insulinemia basal. Tras una hora de descanso, se les
administré una inyeccion i.p. de glucosa (1g de glucosa/Kg de peso corporal) y se
extrajeron muestras de sangre por puncion yugular a los 20, 60 y 120 min y para la
determinacion de los niveles de glucosa circulante.

6\ ADULTOS

- NPFF1R KO
-WT

| |
B o 20 60’

7
jz Glucosa (1 g/kilo)

Figura 29. Representacion esquematica del disefio implementado en el experimento 13.
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3.5.3 ESTUDIO IN VIVO EN RATONES Gpr54 KI DE LAS ACCIONES DIRECTAS
DE LAS KISSPEPTINAS SOBRE NEURONAS GnRH

Con el objetivo de analizar la importancia de la sefializacion kisspepti-
dérgica sobre neuronas GnRH en la mediacién del efecto que diferentes sefiales
ejercen en el control de la liberacién de gonadotropinas, se realizaron toda una
serie de disefios experimentales utilizando como modelo animal a ratones Gpr54-

KL

3.5.3.1 CARACTERIZACION FENOTIPICA Y HORMONAL DE LA FUNCION REPRO-
DUCTORA EN RATONES Gpr54 KI

En el experimento 14 se llevé a cabo el estudio fenotipico de ratones
Gpr54+/+T, Gpr54-/-Ty Gpr54-/- que incluy6 el analisis del peso corporal, del peso de
gbénadas y epididimo y el andlisis de los niveles circulantes de LH y FSH. También
se llevaron a cabo estudios histolégicos gonadales en ratones adultos de ambos
sexos. En el estudio morfométrico de los testiculos se determiné la proporcién de
tubulos seminiferos que presentaban células en apoptosis, asi como el nimero de
células apoptoéticas por seccidn tubular en 50 secciones tubulares por animal. En el
estadio XI del ciclo del epitelio seminifero se conté el nimero de espermatocitos |
en zigotene y en diacinesis y de espermatides en fase 11 de la espermiogénesis por
seccion tubular en 25 secciones tubulares por animal. Este estadio se seleccion6 ya
que es facilmente reconocible y los tipos celulares presentes son relativamente
faciles de contar. Los cambios en el nimero de cada uno de estos tipos celulares
reflejan la muerte celular acumulativa que ha ocurrido en los estadios previos. En
el estudio morfométrico de los ovarios se realizaron secciones seriadas de 7 um. El
numero de ovulaciones durante el ultimo ciclo se valor6é contando el nimero de
cuerpos luteos del ciclo actual en cada ovario. Los cuerpos luteos en regresion del
ciclo previo son facilmente distinguibles debido a su menor tamafio y a la
vacuolizacion de las células. Ademas, en las hembras Gpr54 Ki, la ciclicidad estral

fue monitorizada mediante citologia vaginal durante 30 dias.
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3.5.3.2 ESTUDIO EN MUTANTES Gpr54/-T DEL PAPEL DIRECTO DE LAS
KISSPEPTINAS EN LA FUNCION GONADAL

3.5.3.2.1 Valoracion funcional del testiculo en las ratones Gpr54 KI

En el experimento 15 se incubaron testiculos de ratones macho adultos
Gpr54-/-, tratados previamente i.p. durante 5 dias con hCG (5 Ul/ratén/dia), asi
como hemi-testiculos de ratones Gpr54~/-T y Gpr54+/*T tratados previamente i.p.
con solucion salina. A las 48 horas tras la ultima inyeccidn, se extrajeron los
testiculos y se procedié a su incubacion (ver apartado 1.3.2). Tras 1 hora de pre-
incubaciéon con 1 ml de DMEM, este se recambi6 por 500 pl de DMEM vy se

analiz6 la liberacidn de testosterona al medio a los 90 min.

1h Preincubacion 90min Incubacion

DMEM DMEM

Figura 30. Representacién esquematica del disefio aplicado en el experimento 15.
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3.5.3.3 ESTUDIO EN MUTANTES Gpr54-/-T DEL EFECTO GONADOTROPICO DE LA
ADMINISTRACION DE GnRH Y KP-10

3.5.3.3.1 Analisis en mutantes Gpr54/-T del efecto de la administraciéon de
GnRH

Para analizar las posibles interacciones entre kisspeptinas y GnRH en el
control de la liberacién de gonadotropinas, en el experimento 16, se procedio a la
administraciéon i.p. de GnRH (0.25 pg/ratén en 100 pl) o vehiculo a ratones macho
Gpr54-/-T, Gpr54+/+T y Gpr54-/-. Se procedi6 a la toma de una muestra de sangre por

puncion yugular, 30 min después de la inyeccidn.

ADULTOS Veh (100 pl)
6\ - aprsa’ GNRH (0,25 pg/100 pl)
+/+T
- Gpr54

./.
-  Gpr54

Figura 31. Representacion esquematica del disefio aplicado en el experimento 16.

3.5.3.3.2 Analisis en mutantes Gpr54/-T del efecto de la administracion de
Kp-10

Previamente a la realizacion de este analisis, los ratones Gpr54-/- fueron
sometidos a un protocolo de primado con GnRH con el fin de normalizar la
capacidad de respuesta hipofisaria a los diversos estimulos. El protocolo de
primado consistié en cinco bolos consecutivos i.p. de GnRH (0.15 pg/raton). El
primer dia se inyectd a las 10:00, 17:00 y 23:50 horas y el segundo dia a las 8:00 y
a las 16:00 horas. A las 10:00 h. de la mafiana del dia siguiente (tercer dia) se
realizaron los estudios endocrinos correspondientes.

Para analizar la accién especifica de las kisspeptinas sobre las neuronas
GnRH, en el control de la liberacién de gonadotropinas, en el experimento 17, se

procedié a la administracién i.c.v. de Kp-10 (50 pmol/ratén en 5 pl) o vehiculo, en
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ratones macho adultos Gpr54~/-T, Gpr54+/*T y Gpr54-/-. Se tomd una muestra de

sangre por puncién yugular, 15 min después de la inyeccion.

ADULTOS Veh (5 pl)

~ Gprsa’ Kp-10 (50 pmol/5 pl)
- aprsa’”

- Gpr54+

Figura 32. Representacién esquematica del disefio aplicado en el experimento 17.

3.5.3.4 ESTUDIO EN MUTANTES Gpr54-/-T DE LA DE LAS INTERACCIONES
ENTRE LAS KISSPEPTINAS Y SENALES DE ORIGEN PERIFERICO Y CENTRAL

3.5.3.4.1 Analisis en mutantes Gpr54/-T de la participacion de Kisspeptinas
como mediadoras del feedback negativo de los esteroides gonadales

En el experimento 18 ratones macho y hembra adultos Gpr54-/-T, Gpr54+/+T
y Gpr54-/- fueron GNX, segtn lo descrito en epigrafes previos. Se realizaron tomas
de sangre por puncion yugular, antes y 2, 7 y 21 dias después de la GNX para el

posterior analisis de gonadotropinas.

g ADULTOS
-/-T
- Gpr54 o &
+/+T
Zg\ -  Gpr54 ! J:'
-/- ¢ g
- Gpr54

0 2d 7d 21d
GNX

Figura 33. Representacidn esquematica del disefio aplicado en el experimento 18.
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3.5.3.4.2 Anadlisis en mutantes Gpr54 /T de las interacciones entre las
Kisspeptinas y el glutamato

En el experimento 19 analizamos los efectos de la activaciéon glutama-
térgica, a través de receptores tipo NMDA, sobre la liberacién de gonadotropinas,
en ratones macho adultos Gpr54-/-T, Gpr54+/*T y Gpr54-/-, estos ultimos sometidos
a un protocolo de primado con GnRH descrito previamente. Para ello, los ratones
fueron inyectados i.c.v. con NMDA (1nmol/ratén), o vehiculo. Se tomaron muestras

de sangre por puncion yugular, 15 min después de la administracion de las drogas.

ADULTOS Veh (5 pl)
3 - Gprsa’ NMDA (1 nmol/5 pl)
+/+
- Gpr54 !

./.
-  Gpr54

Figura 34. Representacion esquematica del disefio aplicado en el experimento 19.

3.5.3.4.3 Analisis en mutantes Gpr54/T de interacciones entre las
kisspeptinas y el GABA

En el experimento 20 analizamos los efectos de la inactivacion de los
receptores GABAx sobre la liberacidon de gonadotropinas en ratones macho adultos
Gpr54-/-T, Gpr54+/+T y Gpr54-/-, estos ultimos sometidos a un protocolo de primado
con GnRH descrito previamente. Los animales fueron inyectados i.c.v. con PHPso1
(0,5nmol/ratén), o vehiculo. Se tom6 una muestra de sangre por puncion yugular,

15 min después de la administracion de las droga.
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Veh (5 ul)
ADULTOS o PHP_ (0,5 nmol/5 pl)
-  Gpr54
+/+T
-  Gpr54
./.
-  Gpr54
oy "h
I
15°

Figura 35. Representacién esquematica del disefio implementado en el experimento 20.

3.5.3.4.4 Analisis en mutantes Gpr54/T de las interacciones entre las
kisspeptinas y las taquiquininas

Dada la co-expresion de kisspeptinas y neuroquinina B (NKB) en las
neuronas KNDy del niicleo ARC, fueron analizadas las posibles interacciones entre
estos dos péptidos.

Para ello, en el experimento 21 se estudiaron los efectos de la activacion
selectiva de los receptores tipo 1, 2 y 3 de taquiquininas (NK1R, NK2R y NK3R) en
ratones macho adultos Gpr54/-T, Gpr54+/*T y Gpr54-/-, estos ultimos sometidos a
un protocolo de primado con GnRH descrito previamente. Los animales fueron
inyectados i.c.v. con el agonista NK1R, GR_73632 (600pmol/ratéon), el agonista
NK2R, GR_64349 (600pmol/ratdn), el agonista NK3R, Senktide (600pmol/ratén), o
vehiculo. Se tomd una muestra de sangre por puncion yugular, 15 min después de

la administracion de las drogas.

Veh (5 ul)
ADULTOS GR_73632 (600pmol/5 pl)
6\ . aprsa’" GR_6439 (600pmol/5 i)
++T Senktide (600pmol/5 pl)
- Gpr54
./.
- Gpr54

.

“&

0 15’
Figura 36. Representacion esquematica del disefio aplicado en el experimento 21.
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3.5.3.5 ANALISIS EN RATONES Gpr54-/-T DE LOS EFECTOS DE LEPTINA Y
GHRELINA SOBRE LA INGESTA

Con la finalidad de estudiar la posible influencia del sistema Kiss1/Gpr54 en
el control que la leptina y la ghrelina ejercen sobre la ingesta de alimentos, en el
experimento 22 procedimos a la administracion i.c.v. de leptina (2ug/raton),
ghrelina (5pg/ratén) o vehiculo, en ratones macho adultos Gpr54-/-Ty Gpr54-/-. La
ingesta fue monitorizada 1, 3, 6, 10 y 24 horas después de la administracion de las
drogas. Ratones Gpr54+/+T sometidos al mismo procedimiento experimental

sirvieron como controles.

ADULTOS Veh (5 pl)

g - eprsa’ Leptina (2 pg/5 ul)
- Gpr54+/+T Ghrelina (5 pg/5 pl)
- Gpr54‘

Oh 1h 3h 6h 10h 24h

Figura 37. Representacién esquematica del disefio aplicado en el experimento 22.

3.6 PRESENTACION DE DATOS Y ESTADISTICA

Los datos de peso corporal, niveles hormonales e hibridacién in situ son
presentados como la media + SEM (error estandar de la media). Los ensayos de
hibridacién in situ incluyeron, al menos, 5 muestras de cerebro por cada grupo
experimental. El nimero de muestras incluidas por grupo para los distintos
estudios hormonales se indica en la seccion de Resultados. Los datos obtenidos
fueron analizados para determinar la existencia de diferencias estadisticamente
significativas usando ANOVA seguida de un test de rango multiple de Student-
Newman-Keuls o test t-Student (Prism GraphPad 5.0, GraphPad Software Inc.; La
Jolla, CA, USA). Para que las diferencias fueran consideradas significativas se

establecié como limite P<0.05.
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4. RESULTADOS

4.1. ESTUDIO DE LA IMPLICACION DEL RFRP EN EL CONTROL DEL
EJE GONADOTROPICO Y DE SUS POSIBLES INTERACCIONES CON
OTRAS SENALES CENTRALES Y PERIFERICAS

Con el objetivo de analizar el posible papel que la sefializacién por RFRP
ejerce en el control de diversos aspectos de la funcién del eje gonadotrépico,
incluyendo la regulacion de la liberaciéon de gonadotropinas, se realizaron toda una
serie de disefios experimentales utilizando como modelo animal a ratones

deficientes en el receptor canoénico de este ligando, el ratén NPFF1R KO.

4.1.1. VALIDACION Y CARACTERIZACION DEL MODELO NPFF1R KO

4.1.1.1. VALIDACION INICIAL DEL MODELO MUTANTE NPFF1R KO

El primer andlisis llevado a cabo en nuestro modelo fue su genotipado; el
procedimiento y los resultados obtenidos se muestran en el apartado 3.1.3.2 de la
seccion de Materiales y Métodos, donde se evidencia la ausencia de alelo silvestre
(WT) del gen Npfflr en los ratones NPFF1R KO. Adicionalmente, a efectos de
validacion, se llevaron a cabo estudios de expresiéon del ARNm de NPFF1R, asi
como del mensajero de NPFF2R, en una seleccién de tejidos relevantes, como
hipotalamo, hipéfisis, génadas, corazon, higado y pulmoén, de ratones WT y NPFF1R
KO. Nuestros analisis mostraron la expresion del transcrito de NPFF1R selectiva-
mente en las muestras de hipotalamo, hipéfisis y gobnadas procedentes de ratones
WT. En cambio, el transcrito de NPFF2R se encontr6 en hipotalamo, hipoéfisis y

gbénadas de ratones WT y NPFF1R KO (Fig.38).

Hipotdlamo  Hipdfisis Testiculo Ovario Corazén Higado Pulmén
NPFFIR

—
L e L L. T T “HE S + 1+
S N S S ~—
EER s i Rl i T

Figura 38. Analisis de expresion mediante PCR de los ARNm de NPFF1R y NPFF2R en
hipotdlamo, hipdfisis, testiculo, ovarios, corazén, higado y pulmén procedentes de los
ratones WT (+/+) y NPFF1R KO (+/-).
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4.1.1.2. VALIDACION FUNCIONAL DEL MODELO MUTANTE NPFF1R KO

Adicionalmente, se implementaron estudios funcionales in vivo e in vitro
con el fin de comprobar experimentalmente la ausencia de efectos bioldgicos de
RFRP en nuestro modelo mutante NPFF1R KO.

In vivo, analizamos en hembras adultas OVX de ambos genotipos (WT y
NPFF1R KO) la respuesta de LH a la administracion i.c.v. del fragmento activo,
RFRP3.s. Seglin se muestra en la Fig.39 (A), el grupo NPFF1R KO OVX presenta
niveles de LH ligeramente superiores a los de animales WT OVX, aunque este
incremento no es significativo. Ademas, en ausencia de NPFF1R, la administracién
de RFRP3.g no produce el descenso de los niveles de LH que se observa en los
animales WT OVX, 15 min después de la administracion del péptido.

In vitro, analizamos en incubaciones de hipéfisis procedentes de machos
adultos WT y NPFF1R KO, la liberacion de LH al medio en respuesta al tratamiento
con GnRH y RFRP3.s. Segiin se muestra en la Fig.39 (B), en condiciones basales, la
liberacion de LH al medio de incubacién es similar entre los grupos NPFF1R KO y
WT. Sin embargo, las hipo6fisis carentes del NPFF1R liberan significativamente mas
LH en respuesta a la estimulacién con GnRH que las procedentes de los animales
WT, pero son incapaces de responder con una disminucion de LH a la
administraciéon de RFRP3.g; efecto que si se observa en los animales WT.

A i B
wr aon] N

Oy

—_ " — —= é . 3001 *7;1 - 300
% 4 — / % 200+ Z - 200 '55‘
A AL 22 " TAOALAL, ©
RCN QgQg?—' <& ngg?’ KO wT KO

Figura 39. (A) Niveles séricos de LH (ng/mL) en ratonas hembra WT y NPFF1R KO OVX,
15-min tras la inyeccion i.c.v. de RFRP3.5 o vehiculo. (B) Niveles de LH (ng/mL) secretados
al medio de incubacion por hipéfisis de ratones macho WT y NPFF1R KO, 60-min tras ser
incubadas con medio solo (DMEM; barras lisas) o medio conteniendo GnRH (10-8M) o
RFRP3.5 (10-8M); barras rayadas. Los datos son la media + SEM de hasta 8 determinaciones
independientes por grupo. *, p<0.05 vs valores correspondientes a los animales inyectados
con vehiculo. **, p<0.01 vs valores incubados con DMEM solo; a, p<0.01 vs valores en WT;
b, p<0.01 vs valores del grupo DMEM en incubaciones con RFRP3.5 (ANOVA seguido de un
test de rango multiple Student-Newman-Keuls).
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4.1.1.3. CARACTERIZACION DEL MODELO NPFF1R KO: ESTUDIOS DE PUBERTAD

En hembras peri-puberales NPFF1R KO, los analisis hormonales no
muestran cambios significativos de los niveles circulantes de LH y FSH antes (30d)

y durante (36d) la pubertad (datos FSH no mostrados) (Fig.40).

Hembras NPFFR1

LH {ng/mL)

WT30d KO30d WT36d KO 36d

Figura 40. Niveles séricos de LH (ng/mL) en ratonas WT y NPFF1R KO peri-puberales.
Los datos se representan como la media + SEM de, al menos, 7 determinaciones
independientes por grupo.

La eliminaciéon congénita de NPFF1R no parece alterar la progresion
puberal, como se deduce por la similitud en la evolucién y la edad media de
aparicion de la AV en ratones WT y NPFF1R KO (Fig.41). Tampoco se apreciaron

diferencias en la edad de presentacion del primer estro (datos no mostrados).

120 |

—— NPFF1R KO
------ NPFFAR WT

286 30 %2 34 36 38 40 42
Dias
Figura 41. Evolucién (dias) y edad media (dias) de la aparicion de la AV. Los datos se

representan como la media + SEM de, al menos, 19 determinaciones independientes por
grupo.
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Ademadas, la maduracion ovarica asi como la dindmica ovulatoria son
similares en ratonas peri-puberales WT y NPFF1R KO, como revela el andlisis

histologico de sus ovarios (Fig.42y 43).

A Score
-5 -4 -3 -2 -1 +1 +2 +3 +4 +8

No ovulacién 1 ovul. Ovulacién 2~ ovul

0-6-6-0-0'6-6-6-0'

SF: <250 ym Fl F2 F3 Fé cLl >
FI1:250 - 300 um S 0 = 0 < NS 5

F2:301 - 350 um

F3:351 - 400pm Estro Motestro Diestro Proestro Fl
Fé:> 400um > o

Figura 42. (A) Esquema utilizado en la evaluacién semicuantitativa de la funcién ovarica.
Los foliculos fueron clasificados en las siguientes fases: SF (<250 um), F1 (250-300
um), F2 (301-350 pm), F3 (351-400 pum) y F4 (>400 um). (B-E) Ejemplos de cortes
histologicos de ovarios de ratonas WT y NPFF1R KO de 36 dias de edad donde pueden
observarse cuerpos liteos (CL1) y los cuerpos luteos en regresion (RCL).
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Figura 43. Maduracién ovarica en ratones WT y NPFF1R KO peri-puberales (36 dias).
También se muestra el porcentaje de animales que han presentado ovulacién ese dia.

En ratones macho, los andlisis hormonales en animales WT y NPFF1R KO

peri-puberales muestran una elevacién de los niveles circulantes de LH antes

(35d) y durante (43d) la pubertad, mientras que las concentraciones de FSH

fueron similares durante las edades estudiadas (datos no mostrados) (Fig.44).

1.0
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WT35d KO35d WT43d

KO 43d

Figura 44. Niveles séricos de LH (ng/mL) en ratones WT y NPFF1R KO peri-puberales.
Los datos se representan como la media + SEM de, al menos, 7 determinaciones
independientes por grupo. ¥, p<0.05; **, p<0.01 vs valores en WT (ANOVA seguido de un

test de rango multiple Student-Newman-Keuls).

La progresion puberal, al igual que ocurre en hembras, no parece estar

alterada por la eliminacién congénita de NPFF1R como se aprecia por la similitud

en la evolucidon y edad media de aparicion de la SBP, como signo externo de

pubertad en machos (Fig.45).
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Figura 45. Evolucién (dias) y edad media (dias) de la aparicién de la SBP. Los datos se
representan como la media + SEM de, al menos, 19 determinaciones independientes por

grupo.

En la misma linea, el andlisis histolégico de testiculos de ratones WT y
NPFF1R KO peri-puberales no mostré diferencias morfolégicas significativas
(Fig.46).

Figura 46. (A,C) Cortes histologicos representativos de testiculos de ratones WT y
NPFF1R KO de 35 dias de edad, donde se muestran tibulos seminiferos normales (ST) y
células de Leydig diferenciadas (LC, recuadro). (B,D) La finalizaciéon de la primera onda
espermatogénica se evidencia por la presencia de tibulos en la fase VIII que contienen
espermatides en fase 8 (Sd8) y espermatides en fase 16 (Sd16).
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4.1.1.4. FUNCION REPRODUCTORA EN EDAD ADULTA EN RATONES NPFF1R KO

Nuestros resultados indican que las ratonas hembra adultas NPFF1R KO no
presentan diferencias en cuanto al tamafio y el peso corporal con respecto a los
ratones WT. El peso de ovarios esta ligeramente aumentado (8%), aunque no es
significativo, lo que puede ser debido al aumento significativo de los niveles
circulantes de FSH. En cuanto a los niveles circulantes de LH, estos son similares en
ambos genotipos (Tabla 3).

Tabla 3. Peso corporal (g), peso de ovario (mg) y niveles séricos de LH y FSH (ng/mL) en

ratonas hembra adultas WT y NPFF1R KO. **, p < 0.01 vs correspondientes valores en el
grupo WT (Student t-test).

P. Corporal (g) Ovarios (mg)  LH(ng/mL) FSH (ng/mL)
NPFFIRWT | 22215032 20,22¢185  0,30,02 3,9210,41
[n:47] [I‘l:9] {n=83] {n=67]
* %
NPFF1RKO 23,55+0,33 21,67£3,18  0,330,02 5,63*20,65
(n=53) (n=12) (n=84) (n=52)

Ademas, en hembras adultas NPFF1R KO, la amplitud del pico pre-
ovulatorio de LH no muestra diferencias con respecto a las ratonas WT (Fig.47) y
también tienen conservada la ciclicidad estral (monitorizada mediante citologia

vaginal) (Fig.48).
Pico Preovulatorio LH

WT NPFF1R KO

(-]
1

_'I

LH (ng/mL)
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12:00 a.m 18:00 p.m 12:00 a.m 18:00 p.m

Figura 47. Magnitud del pico pre-ovulatorio en hembras WT y NPFF1R; comparacién
entre los niveles de LH (ng/mL) a las 12:00h y las 18:00h del dia de proestro. Los datos se
representan como la media + SEM de, al menos, 6 determinaciones independientes por

grupo.
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Figura 48. Dinamica de la ciclicidad estral en hembras adultas WT y NPFF1R KO, estimada
como el nimero de dias en cada fase del ciclo. Los datos se representan como la media +
SEM de, al menos, 10 determinaciones independientes por grupo. *, p<0.05 vs valores en

WT. ANOVA seguido de un test de rango multiple Student-Newman-Keuls.

Las hembras NPFF1R KO también mantienen conservada su fertilidad y tras
el cruce con machos de su mismo genotipo, la duracién del embarazo y el peso
corporal de las crias el dia de nacimiento son similares a los que presentan las
ratonas WT. Sin embargo, el nimero de crias por camada es significativamente

mayor en las ratonas NPFF1R KO (Fig.49).

Crias/Parto

Figura 49. Representacién del nimero de crias por camada en hembras WT y NPFF1R KO.
Los datos se representan como la media + SEM de, al menos, 29 determinaciones
independientes por grupo. ¥, p<0.05 vs valores en WT (Student t-test).

Los ratones macho adultos NPFF1R KO, al igual que las hembras, no
presentan diferencias en cuanto a tamafio y peso corporal con respecto a los
ratones WT. En cuanto al peso de testiculos, se observa un ligero aumento (10%)
no significativo, que puede ser debido al aumento significativo de los niveles de
FSH. En cuanto a los niveles circulantes de LH, estos son similares en ambos

genotipos (Tabla 4).
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Tabla 4. Peso corporal (g), peso de testiculo (mg) y niveles séricos de LH y FSH (ng/mL)
en ratones macho adultos WT y NPFF1R KO. **, p < 0.01 vs correspondientes valores en el
grupo WT (Student t-test)

P. corporal (g) Testiculos (mg) LH (ng/mL) FSH (ng/mL)
NPEFIRWT 28,2140,32 191,23+4,22 0,45+0,04 16,23+0,49

(n=39) (n=26) (n=83) (n=86)
NPEF1R KO 29,1+0,33 212,91+6,84 0,38+0,03 18.96**+1,01

(n=41) (n=22) (n=84) (n=87)

4.1.1.5. CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LA FUNCION REPRODUCTORA DE
LOS RATONES DOBLE MUTANTES NPFF1R/Gpr54 KO

Tras la caracterizacion del modelo NPFF1R KO, procedimos al estudio
fenotipico y endocrino de la funcién reproductora de ratones dobles mutantes
NPFF1R y Gpr54, comparandolos con ratones WT, NPFF1R KO y Gpr54 KO.

Nuestros resultados indican que, al igual que el genotipo Gpr54 KO, las
ratonas NPFF1R/Gpr54 KO no presentan signos externos de pubertad (AV) y, en
comparacién con hembras WT, muestran un descenso significativo del peso de
ovarios y utero. Adicionalmente, estas ratonas también mostraban unos niveles

circulantes basales de gonadotropinas significativamente disminuidos (Fig. 50).

. \ 4

o W [ s

AV + +
. 20,22+ 1,89 21,67+3,8
Ovarios (mg) (n=9) (n=12) ND ND
LH (ng/mL) 0,3+ 0,02 0,33+ 0,03 0,08+ 0,01 ** 0,08+ 0,02 **
g (n=63) (n=46) (n=11) (n=2)
3,92+ 0,41 5,63+ 0,65 ** 0,07 0,07 ** 0,05+ 0,00 **
FSH (ng/mL) (n=67) (n=52) (n=11) (n=2)

Figura 50. Fotografias representativas de los ovarios y tteros de los genotipos estudiados
(WT, NPFF1R KO, Gpr54 KO y doble mutante NPFF1R/Gpr54 KO). Indices reproductivos
adicionales que incluye apertura vaginal (AV), peso de ovarios y niveles basales
circulantes de LH y FSH. **, p < 0.01 vs correspondientes valores en WT (Student t-test).
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4.1.2. ANALISIS DE INTERACCIONES ENTRE EL RFRP Y SENALES DE ORIGEN
PERIFERICO EN EL CONTROL DE LA SECRECION DE GONADOTROPINAS
MEDIANTE ESTUDIOS EN MUTANTES NPFF1R KO

4.1.2.1. ANALISIS DE LA PARTICIPACION DEL RFRP COMO MEDIADOR DEL
FEEDBACK NEGATIVO DE LOS ESTEROIDES GONADALES EN LA REGULACION DE
LA SECRECION DE GONADOTROPINAS

Con este objeto, analizamos los niveles circulantes de gonadotropinas en
ratones WT y NPFF1R KO en presencia o ausencia de esteroides gonadales.

Como se muestra en la Fig.51, en ratonas adultas WT, la retirada de
estrégenos por OVX produjo un incremento significativo de los niveles circulantes
de LH (A) y FSH (B) desde las 48h tras OVX, que permanece hasta la finalizaciéon
del estudio, 40 dias después. En los animales NPFF1R KO este aumento es
significativamente mayor al que se produce en los ratones WT a partir de 48 h tras
OVX; sin embargo, en el dia 40 tras OVX, estos animales mostraron unos niveles
circulantes de LH similares a los de sus controles WT. En cuanto a los niveles
circulantes de FSH, a las 48h de la OVX se produce un aumento significativo de
estos niveles en las ratonas WT; aumento que no se observa en las ratonas NPFF1R

KO hasta los 7d tras OVX.
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Figura 51. Niveles séricos de LH (A) y FSH (B) (ng/mL) en hembras adultas WT y NPFF1R
KO antes (Basal) y 48-h, 7, 21, 30 y 40 dias después de la OVX. Los datos se representan
como la media # SEM de, al menos, 8 determinaciones independientes por grupo. *, p <
0.05 vs basal; **, p < 0.01 vs basal; a, p<0.05 vs valores WT (ANOVA seguido de un test de
rango multiple Student-Newman-Keuls).
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Analisis similares se llevaron a cabo en machos. Como se muestra en la
Fig.52, en ratones macho adultos WT, la retirada de T por ORX produjo un
incremento muy significativo de los niveles circulantes de LH (A) y FSH (B) desde
las 48h que permanece hasta la finalizacion del estudio, 40 dias después. En los
animales NPFF1R KO este aumento a las 48h es significativamente inferior al que
se produce en los ratones WT. Sin embargo, a la finalizacion del estudio alcanzan
unos niveles circulantes de LH similares a los observados en sus controles WT. En
cuanto al aumento de la concentracion FSH tras la ORX, en lineas generales no se
encontraron diferencias significativas entre los ratones NPFF1R KO y WT, salvo en
el dia 21 tras ORX, en el que los valores de FSH fueron ligeramente inferiores en los

ratones NPFF1R KO.
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Figura 52. Niveles séricos de LH (A) y FSH (B) (ng/mL) en machos adultos WT y NPFF1R
KO antes (Basal) y 48h, 7, 21 y 40 dias después de la ORX. Los datos se representan como
la media * SEM de, al menos, 8 determinaciones independientes por grupo. ** p < 0.01 vs
basal; a, p<0,05 vs valores WT (ANOVA seguido de un test de rango multiple Student-
Newman-Keuls).
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4.1.3. ANALISIS DE INTERACCIONES ENTRE EL RFRP Y SENALES DE ORIGEN
CENTRAL EN EL CONTROL DE LA SECRECION DE GONADOTROPINAS
MEDIANTE ESTUDIOS EN MUTANTES NPFF1R KO

4.1.3.1. ANALISIS DE LAS INTERACCIONES ENTRE RFRP Y GnRH EN EL CONTROL
DE LA LIBERACION DE GONADOTROPINAS

Para determinar las posibles interacciones entre RFRP y GnRH en el
control de la secrecion de gonadotropinas, utilizamos como modelo experimental a
ratones macho adultos WT y NPFF1RR KO al que aplicamos el protocolo descrito
en el experimento 6.

Nuestros resultados indican que la administracion intraperitoneal de
GnRH (0.25 pg/ratén) produce un incremento muy significativo de los niveles
circulantes de LH y FSH, en ambos genotipos, 30 minutos después de la inyeccion
del péptido (Fig.53). Sin embargo, para LH, este incremento fue significativamente

mayor en los ratones NPFF1RR KO en comparacién con los ratones WT.

LH (ng/mL)
FSH {ng/mL)

0'.' '.l 0
QGS'\ \\OS\ 40 40

Figura 53. Niveles séricos de LH (ng/mL) en ratones macho adultos WT y NPFF1RR KO,
30 min después de la administracion i.p. de GnRH o vehiculo. Los datos se representan
como la media * SEM de, al menos, 9 determinaciones independientes por grupo. *, p<0.05
vs valores correspondientes a los animales inyectados con vehiculo; a, p<0.05 vs valores
WT. ANOVA seguido de un test de rango multiple Student-Newman-Keuls.

4.1.3.2. ANALISIS DE LAS INTERACCIONES ENTRE EL RFRP Y LAS KISSPEPTINAS
EN EL CONTROL DE LA LIBERACION DE GONADOTROPINAS

En este estudio, analizamos las posibles interacciones entre RFRP y las

kisspeptinas en el control de la liberacidon de gonadotropinas utilizando el modelo
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de raton WT y NPFF1RR KO. Tras llevar a cabo el protocolo descrito en el
experimento 7, nuestros resultados muestran que la administracion central de kp-
10 a los ratones WT cursa con un aumento muy significativo de los niveles
circulantes de LH y FSH 15 minutos después de la administracion del péptido. En el
caso de los ratones NPFF1RR KO también observamos un aumento en los niveles
circulantes de gonadotropinas con unos valores similares a los obtenidos en los

animales WT (Fig.54).

wr | NPFFIRKO | wr NPFF1R KO

P — | % — : EE 1:- %

Figura 54. Niveles séricos de LH y FSH (ng/mL) en ratones macho adultos, WT y
NPFF1RR KO, 15 min después de la administracién i.c.v. de kp-10 o vehiculo. Los datos se
representan como la media + SEM de, al menos, 11 determinaciones independientes por
grupo. *, p<0.05 vs valores correspondientes a los animales inyectados con vehiculo
(ANOVA seguido de un test de rango multiple Student-Newman-Keuls).

4.1.3.3. ANALISIS DE LAS INTERACCIONES ENTRE EL RFRP Y LA NKB EN EL
CONTROL DE LA LIBERACION DE GONADOTROPINAS

Para llevar a cabo este estudio, analizamos los niveles de gonadotropinas
circulantes tras la activacién del receptor NK3R, mediante la administracion del
agonista, senktide, en ratones macho adultos WT y NPFF1RR KO, segin el
protocolo descrito en el experimento 8. Nuestros resultados indican que la
administraciéon central de senktide produce un incremento muy significativo de los
niveles circulantes de LH y FSH, en ambos genotipos, 15 minutos después de la
administracion. Sin embargo, este aumento fue significativamente inferior en los

ratones NPFF1RR KO en comparacion con los ratones WT (Fig.55).
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Figura 55. Niveles séricos de LH y FSH (ng/mL) en ratones macho adultos, WT y NPFF1R
KO, 15 min tras la administracion central de senktide o vehiculo. Los datos se representan
como la media + SEM de, al menos, 13 determinaciones independientes por grupo. *, p
<0.05 vs valores correspondientes a los animales inyectados con vehiculo; a, p<0.05 vs
valores WT (ANOVA seguido de un test de rango multiple Student-Newman-Keuls).

4.1.3.4. EXPRESION HIPOTALAMICA DE KISS1 EN EL RATON NPFF1R KO

Adicionalmente, se estudio, en ratones macho adultos WT y NPFF1R KO, la
expresion hipotaldmica de ARNm de KissI en sus dos principales areas de
localizacion, el nucleo ARC y el AVPV. Nuestros resultados indican que el nimero
de células Kiss1 y expresion total de Kiss1 en el nucleo ARC de los ratones NPFF1R

KO es significativamente mayor en relacion con sus controles WT (Fig.56 y 57).

AVPV ARC AVPV ARC
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Figura 56. Datos cuantitativos de los niveles de ARNm de Kiss1 en el AVPV y ARC de
ratones macho adultos WT y NPFF1R KO; se ofrecen datos de expresion total (valorados
como granos en los andlisis ISH) y nimero de células con expresion KissI. Los datos se
representan como la media + SEM de, al menos, 4 determinaciones independientes por
grupo. *, p<0.05 vs valores correspondientes al AVPV; a, p<0.05 vs valores WT (ANOVA
seguido de un test de rango multiple Student-Newman-Keuls).
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Figura 57. Fotomicrografias representativas de expresion de Kiss1 en el AVPV y el nticleo
ARC de ratones macho adultos WT y NPFF1R KO analizados mediante ISH.

4.2. ESTUDIO DE LA IMPLICACION DEL RFRP EN LA REGULACION
INTEGRADA DE LA HOMEOSTASIS METABOLICA Y LA REPRODUC-
CION EN RATONES MUTANTES NPFF1R KO

4.2.1. ANALISIS DE RESPUESTAS GONADOTROPICAS AL ESTRES METABOLI-
CO EN EL RATON NPFF1R KO

Para determinar los efectos del estrés metabdlico sobre el control de la
funcién reproductora en ratones deficientes en NPFF1R se realizaron los

experimentos 9y 10.

4.2.1.1. ANALISIS DE LA IMPLICACION DEL RFRP EN EL CONTROL DE LAS
GONADOTROPINAS Y EL PESO CORPORAL EN RESPUESTA AL AYUNO

Para analizar la implicacién del sistema RFRP/NPFF1R en el control de la
liberacion de gonadotropinas y en el peso corporal, en el experimento 9,

utilizamos ratones macho adultos WT y NPFF1R KO. Nuestros resultados muestran
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que los ratones WT y NPFF1R KO parten de un peso corporal similar y que tras un
ayuno de 12/24h se produce una caida del peso en ambos genotipos. Sin embargo,
a las 12h, esta disminuciéon de peso es mayor en los animales NPFF1R KO frente a
la observada en sus controles WT (Fig.58 A). Los niveles circulantes de LH, en los
ratones WT, se encuentran disminuidos tras 12h de ayuno, mientras que en los
ratones NPFF1R KO, esta bajada no se observa hasta las 24h, alcanzando en estos

momentos unos niveles similares a los de los ratones WT (Fig.58 B).

A B
04
—_ © NPFFIRWT
o *% g 5
X aiai E o NPFF1R KO
T 5 —
— —
o £ 0.354
S ®
g 107 . £ 0.30-
o © NPFF1IRWT s -
a -0 NPFF1IR KO g = 0.25-
a -15 wH
T T T 020 T T T
Qé) N P QQ/Q at o
Q‘b Q‘& Q% Qb

Figura 58. (A) Disminucién del peso corporal (%) en ratones macho WT y NPFF1R KO
sometidos a ayuno (FED, alimentacion ad libitum; Fast-12h, ayuno 12h; Fast-24h, ayuno
24h). Los datos se representan como la media *# SEM de, al menos, 9 determinaciones
independientes por grupo. (B) Disminucién de los niveles circulantes de LH (ng/mL) en
ratones macho WT y NPFF1R KO tras ayuno. Los datos son la media + SEM de, al menos, 9
determinaciones independientes por grupo. **, p<0.01 vs valores FED; a, p<0.05 vs valores
WT (ANOVA seguido de un test de rango multiple Student-Newman-Keuls).

4.2.1.2. ANALISIS DE LA IMPLICACION DEL RFRP EN EL CONTROL DE GO-
NADOTROPINAS Y PESO CORPORAL EN RESPUESTA A UNA DIETA ALTA EN
GRASA (HFD)

Para llevar a cabo este estudio, en el experimento 10, se utilizaron ratones
macho adultos WT y NPFF1R KO. Nuestros resultados muestran que tras 9
semanas de HDF se produce un aumento del peso corporal aproximadamente del
40% en ratones WT y NPFF1R KO con respecto a los animales alimentados con
LFD, sin observarse diferencias entre ambos genotipos (Fig.59 A y B). Por otro
lado, la determinacién de los niveles circulantes de LH en estos animales muestra,

en ratones WT, una disminucion del 50% tras 9 semanas de dieta HFD vs valores
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en ratones en dieta control. Sin embargo, los niveles de LH son similares en los

ratones NPFF1RKO alimentados con HFD o su dieta control (Fig.59 C).
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Figura 59. (A) Ratones macho WT y NPFF1R KO sometidos a una dieta LFD o HFD
durante 9 semanas. (B) Incremento del peso corporal (%) en ratones macho WT y
NPFF1R KO tras 9 semanas de dieta LFD o HFD. Los datos se representan como la media +
SEM de, al menos, 30 determinaciones independientes por grupo. (C) Niveles circulantes
de LH en ratones macho WT y NPFF1R KO tras 9 semanas de dieta LFD o HFD (n=19). *
p<0,05 vs valores LFD (ANOVA seguido de un test de rango multiple Student-Newman-
Keuls).

4.2.1.3. ANALISIS DE LA IMPLICACION DEL RFRP EN EL CONTROL DE CAMBIOS
DE PESO CORPORAL EN RESPUESTA A OVX

Para la realizacion de este estudio, utilizamos ratonas WT y NPFF1R KO
previamente alimentadas ad libitum durante 12 semanas con una dieta HFD o LFD.
En este momento fueron ovariectomizadas (OVX) y se monitorizé su peso a las 6-y

16-semanas tras la OVX (experimento 11). Este estudio nos permite identificar un
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posible papel del RFRP en el cambio del peso corporal que se produce tras la OVX,
una dieta HFD y el efecto combinado de ambas.

En concreto, nuestros resultados muestran que en las ratonas WT, la OVX
se sigue de un incremento del peso corporal que solo es significativo tras 16
semanas y que se potencia con la alimentacion con una HFD (Fig.60 A y B). Por su
parte, en las ratonas NPFF1R KO el incremento de peso corporal que produce la
OVX ya es significativo a las 6 semanas y solo se ve ligeramente potenciado por la
alimentacion con una HFD (Fig.60 A y B). Ademas, en ratonas WT, la alimentacion
con una HFD solo induce un incremento de peso significativo a las 16 semanas. En
ratonas NPFF1R KO este aumento es significativo ya desde las 6 semanas (Fig.60 C
y D).
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Figura 60. (A, B) Incremento del peso corporal (%) en ratonas WT y NPFF1R KO tras 6y
16 semanas de OVX. Los datos se representan como la media + SEM de, al menos, 6
determinaciones independientes por grupo. * p<0.05; **, p<0.01 vs valores Sham. (C, D)
Incremento del peso corporal (%) en ratonas WT y NPFF1R KO tras 6 y 16 semanas en
alimentacién con HFD. Los datos se representan como la media + SEM de, al menos, 6
determinaciones independientes por grupo. *, p<0.05; **, p<0.05 vs valores LFD (ANOVA
seguido de un test de rango multiple Student-Newman-Keuls).
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4.2.2. ANALISIS DE LA IMPLICACION DEL RFRP EN LOS EFECTOS DE LEPTINA
Y GHRELINA SOBRE LA INGESTA

Para la realizacion de este estudio, en el experimento 12, procedimos a la
administracion i.c.v. de leptina, ghrelina o vehiculo a ratones macho adultos
NPFF1R KO y WT, alimentados previamente durante 9 semanas con una HFD o una
LFD.

Nuestros datos muestran que, en los animales WT, la administracion
central de leptina disminuye la ingesta de alimentos, al menos, durante las 24 h
que siguen al tratamiento. En los animales alimentados con una LFD, la
disminucién de la ingesta inducida por la leptina es significativa a partir de las 10
h., mientras que en los alimentados con una HFD lo es desde la primera hora (Fig.
61). En los ratones NPFF1R KO, la leptina inhibe de forma significativa la ingesta
de alimentos, al menos, durante las 24 h que siguen al tratamiento y lo hace de
forma significativa desde la primera hora, independientemente del tipo de dieta

consumida por los animales previamente (Fig. 61).
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Figura 61. Monitorizacién de la ingesta en ratones macho WT y NPFF1R KO tras la
administracion i.c.v. de vehiculo o leptina. Los datos se representan como la media + SEM
de, al menos, 19 determinaciones independientes por grupo. *, p<0.05; ** p<0.01 vs
valores ratones inyectados con vehiculo (ANOVA seguido de un test de rango multiple
Student-Newman-Keuls).
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Nuestros datos también indican que, en los animales WT alimentados con
una LFD, la administracién central de ghrelina incrementa significativamente la
ingesta durante las 10 primeras horas que siguen al tratamiento, mientras que en
los alimentados con una HFD, el incremento de la ingesta inducido por la ghrelina
solo se establece 3 h después del tratamiento, pero permanece, al menos, hasta 24
h después (Fig. 62). Nuestros datos también muestran que, en los animales
NPFF1R KO, la administracién de ghrelina solo incrementa la ingesta en los
animales alimentados previamente con una LFD y que, igual que ocurre en los
animales WT, este efecto solo es significativo durante las 10 horas que siguen al

tratamiento (Fig. 62).
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Figura 62. Monitorizaciéon de la ingesta en ratones macho WT y NPFF1R KO tras la
administracién i.c.v. de vehiculo o ghrelina. Los datos se representan como la media + SEM
de, al menos, 21 determinaciones independientes por grupo. *, p<0.05; ** p<0.01 vs
valores ratones inyectados con vehiculo (ANOVA seguido de un test de rango multiple
Student-Newman-Keuls).
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4.2.3. TEST DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA (GTT) Y ANALISIS DE LOS
NIVELES DE INSULINA EN RATONES MUTANTES NPFF1R KO

En el experimento 13 exploramos, en ratones macho adultos WT y NPFF1R
KO, los niveles circulantes de glucosa e insulina en condiciones basales, asi como la
homeostasis de la glucosa mediante un GTT.

Nuestros resultados indican que la ausencia de NPFF1R no produce
modificaciones significativas de los niveles circulantes de glucosa e insulina en
ninguno de los sexos cuando los animales son alimentados con una dieta LFD (Fig.
63). Sin embargo, en machos y hembras WT y NPFF1R KO la alimentacién durante
con una HFD produce un incremento de los niveles circulantes de glucosa, de igual
magnitud en ambos genotipos, que no se acompafia de modificaciones

significativas de los niveles circulantes de insulina (Fig. 63).
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Figura 63. Niveles séricos insulina (ng/mL) y glucosa (mg/dL) en ratones macho y
hembra WT y NPFF1R KO sometidos a una dieta LFD o HFD. Los datos se representan
como la media + SEM de, al menos, 6 determinaciones independientes por grupo. **,
p<0.01 vs grupo control alimentado con LFD (ANOVA seguido de un test de rango multiple
Student-Newman-Keuls).

Nuestros resultados también muestran que la administracidn i.p. de glucosa
produce, en todos los grupos, un incremento de los niveles circulantes de glucosa
que es evidente y similar a los 20 min de la inyeccion y que, salvo en los ratones
NPFF1R KO alimentados con una HFD, va decreciendo paulatinamente hasta

alcanzar niveles similares a los previos al test, 120 min después de Ila
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administracién de glucosa (Fig. 64). Por el contrario, en los animales NPFF1R KO
alimentados con una HFD, los niveles circulantes de glucosa permanecen
significativamente incrementados, al menos, durante 2 h después de la
administracion del bolo de glucosa y, por ello, la masa total de glucosa en sangre
(AUC) durante el periodo de estudio es también significativamente mayor en

ratones NPFF1R KO alimentados con HFD (Fig. 64).
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Figura 64. Niveles séricos de glucosa (mg/dL), antes y 20, 60 y 120 min después de la
administracion i.p. de glucosa (1g/Kg), en ratones WT y NPFF1R, alimentados con una
dieta HFD o LFD. En el panel de la derecha, se muestran los niveles integrados de glucosa
(area bajo la curva; AUC) a lo largo del periodo de estudio. Los datos se representan como
la media + SEM de, al menos, 6 determinaciones independientes por grupo. *, p < 0.05; **,
p < 0.01 vs grupo control alimentado con LFD; a, p<0.05 vs ratones WT (ANOVA seguido
de un test de rango multiple Student-Newman-Keuls).
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4.3. ESTUDIO IN VIVO DE LAS ACCIONES DIRECTAS E INDIRECTAS
DE KISSPEPTINAS SOBRE NEURONAS GnRH EN EL CONTROL DEL
EJE GONADOTROPICO Y EL METABOLISMO: ANALISIS EN EL
RATON Gpr54-/-T

Con el objetivo de analizar la importancia de la sefializacién
kisspeptidérgica directa sobre neuronas GnRH, frente a posibles acciones sobre
otras dianas centrales, en la mediacion del efecto que diferentes sefales ejercen en
el control de la liberaciéon de gonadotropinas y el metabolismo, se realizaron toda
una serie de disefios experimentales en un modelo con expresion exclusiva del

receptor, Gpr54, en células GnRH, el ratén Gpr54 KI. Para ello procedimos, en

primer lugar, a la caracterizacién de este modelo animal.

4.3.1. CARACTERIZACION FENOTIPICA Y HORMONAL DE LA FUNCION
REPRODUCTORA DE LOS RATONES Gpr54-/-T

Dado que los ratones Gpr54 /T fueron generados en nuestro laboratorio
mediante el cruce de ratones macho y hembra Gpr54 +/-Ty Gpr54 */- cedidos por el
laboratorio del Prof. Giinther Schiitz (German Cancer Research Center, Heidelberg,
Alemania), se realiz6 en primero lugar una validacién genotipica, segtin lo descrito
en el apartado 3.1.3., y, posteriormente, la caracterizacidon fenotipica y hormonal
de los mismos.

En hembras, la caracterizacion fenotipica incluy6 analisis de peso corporal y
de ovarios y los analisis histolégicos de estos dltimos. Nuestros resultados indican
que las ratonas Gpr54 /T presentan, en la edad adulta, signos externos de llegada
de la pubertad (AV) y una longitud del ciclo estral similar al de las ratonas Gpr54
+/+T (tomadas como controles al presentar un genotipo WT para Gpr54 ademas del
transgen para Gpr54 -T-), asi como también un peso de ovarios analogo al del
grupo control. Por su parte, las ratonas Gpr54 /- (que solo se diferencias de las
Gpr54 +/*T en que carecen del transgen T) no presentan, en la edad adulta, AV y
muestran una reducciéon muy significativa del peso de ovarios con respecto a las

ratonas Gpr54 +/+T (Tabla 5 y Fig.65).
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Tabla 5. Peso corporal (g) y de ovarios (mg), y niveles séricos de LH y FSH (ng/mL) en
ratonas adultas Gpr54 +/*T, Gpr54 /T y Gpr54 -/-. **, p < 0.01 vs correspondientes Gpr54 +/+T
(comparacion individual con Gpr54 */*T mediante Student t-test).

Gpr54 */+T Gprs4 /-7 Gprs54 -
Peso Corpporal (g) 21,4910,15 20,04£0,12 22,45¢0,12
(n=10) (n=6) (n=10)
Ovarios(mg) 1662':1,)54 16{:2;44 "
Ep—— G,(Zii&;}?. o,(:1n7=¢§,3 O’Ofniﬁi g;l**
I -

Gpr54 +/+T Gpr54 /T Gpr54 /-

Figura 65. Fotografias representativas de los ovarios y tuteros de los genotipos estudiados
(Gpr54 +/+T,Gpr54 /Ty Gpr54 /).

En cuanto al analisis endocrino, las ratonas Gpr54 /T mostraban unos
niveles circulantes basales de LH y FSH similares a los que presentaban las ratonas
Gpr54 +/+T, mientras que las ratonas Gpr54 -/ muestran unos niveles circulantes de
ambas gonadotropinas significativamente disminuidos (Tabla 5).

El analisis de los ovarios en la edad adulta mostr6 que las ratonas Gpr54
*/+T presentaban ovarios con morfologia normal, ciclicos con abundantes foliculos
en crecimiento y cuerpos luteos del ciclo actual, asi como cuerpos luteos en
regresion del ciclo previo (Fig.66 A,B). Las ratonas Gpr54 -/-T presentaban ovarios
funcionales con foliculos en crecimiento y cuerpos luteos persistentes (Fig.66 C-E)

y en 2 de ellas se observaba la presencia de quistes epiteliales en la médula ovarica

(Fig.66 F,G).
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Figura 66. Secciones representativas de los ovarios de ratonas Gpr54 +/+Ty Gpr54 /-T. (A)
Seccion del ovario de una ratona Gpr54 +/*T en la fase de metestro (diestro-1), en la que se
aprecia un cuerpo luteo (CLc) del ciclo actual y cuerpos liteos en regresion (RCL) de
menor tamaio; en el panel (B) se aprecian las diferencias entre ambos tipos de cuerpos
luteos. (C-G) Secciones de ovario de ratonas Gpr54 /-T; (C) Ovario en la fase de estro que
muestra un cuerpo lateo del ciclo actual (CLc), y abundantes cuerpos lateos en regresion
(RCL); (D y E) Se observa, a mayor aumento, la zona de ruptura (flechas) en la superficie
ovarica del cuerpo luteo del ciclo actual y complejos ovocito-cimulo (COC) en el oviducto
(E). En el panel (F) se observa la presencia un quiste epitelial (Q) en la zona medular
ovarica. El area sefialada se muestra a mayor aumento en el panel (G), donde se aprecia el
epitelio (EQ) que bordea el quiste.
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En machos, la caracterizacién fenotipica incluyo6 el estudio del peso corporal

y de testiculos y epididimos y el andlisis histolégico de los testiculos. Nuestros

resultados indican que los ratones Gpr54 /T presentan, en la edad adulta, signos

externos de llegada de la pubertad (SBP), pero una reduccion significativa del peso

de testiculos y epididimos con respecto a los ratones control Gpr54 +/+T. Por su

parte, los ratones Gpr54 /- no presentan, en la edad adulta, SBP y muestran una

reduccion muy significativa del peso corporal, de testiculos y epididimos con

respecto a los ratones Gpr54 +/*T. (Tabla 6 y Fig.67).

Tabla 6. Peso corporal (g), de testiculos y de epididimos (mg), y niveles séricos de LH, FSH
y T (ng/mL) en ratones macho adultos Gpr54 */+T, Gpr54 /Ty Gpr54 /-.** p < 0.01 vs
valores en Gpr54 +/*T (ANOVA seguido de test de rango multiple Student-Newman-Keuls).

Gpr54 *+T Gpr54 /T Gpr54 -
27,350,27 27,0410,15 22,62+0,16%*
Peso Corpporal (g) (n=11) (n=11) (n=6)
. 203,78 £9,28 160+8,38 ** 19+1,57**
Testiculos(mg) (n=9) (n=8) (n=7)
-+ + * %
Epididimos {mg) 70’(7&92)’ 14 58’2(?1 ‘=27’)08 ND
0,3610,07 0,81+0,11%%* 0,09+0,02%%*
LH (ng/mL) (n=7) (n=13) (n=16)
19,52+1,49 16,08+1,09 0,5510,3**
FSH (ng/ml) (n=17) (n=8) (n=5)
+ +
Testosterona (ng/mL) 0’2(3:2317 O’z(i:gSOS ND

Gpr54 +/+T Gpr54 /T

Gpr54 /-

Figura 67. Fotografias representativas de los testiculos y epididimos de los genotipos

estudiados (Gpr54 +/+T, Gpr54 /Ty Gpr54 -/-).
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En cuanto al andlisis endocrino, los ratones macho Gpr54 ~/-T mostraban
unos niveles basales circulantes de LH significativamente mas elevados que los
ratones Gpr54 +/*T, mientras que no se observan diferencias en los niveles de FSH,
ni de T. Por el contrario, los ratones Gpr54 /- muestran unos niveles circulantes de
ambas gonadotropinas significativamente disminuidos (Tabla 6).

El analisis de los testiculos en la edad adulta mostré que en los ratones
control Gpr54 +/+T presentan una morfologia normal, con células de Leydig bien
diferenciadas y espermatogénesis completa (Fig.68 C). Los ratones Gpr54 /T
presentan espermatogénesis completa, con los diferentes estadios del epitelio
seminifero y células de Leydig bien diferenciadas. Sin embargo, 5 de los 8 animales
estudiados (62.5%) presentaban alteraciones de la espermatogénesis, con tibulos
seminiferos de menor didmetro y con menos células germinales que los animales
control (Fig.68 D), particularmente apreciable en el nimero de espermatides
alargadas (Fig68 E,F). Estos animales presentaban, ademads, frecuentes células
multinucleadas, correspondientes a espermatides en degeneracion (Fig.68 G,H),
desorganizacion de la estructura del epitelio seminifero (Fig.68 H,I), y abundantes
células germinales apoptéticas (Fig.68 I).

Los datos cuantitativos se presentan en la Fig.69. Los ratones Gpr54 /T
presentan un mayor numero de tibulos con células en apoptosis (Fig.69 A) y un
mayor numero de células apoptoticas por seccion tubular (Fig.69 B), aunque las
diferencias no fueron significativas. El contaje de células germinales en el estadio
XI demostr6 que los ratones Gpr54 /T presentan una disminucién significativa en
el nimero de espermatocitos I en diacinesis y de espermatides en fase 11 de la
espermiogénesis, mientras que las diferencias en el numero de espermatocitos I en
zigotene no fueron significativas (Fig.69 C). Estos datos indican que la mayor parte
del aumento en la tasa de muerte de células germinales en los ratones Gpr54 -/-T
se produce en los espermatocitos I durante la fase de paquitene (estadios I-X) y
durante la primera division meidtica en el estadio XII, asi como durante las
primeras fases de la espermiogénesis (espermatides redondas, estadios I-X). Esto
coincide con la presencia en estos animales de numerosas células en apoptosis y de

espermatides multinucleadas en degeneracion.
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Figura 68. (A). Representacion esquematica del ciclo del epitelio seminifero en el raton.
La cuantificacién de la espermatogénesis se realizé en el estadio XI (representado en B),
mediante el contaje de espermatocitos I en zigotene (Z), espermatocitos [ en diacinesis
(Di) y espermétides en fase 11 de la espermiogénesis (Sdi1) por seccién tubular. C-L
Secciones representativas de testiculo. Los ratones Gpr54/T presentan tubulos
seminiferos (ST) de menor didmetro (D) y con menos células germinales, como se aprecia
en el menor numero de espermatides (flechas) en el estadio XI (F), en comparacién con los
ratones Gpr54+/+T (C,E). En el epitelio seminifero de los ratones Gpr54-/-T se observan,
ademads, frecuentes células multinucleadas (flechas en G,H), que corresponden a
espermatides en degeneracién, desorganizacién del epitelio (H,I) y células en apoptosis
(flechas enI).
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Figura 69. (A) Proporcién de tibulos seminiferos que presentan células en apoptosis. (B)
Numero de células apoptoéticas por seccion tubular. (C) Recuento del niimero por secciéon
tubular de espermatocitos I en zigotene y en diacinesis, y de espermatides en fase 11 de la
espermiogénesis. Los cambios en el nimero de cada uno de estos tipos celulares reflejan la
muerte celular acumulativa que ha ocurrido en los estadios previos. Los datos se muestran
como la media + SEM de, al menos, 5 muestras independientes por grupo. *, p < 0.05; **, p
< 0.01 vs correspondientes Gpr54 +/*T (comparaciones pareadas mediante Student t-test).

4.3.2. ESTUDIO EN MUTANTES Gpr54/"T DEL PAPEL DIRECTO DE LAS
KISSPEPTINAS EN LA FUNCION GONADAL

Por dltimo, en el experimento 15, llevamos a cabo el estudio de la funcién
testicular, medida en términos de secreciéon basal de T in vitro en ratones
deficientes de receptor de kisspeptinas con caracter general (Gpr54/-) y con
rescate en células GnRH (Gpr54-/-T). Nuestros resultados indican que la liberacién
basal de T por los testiculos procedentes de ratones Gpr54~/-T y Gpr54-/- es
significativamente inferior a la observada en los ratones Gpr54+/+T, siendo esta

disminucién mas acusada en los ratones Gpr54-/- (Fig. 70).
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Figura 70. Niveles de T (ng/mlL) secretados al medio de incubaciéon por testiculos
procedentes de ratones Gpr54+/*T, Gpr54-/-T y Gpr54-/-, 90 min después de ser incubados
con medio DMEM. Los datos se representan como la media #+ SEM de, al menos, 5
determinaciones independientes por grupo. *, p<0.05; **, p<0.01 vs valores en ratones
Gpr54+/+T (ANOVA seguido de un test de rango multiple Student-Newman-Keuls).
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4.3.3. ESTUDIO DE LOS EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE GnRH Y KP-10
EN RATONES Gpr54-/-T

4.3.3.1. EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE GnRH EN RATONES Gpr54-/-T

Como se muestra en la Fig.71, la administraciéon i.p. de GnRH a ratones
Gpr54+/+T, Gpr54-/-T y Gpr54-/- cursa 30 min después con un incremento muy
significativo de los niveles circulantes de LH, en todos los genotipos estudiados. Sin
embargo, la magnitud de este incremento fue significativamente superior en
ratones Gpr54~/-T, y menor en ratones Gpr54-/-. Nuestros resultados también
indican que la dosis de GnRH empleada fue incapaz de modificar
significativamente los niveles de FSH, tras 30 min de su administracién, en

ninguno de los genotipos estudiados (datos no mostrados).

Gpr54 +/+T I Gpr54 /T " Gpr54 /- I
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Figura 71. Niveles séricos de LH (ng/mL) en ratones machos adultos Gpr54+/+T, Gpr54-/-
y Gpr54-/-, 30 min después de la administracion i.p. de GnRH o vehiculo. Los datos se
representan como la media + SEM de, al menos, 8 determinaciones independientes por
grupo. **, p < 0.01 vs valores en los grupos correspondientes inyectados con vehiculo; a; b
p<0.05 vs valores en Gpr54++T (ANOVA seguido de un test de rango multiple Student-
Newman-Keuls).

4.3.3.2. EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE KP-10 EN RATONES Gpr54-/-T

Para analizar los efectos directos vs indirectos de Kp-10 en las neuronas
GnRH sobre la liberacién de gonadotropinas, realizamos el experimento 17.

Nuestros resultados indican que la administracion central de Kp-10 a
ratones macho adultos cursa 15 min después con un aumento significativo y
similar de los niveles circulantes de LH en los genotipos Gpr54+/+T, Gpr54-/-T, y sin

ninguna modificacién de los niveles de LH en el genotipo Gpr54-/- (Fig.72 A).
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Los niveles circulantes de FSH no se vieron modificados 15 min después de
la administracién Kp-10 en ninguno de los genotipos estudiados (Fig.72 B).
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Figura 72. Niveles séricos de LH (A) y FSH (B) (ng/mL) en ratones machos adultos
Gpr54+/+T, Gpr54-/T y Gpr54-/-, 15 min después de la administracion i.c.v. de kp-10 o
vehiculo. Los datos se representan como la media + SEM de, al menos, 13 determinaciones
independientes por grupo. **, p < 0.01 vs valores en los grupos correspondientes
inyectados con vehiculo (ANOVA seguido de un test de rango multiple Student-Newman-
Keuls).

4.3.4. . ESTUDIO DE INTERACCIONES ENTRE LAS KISSPEPTINAS Y SENALES DE
ORIGEN PERIFERICO Y CENTRAL EN RATONES MUTANTES Gpr54-/-

4.3.4.1. . ANALISIS DEL FEEDBACK NEGATIVO DE LOS ESTEROIDES GONADALES
EN RATONES MUTANTES Gpr547/-T

Con este objeto, analizamos los niveles circulantes de gonadotropinas en
ratones machos y hembras Gpr54+/+T, Gpr54-/-T y Gpr54/-, en presencia o ausencia
de esteroides gonadales.

Como se muestra en la Fig.73, en ratonas adultas Gpr54 +/*T, la retirada de
los estrégenos circulantes inducida por la OVX induce un incremento muy
significativo de los niveles circulantes de LH y FSH, que es evidente a las 48h y
que permanece hasta la finalizacion del estudio, 21 dias después. Sin embargo, en
las ratonas Gpr54 /T, el aumento de los niveles circulantes de LH no se aprecia
hasta los 21 dias tras la OVX y los niveles de FSH, aunque aumentan
significativamente desde las 48h hasta la finalizacion del experimento, lo hacen en
una magnitud que es marcadamente inferior a la observada en las ratonas Gpr54
+/+T, En ratonas Gpr54 /- la ausencia de estrégenos circulantes no indujo cambios

en los niveles circulantes de LH a ninguno de los tiempos estudiados.
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Figura 73. Niveles séricos de LH (ng/mL) en ratonas hembra adultas Gpr54+/+T, Gpr54 /Ty
Gpr54 /-, antes (Basal) y 48h, 7 d y 21 d después de la OVX. Los datos se representan como
la media + SEM de, al menos, 6 determinaciones independientes por grupo. *, p < 0.05; **,
p < 0.01 vs basal; a, b p<0.05 vs valores Gpr54+/+T en los grupos Gpr54 /-y Gpr54 /T,
respectivamente (ANOVA seguido de un test de rango multiple Student-Newman-Keuls).

Por su parte, en ratones macho adultos Gpr54 +/+T, la retirada de T por
ORX produjo un incremento muy significativo de los niveles circulantes de LH
(Fig.74) y FSH (datos no mostrados), que es evidente a las 48h y permanece hasta
la finalizacion del estudio 21 dias después. Sin embargo, en los animales Gpr54 /T
este aumento es significativamente inferior al que se produce en los ratones
control Gpr54 */+T. En los ratones macho Gpr54-/-1a eliminacién de T circulante por

ORX no incrementa los niveles de LH y FSH a ninguno de los tiempos estudiados.
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Figura 74. Niveles séricos de LH (ng/mL) en ratonas hembra adultas Gpr54+/+T, Gpr54 /Ty
Gpr54 /-, antes (Basal) y 48h, 7 d y 21 d después de la ORX. Los datos se representan como
la media * SEM de, al menos, 6 determinaciones independientes por grupo. ** p < 0.01 vs
basal; a, b p<0.05 vs valores Gpr54+/+T en los grupos Gpr54 /-y Gpr54 -/-T, respectiva-
mente (ANOVA seguido de un test de rango multiple Student-Newman-Keuls).
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4.3.4.2. . EFECTOS DEL AGONISTA GLUTAMATERGICO, NMDA, EN RATONES
MUTANTES Gpr54/-T

Para analizar la mediacion kisspeptidérgica de los efectos de vias del
glutamato (a través de receptores NMDA) sobre la liberacién de GnRH/gonadotro-
pinas, y sus posibles sitios de accidn, realizamos el experimento 19.

Nuestros resultados indican que la administracién central de NMDA a
ratones macho adultos Gpr54+/*T, Gpr54-/-T y Gpr54-/- cursa 15 min después con un
incremento muy significativo de los niveles circulantes de LH en todos los
genotipos estudiados (Fig.75 A). Sin embargo, este incremento fue significativa-
mente mayor en los ratones Gpr54~/-T, y marcadamente inferior en los ratones
Gpr54-/-. Los niveles séricos de FSH solo incrementaron significativamente tras la

administracién de NMDA en los ratones Gpr54 /T (Fig.75 B).
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Figura 75. Niveles séricos de LH (A) y FSH (B) (ng/mL) en ratones machos adultos
Gpr54+/+T, Gpr54-/-T y Gpr54-/-, 15 min después de la administracién i.c.v. de NMDA o
vehiculo. Los datos se representan como la media + SEM de, al menos, 7 determinaciones
independientes por grupo. **, p < 0.01 vs valores en los grupos correspondientes
inyectados con vehiculo; a, p<0.05 vs valores en Gpr54+/+T (ANOVA seguido de un test de
rango multiple Student-Newman-Keuls).

4.3.4.3. . EFECTOS DE LA MANIPULACION DEL GABA EN RATONES Gpr54-/-T

Para estudiar los efectos de la inactivacion de los receptores GABAa sobre la
liberacion de gonadotropinas en ratones macho adultos Gpr54+/+T, Gpr54-/-T y

Gpr54/-, realizamos el experimento 20.
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Nuestros resultados indican que 15 minutos después de la administraciéon
central a ratones macho adultos de un antagonista de los receptores GABAa
(PHPs01) se produjo un aumento muy significativo de los niveles circulantes de LH
en ratones Gpr54+/+*T y Gpr54-/-T, mientras que en los ratones Gpr54~/- no se
observé ninguna modificacién de los niveles circulantes de LH (Fig.76 A).

Asi mismo, nuestros resultados indican que los niveles circulantes de FSH
no se vieron alterados tras la administracion de PHPso1 en ninguno de los

genotipos estudiados, 15 min tras la administracion del antagonista (Fig.76 B).
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Figura 76. Niveles séricos de LH (A) y FSH (B) (ng/mL) en ratones machos adultos
Gpr54+/+T, Gpr54-/-T y Gpr54-/-, 15 min después de la administraciéon i.c.v. de PHPso: o
vehiculo. Los datos se representan como la media + SEM de, al menos, 7 determinaciones
independientes por grupo. **, p < 0.01 vs valores en los grupos correspondientes
inyectados con vehiculo (ANOVA seguido de un test de rango multiple Student-Newman-
Keuls).

4.3.4.4. ANALISIS EN MUTANTES Gpr54/7T DE LOS EFECTOS DE LAS
TAQUIQUININAS SOBRE LA LIBERACION DE GONADOTROPINAS

En el experimento 21 estudiamos la posible mediacién de la sefnalizacion de
kisspeptinas en el efecto que NKB y otras taquiquininas ejercen en el control de la
liberacion de gonadotropinas. Para ello, se analizaron los efectos de la activacién
selectiva de los receptores tipo 1, 2 y 3 de taquiquininas (NK1R, NK2R y NK3R) en
ratones macho adultos Gpr54-/-T, Gpr54+/+Ty Gpr54 -/-.
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Nuestros resultados muestran que 15 min después de la administracion
central del agonista de NK1R (GR_73632) a ratones Gpr54+/*T, Gpr54-/-T y Gpr54-/-
se produjo un incremento muy significativo de los niveles circulantes de LH en los
animales Gpr54+/*T y Gpr54-/-T, siendo este aumento de mayor magnitud en los
ratones Gpr54-/-T. En los ratones Gpr54-/- no se observo ninguna modificacion de
los niveles circulantes de LH (Fig.77 A).

Los niveles circulantes de FSH no se vieron alterados tras la

administracion GR_73632 en ninguno de los genotipos estudiados (Fig.77 B).
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Figura 77. Niveles séricos de LH (A) y FSH (B) (ng/mL) en ratones machos adultos
Gpr54+/+T, Gpr54-/-T y Gpr54-/-, 15 min después de la administracién i.c.v. de GR_73632 o
vehiculo. Los datos se representan como la media + SEM de, al menos, 8 determinaciones
independientes por grupo. **, p < 0.01 vs valores en los grupos correspondientes inyecta-
dos con vehiculo; a, p<0.05 vs valores en Gpr54+/*T (ANOVA seguido de un test de rango
multiple Student-Newman-Keuls).

Por otro lado, la administracidn central del agonista de NK2R (GR_64349)
produjo un incremento muy significativo de los niveles circulantes de LH en los
animales Gpr54+/*T y Gpr54~/-T, 15 minutos después de la administracién del
agonista. En los ratones Gpr54-/-no se observé ninguna modificacion de los niveles
circulantes de LH tras la inyeccion de GR_64349 (Fig.78 A).

A su vez, los niveles circulantes de FSH no se vieron alterados con la

administracién GR_64349 en ninguno de los genotipos estudiados (Fig.78 B)
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Figura 78. Niveles séricos de LH (A) y FSH (B) (ng/mL) en ratones machos adultos
Gpr54+/+T, Gpr54-/-T y Gpr54-/-, 15 min después de la administracién i.c.v. de GR_64349 o
vehiculo. Los datos se representan como la media + SEM de, al menos, 7 determinaciones
independientes por grupo. **, p < 0.01 vs valores en los grupos correspondientes inyecta-
dos con vehiculo (ANOVA seguido de un test de rango multiple Student-Newman-Keuls).

Finalmente, nuestros resultados muestran que 15 min tras la administracion
central del agonista de NK3R (Senktide) se produjo un aumento muy significativo
de los niveles circulantes de LH en los animales Gpr54+/+T y Gpr54~/-T; este
aumento fue de significativamente mayor en ratones Gpr54-/-T. En los ratones
Gpr54-/- no se observé ninguna modificacion de los niveles circulantes de LH
(Fig.79 A).

Los niveles circulantes de FSH no se vieron alterados con la

administracion GR_73632 en ninguno de los genotipos estudiados (Fig.79 B).
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Figura 79. Niveles séricos de LH (A) y FSH (B) (ng/mL) en ratones machos adultos
Gpr54+/+T, Gpr54-/-T y Gpr54-/-, 15 min después de la administracion i.c.v. de senktide o
vehiculo. Los datos se representan como la media + SEM de, al menos, 7 determinaciones
independientes por grupo. **, p < 0.01 vs valores en los grupos correspondientes inyecta-
dos con vehiculo; a, p<0.05 vs valores en Gpr54+/+*T (ANOVA seguido de un test de rango
multiple Student-Newman-Keuls).
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4.3.4.5. ANALISIS DE RESPUESTAS RELATIVAS DE SECRECION DE GONADOTRO-
PINAS A LOS DIFERENTES REGULADORES EN RATONES Gpr54-/-T

En epigrafes previos hemos presentado los cambios en niveles absolutos
de niveles de gonadotropinas tras la administracion de diversos reguladores
centrales y periféricos en los tres genotipos estudiados. Sin embrago, como se
mencion6 anteriormente, los ratones Gpr54 /T y Gpr54-/- presentan niveles
circulantes de LH significativamente elevados o disminuidos, respectivamente,
frente a los ratones control Gpr54+/+T. Por ello, a fin de facilitar la visualizacion de
nuestros resultados, hemos llevado a cabo el andlisis de las modificaciones
circulantes relativas (frente a valores basales) de los niveles de LH obtenidos tras
la administracién de las diferentes drogas. Los resultados se representan en la
Fig.80 como el incremento obtenido en relaciéon a los niveles observados tras la

administracién de vehiculo en cada genotipo.
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Figura 80. Incremento relativo de LH, 30 min después de la administracién de GnRH y 15
min después de la administraciéon de Kp-10, NMDA, NK1R, NK2R, senktide y PHP en
ratones Gpr54+/+T, Gpr54 -/-Ty Gpr54 -/-. Los datos se representan como la media + SEM de,
al menos, 7 determinaciones independientes por grupo. a, b, ¢, p < 0.05 vs
correspondientes valores basales (asimilados a linea de base 0); ANOVA seguido de un test
de rango multiple Student-Newman-Keuls. ND: niveles de incremento no detectables.
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4.3.5. ANALISIS EN RATONES Gpr54/-T DE LOS EFECTOS DE LEPTINA Y
GHRELINA SOBRE LA INGESTA DE ALIMENTOS

Con objeto de explorar el papel del sistema kisspeptidérgico en el control
metabolico, en el experimento 22, procedimos a la administracion i.c.v. de leptina,
ghrelina o vehiculo a ratones macho adultos Gpr54+/+T, Gpr54-/-T y Gpr54-/-.

Nuestros datos muestran que durante las 6 primeras horas que siguen a la
administracién de vehiculo, no se observan diferencias en la ingesta acumulada de
ninguno de los genotipos estudiados (Fig.81 A). Sin embargo, los datos
acumulados de 24 horas indican que los ratones Gpr54-/-T y Gpr54-/- ingieren

significativamente menos alimentos que los ratones Gpr54+/+T (Fig.81 B).
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Figura 81. Ingesta acumulada de alimentos (g) en ratones macho Gpr54+/+7T, Gpr54-/-T y
Gpr54-/- 6h y 24 h después de la administracidn i.c.v. de vehiculo. Los datos se representan
como la media + SEM de, al menos, 10 determinaciones independientes por grupo. **
p<0.01 vs valores en ratones Gpr54+/+T (ANOVA seguido de un test de rango multiple
Student-Newman-Keuls).

Por su parte, nuestros analisis indican que la administraciéon central de
leptina disminuye la ingesta de alimentos en todos los genotipos estudiados. En los
ratones Gpr54+/+T, la disminucién de la ingesta acumulada es significativa a partir
de las 10h y se mantiene hasta las 24 h. Por el contrario, en los ratones Gpr54-/-T la
ingesta disminuye de forma significativa a las 3 horas de la administracion de
leptina, y a partir de este momento aumenta alcanzando al final del experimento
unos niveles similares a los de los ratones inyectados con vehiculo. Finalmente, en
ratones Gpr54-/- solo se observa una disminucién significativa de la ingesta 24 h

después de la administracion de leptina (Fig. 82).
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A modo de resumen, en la Fig. 83 se muestran datos de ingesta acumulada a
las 6 y 24 h tras leptina o vehiculo. Mientras a las 6h no hay diferencias
significativas entre genotipos, a las 24 h, los ratones Gpr54+/*Ty Gpr54-/- muestran
el efecto anoréctico de la leptina, que no se detecta (significativamente) en los

ratones Gpr54-/-T, que muestran valores ingesta similares al grupo de vehiculo.
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Figura 83. Ingesta acumulada (g) en ratones macho adultos Gpr54+/+T, Gpr54-/-Ty Gpr54-/,
6y 24 h después de la administracion i.c.v. de vehiculo o leptina. Los datos se representan
como la media + SEM de, al menos, 10 determinaciones independientes por grupo. **
p<0.01 vs ratones inyectados con vehiculo (ANOVA seguido de un test de rango multiple
Student-Newman-Keuls).
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Por otro lado, en los ratones Gpr54+/*Ty Gpr54-/-T la administracién central
de ghrelina incrementa significativamente la ingesta durante las 6 o 10 primeras
horas que siguen al tratamiento, respectivamente, mientras que en los ratones
Gpr54-/-, este incremento solo se observa 24 h después del tratamiento con

ghrelina (Fig. 84 y 85).
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Figura 85. Ingesta acumulada (g) en ratones macho adultos Gpr54+/+T, Gpr54-/-Ty Gpr54-/-
,6 v 24 h después de la administraciéon i.c.v. de vehiculo o ghrelina. Los datos se
representan como la media + SEM de, al menos, 10 determinaciones independientes por
grupo. *, p=<0.05; **, p<0.01 vs ratones inyectados con vehiculo (ANOVA seguido de un test
de rango multiple Student-Newman-Keuls).
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5. Discusion

El presente trabajo de Tesis Doctoral tuvo como objetivos fundamentales:
(I) Caracterizar la participaciéon del sistema RFRP/NPFF1R en el control del eje
gonadotrépico y de sus posibles interacciones con otras sefiales centrales y
periféricas en este control; (II) Evaluar la posible implicacion del sistema
RFRP/NPFF1R en la homeostasis metabodlica y del peso corporal; y (II)
Caracterizar, de forma diferenciada, la participacion del sistema Kiss1/Gpr54 en el
control del eje gonadotrépico y la homeostasis metabdlica mediada por las
neuronas GnRH o del resto de localizaciones donde se expresa este sistema.

Nuestros conocimientos sobre el control del eje HHG en mamiferos y su
regulacion por diferentes factores, desde sefiales ambientales a sefiales metabdlicas,
han sido ampliados considerablemente en los ultimos afios [169, 301]. En este
sentido, se ha demostrado la participacién de un gran nimero de transmisores y
péptidos de origen central como reguladores del eje HHG. Entre estos
neuropéptidos, la familia de los péptidos RFa se ha propuesto que podria dirigir la
maduracion y funcién reproductora mediante el establecimiento de un equilibrio
entre sefiales estimuladoras (kisspeptinas) e inhibidoras (RFRP/GnlH) que
actuarian predominantemente a nivel central sobre el eje HHG [302].

Sin embargo, mientras que esta claramente documentado en numerosas
especies, incluyendo la humana, el papel indispensable del sistema Kiss1/Gpr54 en
el control de la pubertad y la fertilidad [169], aun sigue siendo discutida la
relevancia fisiologica real de los RFRPs en la regulacion de varios aspectos de la
reproduccion, debido en parte a la falta de herramientas de investigacion y
modelos experimentales plenamente adecuados.

En este contexto, y con el fin de avanzar en los conocimientos actuales sobre
el control del eje HHG, en el presente trabajo de Tesis llevamos a cabo la
caracterizacidn de la primera linea de ratones NPFF1R KO (generados por Lexicon
Pharmaceuticals) y profundizamos en el analisis de una nueva linea de ratones
Gpr54 KI, con expresion exclusiva de Gpr54 en células GnRH (cedidos por el
laboratorio del Dr. Glinther Schiitz). Con objeto de facilitar la discusién de los
resultados obtenidos, esta secciéon ha sido dividida en bloques tematicos

relacionados.
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Validacion y caracterizacion reproductora del modelo de ratéon NPFF1R KO

Como se ha indicado anteriormente, todavia existe una fuerte discusion
sobre la relevancia fisiolégica de los RFRPs en el control de la liberacion de las
gonadotropinas hipofisarias debido, en parte, a que las aproximaciones experimen-
tales empleadas hasta la fecha se han basado, fundamentalmente, en el analisis de
los efectos de la administracion central o periférica de dosis elevadas de RFRP-3 y
en el analisis de la respuesta hormonal y/o de marcadores de activacién neuronal.
En este sentido, s6lo un estudio ha analizado las consecuencias de la inhibiciéon de
la sintesis de los RFRPs, por medio de la administracion central cronica de
oligonucleotidos antisentido, en ratas macho pre-puberales [237].

En nuestro modelo de raton NPFF1R KO, la combinaciéon de andlisis de
expresion y de pruebas funcionales nos han permitido proponer hipétesis
plausibles sobre el papel de la sefializacién mediada por el sistema RFRP/NPFF1R
en el control central y periférico del eje HHG. Nuestros andlisis pusieron de
manifiesto, en los ratones WT, el efecto inhibidor de RFRP-3 sobre la liberacién de
LH tanto a nivel central como a nivel hipofisario. Ademas, la ausencia de respuesta
de LH a la administraciéon de RFRP-3 en los ratones carentes del receptor NPFF1R
no so6lo valida funcionalmente el modelo, sino que proporciona una evidencia
concluyente de que la via de accion del RFRP-3 es el receptor NPFF1R y no el
NPFF2R, cuya expresion se encuentra conservada en nuestros ratones mutantes.

Los datos obtenidos en el raton NPFF1R KO indican que la sefializacion
mediada por este receptor no es imprescindible para una correcta edad de llegada
de la pubertad en ninguno de los dos sexos, ni parece determinante en hembras en
la definicion de los niveles de gonadotropinas circulantes con los que se alcanza la
pubertad, ya que en las ratonas NPFF1R KO la edad de aparicidn de la AV coincide
con niveles de LH y FSH semejantes a los presentados por las ratonas WT. Ademas,
en estas ratonas mutantes, el andlisis histologico de los ovarios fue normal,
mostrando un namero similar de ovulaciones al presentado por las ratonas WT, lo
que refuerza la idea de que los niveles circulantes de gonadotropinas y su patrén
pulsatil de liberacion no requiere, en hembras, de la integridad funcional de la

sefalizacidn de los RFRPs mediada por el receptor NPFF1R.
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Al igual que en hembras, los ratones NPFF1R KO presentan el signo externo
de pubertad, la SPB, a la misma edad que los WT; sin embargo, durante el periodo
peri-puberal los machos NPFF1R KO mostraron niveles circulantes de LH elevados,
lo que sugiere que la integridad del sistema RFRP/NPFF1R inhibitorio es
necesaria, en machos, para el mantenimiento de niveles fisiol6gicos de LH durante
la pubertad. No obstante, a nivel histolégico, los ratones macho pre-puberales
NPFF1R KO mostraron un desarrollo testicular aparentemente normal y en el dia
35 postnatal, la mayoria de ellos habian completado la primera ola espermatogé-
nica, como lo demuestra la presencia de tibulos seminiferos en fase VIII, asi como
células de Leydig bien diferenciadas en el intersticio. Estos datos son compatibles
con los niveles normales de FSH que presentan los ratones NPFF1R KO el dia de
aparicion de la SBP y sugiere que en ellos la sintesis de testosterona esta
preservada.

En la misma linea, nuestros datos demuestran que, en consonancia con el
papel inhibidor que se ha propuesto para a GnlH/RFRP, la ausencia de NPFF1R no
condiciona la fertilidad de los ratones. Asi, las hembras NPFF1R KO mantienen
conservada tanto la ciclicidad estral como la amplitud del pico pre-ovulatorio de
LH; este ultimo aspecto es relevante ya que sugiere que la eliminacién de una sefial
inhibitoria no induce un aumento de la magnitud de la liberacién pre-ovulatoria de
LH desencadenante de la ovulacion. Por otro lado, la eliminacién congénita de la
sefalizacidon por RFRPs result6 en un moderado aumento del nimero de crias por
parto. Sin embargo, la modesta magnitud de la mayor parte de estas respuestas
sugiere la existencia de otros mecanismos de autoregulaciéon en respuesta a la
eliminacidn de la sefializacion por RFRP para evitar la desregulacion del eje HHG.

En este sentido, el hecho de que la eliminaciéon de una sefial inhibidora no
provoque una disminucién de la funcién reproductora, como se pone de manifiesto
en nuestro modelo NPFF1R KO, sugiere que la ausencia de efectos de RFRP no
genera, siquiera en etapas mas tempranas, una sobre-estimulacion persistente del
eje HHG que podria conducir a desensibilizaciéon del mismo y por lo tanto una
supresion de la funcion reproductora. No obstante, si observamos un cierto grado
de hiper-actividad constitutiva del eje gonadotrépico en los ratones NPFF1R KO, ya

que ademas de los altos niveles de LH que presentaban los ratones machos durante
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la pubertad, también se detectaron niveles elevados de FSH durante la edad adulta
y una tendencia a un mayor peso de las gbnadas en ambos sexos en este modelo.
Dado el propuesto papel reciproco de la sefializacion por RFRP vy
kisspeptinas en el control central del eje HHG, generamos una linea doble mutante
NPFF1R/Gpr54 KO, con inactivacién congénita de los receptores para RFRP y
kisspeptinas. Esta nueva linea nos permitiria desvelar si la eliminacién congénita
de las acciones de una sefial inhibidora como el RFRP podria revertir, al menos en
parte, la insuficiencia reproductiva causada por la ausencia de sefalizacidon
kisspeptidérgica. De hecho, una estrategia similar se ha utilizado anteriormente
para evaluar la interaccién dindmica de factores reguladores reciprocos, como la
leptina y la ghrelina [303]. En nuestro estudio, la alta mortalidad prenatal (de
origen aun desconocido), ha impedido alcanzar un nimero elevado de ratones
dobles mutantes. Sin embargo, el analisis fenotipico y hormonal de las ratonas
NPFF1R/Gpr54 KO generadas nos permite afirmar claramente que la eliminaciéon
de la sefializaciéon por RFRP no rescata el profundo hipogonadismo hipogonado-
tropo caracteristico de los ratones Gpr54 KO. Esta observacién implica que el papel
inhibidor de RFRP no parece tener una importante participacién en el fenotipo
reproductivo de los individuos con deficiencia en el sistema Kiss1/Gpr54, y sugiere
que la funcién reguladora de GnlH/RFRP es menos relevante y probablemente esté

subordinada a la funcién esencial de las kisspeptinas en el control de eje HHG.
Interacciones de RFRP y otros reqguladores: Estudios en el modelo NPFF1R KO

Ademas de la caracterizaciéon fenotipica y hormonal antes descrita, los
estudios funcionales aplicados en el modelo NPFF1R KO nos han permitido
avanzar en la caracterizacion del papel fisioldgico del sistema RFRP/NPFF1R en la
mediacion de las acciones reguladoras sobre el eje HHG de diversos reguladores
clave, tanto centrales como periféricos.

Asi, a pesar de la evidencia farmacolégica previa acerca del efecto de RFRP-
3 sobre la secrecion de gonadotropinas en mamiferos, la posible participacién de
esta sefial en la mediacion del feedback negativo que los esteroides gonadales
ejercen sobre la liberacion de gonadotropinas era en gran medida desconocida. No
obstante, recientemente se ha documentado que el 25% de las neuronas RFRP

expresan receptores de estrogenos ERa, asi como el efecto inhibidor de los
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estrégenos y testosterona sobre la expresion hipotalamica de RFRP en ratones
[304]. Sin embargo, este efecto no se ha observado en ratas [238], donde ademas
no se ha estudiado de forma directa la relevancia funcional de la sefializacién por
RFRP en el control del feedback negativo de los esteroides gonadales.

Nuestros datos son los primeros en documentar la alteracion de los perfiles
de liberacion de LH que se producen en respuesta a la retirada de los esteroides
gonadales en ausencia de NPFF1R. En concreto, nuestros resultados muestran que,
a corto plazo, hay retraso en la respuesta de LH a la retirada de los esteroides
gonadales en los ratones mutantes de ambos sexos, hasta el punto de que en
hembras la respuesta de LH a la OVX no se detecta hasta pasadas las 48h y en los
machos la elevaciéon de LH post-ORX esta significativamente disminuida a este
tiempo en los ratones NPFF1R KO. A mas largo plazo, la ausencia del NPFF1R
produce una respuesta sexualmente dimorfica ya que 7d después de la OVX en las
ratonas mutantes se observan niveles de LH significativamente mayores que en
ratonas WT OVX, mientras que en los machos la respuesta de LH se normaliza 7d
después de la ORX y se mantiene en los mismos niveles que en los ratones WT ORX
hasta la finalizacién del periodo de estudio. En todo caso, los datos obtenidos en
hembras son compatibles con un moderado papel del sistema RFRP/NPFF1R,
como freno del aumento de los niveles circulantes de LH que produce la OVX.

Adicionalmente, nuestros datos también indican que la respuesta de FSH a
la retirada de las génadas aparece en hembras WT a las 48h, mientras que en
hembras NPFF1R KO no aparece hasta los 7d; fendmeno similar al que se observa
en los niveles circulantes de LH. En el caso de los machos, la respuesta es similar en
los animales WT y NPFF1R KO durante todo el periodo de estudio. Todo ello
sugiere un modesto papel del sistema RFRP/NPFF1R en el control feedback
negativo de la secrecion de FSH en ambos sexos.

Ademas de por los esteroides gonadales, la funcién reproductora se
encuentra regulada por numerosas sefales de naturaleza aminoacidica y peptidica
de origen central, que modifican la liberacion de GnRH. [52, 97, 305, 306]. Esta
modificacion pueden ejercerla actuando directamente sobre las neuronas GnRH o
bien, indirectamente, a través de neuronas interpuestas. En el caso de las neuronas
RFRP, diferentes estudios han demostrado que, en mamiferos, un porcentaje

apreciable de las neuronas GnRH se encuentran en estrecho contacto con las
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terminaciones de las neuronas RFRP [204, 209, 210, 212]. Por ello, llevamos a cabo
estudios neuroendocrinos dirigidos a valorar posibles interacciones del sistema
RFRP/ NPFF1R con otros reguladores centrales muy relevantes del eje HHG, tales
como GnRH, kisspeptinas y NKB, empleando nuestro modelo mutante desprovisto
de receptor NPFF1R. Los analisis realizados en el raton NPFF1R KO muestran una
clara alteracion en la respuesta neuroendocrina, medida principalmente en
términos de secrecion de LH, frente a importantes estimuladores del eje HHG,
como son GnRH y NKB, asi como una alteracidon en los niveles de expresion de
Kiss1 en algunas areas concretas del hipotalamo.

En concreto, nuestros resultados indican que la falta de sefializaciéon
mediada por NPFF1R induce una respuesta secretora de LH aumentada tras la
administracién de GnRH, y una respuesta de LH disminuida tras la administracién
al agonista del receptor de NKB, senktide, sin que se observen diferencias en la
respuesta a Kp-10. Estos datos sugieren que la deficiencia en NPFF1R incrementa
la capacidad de respuesta hipofisaria a GnRH, mientas que disminuye la respuesta
de las neuronas Kiss1 a NKB. De hecho, algunos estudios sefialan a la hipéfisis
como uno de los principales lugares de accién a través de los cuales GnlH/RFRP
ejerce su accion inhibidora de la liberacion de gonadotropinas [217, 307]; este sitio
de accién predominante seria compatible con la elevacion exagerada de los niveles
de LH que hemos observado en nuestros ratones NPFF1R KO en respuesta a la
administracidn in vivo de GnRH.

Por el contrario, no tenemos constancia de ningin estudio que haya
abordado el estudio de la posible interacciéon entre la sefializaciéon por GnlH/RFRP
y el sistema Kiss1/NKB. Nuestros datos sugieren que la eliminacion congénita de la
sefializacion por NPFF1R perjudica, en parte, la respuesta de las neuronas Kiss-
peptidérgicas a NKB a través de un(os) mecanismo(s) aun desconocido(s). Sin
embargo, esta deficiencia en la respuesta a NKB detectada en el raton NPFF1R KO
no parece implicar una disminucién de la expresion del ARNm de Kiss1 en el ARC,
ya que los ratones KO presentan de hecho una mayor expresion del gen Kiss1 y un
mayor numero de neuronas Kissl en comparacion con los ratones WT,
especialmente en el nucleo ARC. Estas observaciones serian compatibles con un
control inhibitorio de la expresion de Kiss1 por el sistema RFRP/NPFF1R. De

hecho, datos recientes indican que el 25% de las neuronas kisspeptidérgicas del
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nucleo ARC expresan receptores NPFF1R y que el 35% de esta poblacion recibe
terminales axénicos de las neuronas RFRP [308]. Nuestros resultados son la
primera evidencia funcional de la actividad reguladora de dichas vias RFRP en el

control de las neuronas Kiss1 en un modelo fisiolégico.
Sistema RFRP en la regulacion integrada de metabolismo y reproduccion

La existencia de una estrecha relaciéon entre el balance energético y la
reproduccién es un hecho bien establecido que se evidencia por la inhibicién de la
reproduccion en condiciones de balance energético negativo. A pesar de ello, aun
se desconocen algunos de los mecanismos fundamentales por los cuales se
produce este control reciproco. Dado que, en base a evidencias fundamentalmente
farmacolégicas, el sistema RFRP ha sido propuesto recientemente como un posible
mediador entre la homeostasis metabdlica y la funcion reproductora [289], en la
presente Tesis nos propusimos profundizar en este aspecto.

Asi, en una primera aproximacion analizamos la posible conexién entre la
sefalizaciéon por RFRP y la modificacién de la liberacién de gonadotropinas que se
produce en respuesta al estrés metabdlico. Para ello, sometimos a ratones macho
NPFF1R KO a condiciones de insuficiencia energética mediante ayuno a corto
plazo, o bien a sobrealimentacion mediante la exposicion a largo plazo a una
alimentacién con HFD; situaciones ambas que se asocian a niveles variables de
supresion de la secrecidon de gonadotropinas en animales control.

Llamativamente, a pesar de no detectarse cambios en la evolucion del peso
corporal a lo largo de la edad en condiciones de ingesta ad libitum, los ratones
NPFF1R KO mostraron una disminucién de peso exagerada en respuesta al ayuno,
lo que estaria en concordancia con la funcién descrita de este neuropéptido como
factor orexigénico [289]. Sin embargo, a pesar de la drastica disminucién de peso
tras 12 h de ayuno, no se observo en nuestros ratones mutantes la rapida caida de
los niveles circulantes de LH que si presentaban los ratones WT. Por otra parte, la
alimentacién con una HFD durante 9 semanas provocé en los ratones WT un
aumento de peso del 40%, en relaciéon a los ratones alimentados con una dieta
control, asociado a una disminucion de los niveles circulantes de LH. Sin embargo,
en los ratones NPFF1R KO, a pesar de producirse un aumento de peso similar al

observado en los ratones WT, la alimentacién con una HFD no produjo modifica-
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ciones significativas de los niveles circulantes de LH. En conjunto, estas
observaciones sugieren que los mecanismos por los cuales las condiciones
metabdlicas extremas inhiben el eje gonadotrépico probablemente impliquen
cambios en la sefializacién por GnlH/RFRP, tales como un aumento del tono
inhibitorio por RFRP. En este sentido, estudios previos han demostrado un
aumento de la actividad de las neuronas RFRP-ir durante periodos de subnutricién
en hamster [309].

De otra parte, los estudios metabdlicos en nuestro modelo NPFF1R KO han
permitido poner de manifiesto ciertas alteraciones fenotipicas que son compa-
tibles con un papel de este sistema en el control de la homeostasis energética y
metabolica. Asi, ademdas de la mencionada mayor caida del peso corporal tras el
ayuno, los estudios de evolucion y respuestas a dietas en nuestro modelo NPFF1R
KO advierten de un claro dimorfismo sexual, ya que mientras que en los ratones
macho NPFF1R KO el incremento de peso tras exposiciéon a una HFD no muestra
diferencias con respecto a los ratones WT, en las hembras la ausencia de NPFF1R
parece ser un factor condicionante de una rapida elevaciéon de masa corporal tras
HFD, que alcanza valores de peso superiores a los de ratonas control. En la misma
linea, nuestros estudios en ratonas expuestas a HFD y OVX evidencian una
ganancia de peso acelerada en las mutantes NPFF1R KO tras la eliminaciéon de
secreciones gonadales. Todo ello sugiere que, en las hembras, la ausencia
congénita de sefializaciéon por NPFF1R predispone al desarrollo de un fenotipo
obeso, si concurren otros factores predisponentes, como HFD y ovariectomia.

Sobre este dltimo, es conocido que la ausencia de estrégenos no solo tiene
un claro efecto sobre la liberaciéon de gonadotropinas por la eliminacion del
feedback negativo, que éstos ejercen sobre la liberacion de kisspeptinas/GnRH,
sino que también influye sobre la homeostasis metabdlica, causando un marcado
aumento del peso corporal. Dada la existencia de ERa en las neuronas RFRP y la
posible implicacion de este sistema en el control de la ingesta, es plausible que el
sistema RFRP/NPFF1R pudiera jugar un papel como mediador de los efectos de los
estrogenos en el control del peso corporal; aspecto éste que no habia sido
analizado hasta la fecha. Nuestros estudios muestran como el déficit de estrégenos,
que operan como sefial de saciedad, produce el esperado aumento de peso en las

ratonas WT. Del mismo modo, las ratonas NPFF1R KO responden a la retirada de
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los estrogenos circulantes con un aumento de peso; no obstante, este aumento es
mayor y se produce antes, siendo significativo ya tras 6 semanas de OVX. Este
efecto potenciador inducido por la ausencia congénita de NPFF1R en ratonas
hembra es, de alguna forma, opuesto al esperable para una sefial orexigénica y no
casa con el mayor descenso de peso corporal observado en machos sometidos a
ayuno (ver Fig. 584), lo que reforzaria el posible dimorfismo sexual, ya apuntado,
del papel del sistema RFRP/NPFF1R en el control de la homeostasis energética del
organismo.

En el Ambito metabdlico, nuestro estudio también abordd el analisis de la
posible funcién del sistema RFRP/NPFF1R en la mediacién de los efectos sobre la
ingesta de sefiales hormonales relevantes, como la leptina y la ghrelina. En este
sentido, se ha sugerido que las neuronas RFRP interaccionan con neuronas
NPY/AgRP y POMC/CART del ARC, que son capaces de responder a factores
metabdlicos tanto de origen central como periférico, que incluyen la leptina y la
ghrelina. Asi, en condiciones de balance energético negativo, como el ayuno, con
niveles circulantes de leptina muy bajos o incluso indetectables, se estimula la
actividad neuronal NPY/AgRP, lo que produce un aumento en la ingesta de
alimentos. Por el contrario, en situaciones de balance energético positivo con
suficientes reservas energéticas y niveles fisiolégicos o incrementados de leptina,
se activan las rutas neuronales anorexigénicas POMC/CART. Por su parte, la
ghrelina es la sefial orexigénica periférica mas potente descrita hasta la fecha.
Su administracion, ya sea central o periférica, produce un incremento, dosis-
dependiente, de la ingesta en roedores [310], mediado, en parte, por el aumento en
el nucleo ARC de la expresion de NPY/AgRP y la inhibicion de las neuronas
POMC/CART [311].

Como se ha apuntado, la presencia de proyecciones de las neuronas RFRP
hacia las neuronas NPY/AgRP y POMC/CART en el nucleo ARC [290], junto con
datos recientes que muestran un efecto inhibidor directo de GnlH sobre las
neuronas POMC [285] y atenuador del efecto de las kisspeptinas sobre estas
neuronas [285], sugieren que la posible participacién del sistema RFRP/NPFF1R
en el control metabdlico podria estar mediada por ambas poblaciones neuronales.

Nuestros resultados confirman el efecto inhibidor de la leptina sobre la

ingesta, independientemente de la exposicién previa a dietas de alto o bajo
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contenido en grasa. No obstante, nuestros estudios son los primeros en poner de
manifiesto diferencias en cuanto al tiempo de aparicion del efecto anorexigénico
de la leptina dependiendo de la presencia o no de sefializacién mediada por
NPFF1R y de la exposicion previa a HFD. En concreto, en los ratones WT, la leptina
tuvo un efecto rapido (1 h) sobre la ingesta en los ratones con sobrepeso por
exposicion a HFD, mientras que en los animales alimentados con LFD fueron
necesarias 10 h para observar efectos significativos de la leptina. Por el contrario,
en los ratones NPFRR1 KO, se detect6 un rapido efecto de la leptina independiente-
mente del tipo de dieta consumida antes de la administracion de esta hormona.

En el caso de la ghrelina, los animales alimentados con una LFD presentaron
el mismo patrén de respuesta independientemente del genotipo, mostrando un
rapido aumento de la ingesta tras la administracién de ghrelina, que se atenta con
el tiempo. Por el contrario, los ratones con sobrepeso por estar alimentados con
una HFD mostraron patrones de respuesta a ghrelina diferenciados segin su
genotipo. Asi, en los ratones WT alimentados con HFD, la ingesta aument6 a las 3 h
de la administracion de ghrelina y el efecto de la hormona se mantuvo durante 24
h, mientras que en ausencia de sefializacién por NPFF1R, la ingesta no se modificd
de forma significativa tras la inyeccién de ghrelina, a ninguno de los tiempos
estudiados.

En su conjunto, los datos obtenidos sugeririan una participacién, presumi-
blemente moderada pero detectable, del sistema RFRP/NPFF1R en la mediacién de
los efectos de leptina y ghrelina en el control de la ingesta. En términos generales,
los ratones NPFF1R KO muestran una mayor sensibilidad a las acciones
anorécticas de la leptina y una resistencia a las acciones orexigénicas de la
ghrelina, lo que seria globalmente compatible con un papel predominantemente
orexigénico del sistema RFRP, en linea con datos previos [216, 217, 237, 288, 289].
En todo caso, es destacable que algunas de las alteraciones en las respuestas a
leptina y ghrelina en el modelo NPFF1R KO son de magnitud modesta y so6lo se
detectan en condiciones de estrés metabdlico por exposicion previa a HFD, lo que
podria sugerir la presencia de mecanismos compensadores. Del mismo, esta por
determinar si los cambios en las respuestas a leptina y ghrelina en ratones macho

NPFF1R KO descritos en este trabajo se producen igualmente en hembras, toda vez
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algunos de nuestros datos apuntan a un posible dimorfismo sexual en el papel
metabolico del sistema RFRP/NPFF1R.

Finalmente, en el ambito de la caracterizacion del papel del sistema RFRP/
NPFF1R en la homeostasis metabodlica, analizamos en nuestro modelo mutante con
ausencia de NPFF1R los niveles basales circulantes de glucosa e insulina. En los
animales alimentados con HFD, observamos una hiperglucemia con respecto a los
animales alimentados con una LFD, siendo ésta independiente del genotipo. Sin
embargo, este aumento no se acompafi6 de variaciones significativas de los niveles
de insulina. En todo caso, debido a que en experimentos metabdlicos previos
observamos que el papel del sistema RFRP/NPFF1R se pone especialmente de
manifiesto en situaciones “extremas”, llevamos a cabo un test de tolerancia a la
sobrecarga de glucosa en nuestros ratones, como parametro que determina, de
manera indirecta, la resistencia a insulina. Los resultados obtenidos mostraron
que, tras la administracion i.p. de un bolo de glucosa, los niveles circulantes de ésta
aumentaron de forma significativa a los 20 min, normalizandose a las 2 horas en
todos los modelos estudiados, excepto en los ratones NPFF1R KO alimentados con
una HFD, que mostraron una hiperglucemia persistente. Estos datos, conjuntamente
con otros hallazgos sobre cambios del peso corporal en respuesta a HFD, sugieren
que la ausencia de sefializacién por NPFF1R magnifica el deterioro metabdlico

inducido por factores obesogénicos, con la HFD.
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Caracterizacion fenotipica y hormonal del eje reproductor en ratones Gpr54 KI

La asociacion en humanos y roedores de un cuadro de hipogonadismo
hipogonadotropo con mutaciones inactivantes del gen GPR54/Gpr54 puso de
manifiesto el importante papel del sistema Kiss1/Gpr54 en la puesta en marcha y
mantenimiento de la funcién reproductora [129, 130]. Estas observaciones
iniciales impulsaron una intensa actividad investigadora dirigida a elucidar
diferentes aspectos del papel fisiologico de este sistema en el control
neuroendocrino de la reproduccién, y mas recientemente su posible papel en la
regulacion de la homeostasis metabdlica. Para ello, se han utilizado hasta la fecha,
junto con diversas aproximaciones farmacoldgicas, modelos de ratones mutantes
para Kiss1 y Gpr54. En la actualidad, ademads de los mutantes globales para Kiss1y
Gpr54, se han desarrollado dos nuevos modelos de ratones para el estudio del
sistema Kiss1/Gpr54 [297]. En uno de estos modelos, se elimin6 de forma selectiva
Gpr54 en las neuronas GnRH; en el otro, se llevo a cabo una re-expresion selectiva
de Gpr54 en las neuronas GnRH, sobre la base de ratones Gpr54 KO globales (el
raton Gpr54 Kl o Gpr54-/-T).

Con el propdsito de evaluar la importancia de la sefializacién kisspepti-
dérgica directa sobre neuronas GnRH en el control de la regulacion del eje HHG y
su posible participacién en la homeostasis metabélica, incorporamos a nuestro
laboratorio la nueva linea Gpr54 KiI, cedida por el laboratorio del Prof. Giinther
Schiitz, enla que enunbackground deficiente de Gpr54, se consigue la re-expresion
de este receptor selectivamente en células GnRH [297]. La caracterizacién
fenotipica y neuroendocrina detallada de este modelo ha formado parte del trabajo
de la presente Tesis Doctoral. Es destacable que, si bien la validacion y un estudio
fenotipico muy general del modelo Gpr54 KI ha sido publicada muy recientemente
[297], nuestros analisis son los primeros en valorar de forma sistematica aspectos
muy relevantes del funcionamiento de los sistemas HHG y metabélico en el ratén
con expresion selectiva de Gpr54 en células GnRH.

Los datos relativos a la caracterizacion de la funciéon gonadal obtenidos en
este trabajo indican que, a nivel ovarico, las ratonas Gpr54-/-T adultas muestran un
ovario funcional con foliculos en crecimiento, aunque también se observan
numerosos cuerpos luteos en regresién, ademdas de la presencia de quistes
epiteliales en la médula ovarica. En la literatura, estudios realizados en modelos de
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ratones con envejecimiento acelerado han demostrado que las alteraciones de la
regresion de los cuerpos luteos dan lugar a cuerpos liteos persistentes, que son
caracteristicos del envejecimiento ovarico en las ratonas [312]. La presencia de los
cuerpos lateos en regresidn y los quistes ovaricos, que podrian ser indice de una
senescencia ovarica prematura en las ratonas Gpr54-/-T, explicarian que, a pesar de
las alteraciones que se observan en los cortes histolégicos, el peso de ovario en
este genotipo es similar al de las hembras control. En todo caso, es resefiable que los
cambios ultra-estructurales del ovario no se asocian a alteraciones notables del ciclo
estral o la fertilidad, al menos a las edades estudiadas. Igualmente, es destacable
que las alteraciones ovaricas apuntadas tienen lugar en ausencia de diferencias
detectables en los niveles de gonadotropinas circulantes entre ratones controles y
Gpr54-/-T. Considerando que en roedores se ha descrito la expresion de Gpr54 en
ovario, nuestros datos en el modelo Gpr54 KI, que mantiene los efectos de
Kisspeptinas en neuronas GnRH pero no en otros tejidos, serian compatibles con
un impacto directo del déficit de sefializacién de kisspeptinas en el ovario. En todo
caso, el fenotipo ovarico moderado del ratén Gpr54 KI contrasta con el marcado
hipogonadismo de nuestros mutantes deficientes globales Gpr54-/-, que presentan
niveles muy bajos de gonadotropinas circulantes, atrofia ovarica y ausencia de
ovulacion, lo que coincide con otros modelos de ratonas Gpr54-/-[130, 192, 313] y
confirma el papel claramente predominante de la sefalizacién central (vs.
periférica) de kisspeptinas en el control del eje HHG.

Por otra parte, en los ratones macho Gpr54-/-7, los resultados de caracteriza-
ciéon gonadal indican que, a pesar de presentar una espermatogénesis completa,
éstos exhiben numerosas alteraciones ultra-estructurales, tales como tubulos
seminiferos de menor diametro y un menor nimero de células germinales, lo que
coincide con la presencia en estos ratones de numerosas células en apoptosis y de
espermatides multinucleadas en degeneracion, ademas de una disminucion del
peso de sus testiculos y epididimos. A pesar de estos indices de disfuncion
testicular, los ratones macho no ven comprometida su fertilidad y presentan SBP,
como signo externo de la pubertad. Por otro lado, el analisis hormonal mostr6 un
aumento de los niveles circulantes de LH en los machos Gpr54-/-T, aunque no se
observan diferencias en los niveles circulantes de FSH. A su vez los niveles

circulantes de T no estaban alterados en este genotipo, a pesar de la elevacion de la
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LH (principal estimulo de la esteroidogénesis testicular), mientras que la secrecién
basal de T in vitro por testiculos de ratones Gpr54-/-T fue significativamente menor
que la de los controles Gpr54+/+T. De nuevo, todo ello es compatible con un impacto
del déficit de sefializacidn de kisspeptinas directamente a nivel testicular, en linea
con estudios previos de expresion que han constatado la presencia de Gpr54 en
testiculo [114, 136-139, 145]. En cualquier caso, y al igual que en las hembras, el
fenotipo testicular en el raton Gpr54 KI es mucho mas moderado que el que
presentan los ratones macho Gpr54~/-, caracterizado por ausencia total de
espermatogénesis, asi como una disminucion de la secrecion de T y del peso
testicular, y atrofia de epididimos, con ausencia de SBP e infertilidad. De nuevo,
estos datos coinciden con los datos obtenidos en diferentes modelos de ratén
Gpr54 KO [130, 132, 178, 190] y refuerzan el papel dominante de los efectos
centrales de las kisspeptinas en el control estimulador del eje reproductor,

también en el macho.

Interacciones de kisspeptinas y otros reguladores del eje HHG: Estudio de

acciones directas vs indirectas sobre neuronas GnRH en el raton Gpr54/-T

Aunque existe el consenso que Gpr54 se expresa de manera prominente en
neuronas GnRH para mediar una parte sustancial de las acciones de kisspeptinas
sobre el sistema reproductor, datos previos en la literatura han documentado la
expresion de Gpr54 en diversos tejidos, incluyendo elementos del eje HHG
distintos de las neurona GnRH hipotalamicas, tales como las neuronas POMC del
ARC, la hipofisis y las génadas [114, 136-139, 145]. Sin embargo, el papel de las
supuestas acciones extra-GnRH de las kisspeptinas ha sido objeto de considerable
debate, sin que su relevancia fisiolégica haya sido suficientemente aclarada hasta
la fecha. La disponibilidad del modelo Gpr54~/-T con ausencia de expresion del
receptor Gpr54 (y por tanto de acciones de kisspeptinas) salvo en células GnRH
ofrece una herramienta poderosa para valorar de forma comparativa la
importancia fisiolégica de las acciones directas vs. indirectas (o independientes) de
kisspeptinas sobre este elemento clave del eje reproductor. Por este motivo, en la
presente Tesis implementamos una serie de test neuroendocrinos en este modelo,
en los que valoramos la magnitud de respuestas gonadotropicas a la manipulacion

de diversas sefiales centrales y periféricas clave en el control del sistema HHG;

145



Discusion

respuestas que comparamos con las obtenidas en ratones control Gpr54+/+T y
ratones con deficiencia completa de Gpr54 (Gpr54-/-).

Con caracter general, nuestros estudios de respuesta a GnRH y Kp-10
demostraron que el ratéon Gpr54/-T no so6lo tiene preservada la capacidad
hipofisaria de respuesta a GnRH (aspecto que comparte con el Gpr54 KO global),
sino que muestra respuestas conservadas a la administracidon central de Kp-10;
respuestas que estdn obviamente ausentes en el ratén Gpr54~/-. Aunque esta
observacion no excluye la posibilidad de efectos de las kisspeptinas en otras
poblaciones celulares del SNC, nuestros datos avalan un efecto claramente
prominente de las kisspeptinas en neuronas GnRH, que podria compensar, al
menos a las dosis testadas, la ausencia de efectos extra-GnRH de las kisspeptinas
en el modelo Gpr54-/-T. En todo caso, es destacable que las respuestas relativas de
LH a la estimulacién con Kp-10 fueron ostensiblemente menores en los ratones
Gpr54-/-T frente a los controles, lo que sugeriria la existencia de acciones centrales
de kisspeptinas independientes de efectos directos sobre neuronas GnRH. Por otra
parte, la conservacion de las respuestas a GnRH en los modelos Gpr54-/-Ty Gpr54-/-
sugiere que el papel de la sefializacion de kisspeptinas en el control de la secrecién
de gonadotropinas directamente a nivel hipofisario es, en el mejor de los casos,
modesto, y claramente supeditado al de sus acciones reguladoras del GnRH
hipotalamico.

Estudios previos en modelos con inactivacion congénita tanto de Kiss1
como de Gpr54 habian sugerido que la sefializacién por kisspeptinas desempeia
un papel indispensable en la mediacién del efecto inhibidor de los esteroides
gonadales sobre la secrecion de GnRH/LH [151, 190, 192]; aspecto éste
confirmado por los resultados de esta Tesis en ratones Gpr54-/-. Sin embargo, no
ha sido aclarado hasta la fecha si esta accidn es llevada a cabo de forma directa
sobre neuronas GnRH o a través de mecanismos indirectos. Con objeto de evaluar
este fendmeno analizamos en nuestro modelo Gpr54-/-Tlas respuestas de secrecion
de LH y FSH tras la gonadectomia, tanto en machos como en hembras. Nuestros
datos evidencian que los ratones Gpr54-/-T de ambos sexos, a pesar de responder a
la GNX con un aumento de los niveles circulantes de LH, lo hacen en una menor
magnitud que los ratones control, y en el caso de las hembras, esta respuesta s6lo

se observa de forma muy diferida. Estas observaciones sugieren que si bien la

146



Discusion

accion directa de kisspeptinas en neuronas GnRH juega un papel destacable en la
mediacién de los efectos feedback negativos de los esteroides gonadales sobre la
secrecion de gonadotropinas, la sefializacion de Gpr54 en otras poblaciones
celulares, ausente en el modelo Gpr54-/-T, contribuye igualmente a este fenémeno,
de manera especialmente destacada en hembras.

De modo andlogo, empleamos el modelo Gpr54-/-T para evaluar las inter-
acciones de kisspeptinas con otros reguladores centrales de la secrecion de GnRH,
y los presumibles sitios de accion donde éstas pudieran producirse. En este
sentido, y como ha sido apuntado previamente en esta Memoria, el GnRH es el
efector final comun a través del cual numerosas sefiales de origen central y
naturaleza aminoacidica o peptidica participan en el control de la funcién
reproductora [52, 97, 305, 306]. Estas sefiales pudieran modular la secrecion de
GnRH, ya sea actuando directamente sobre las neuronas GnRH y/o,
indirectamente, a través de neurona(s) interpuesta(s).

En el caso del sistema Kiss1/Gpr54, diferentes estudios han demostrado la
presencia de Gpr54 en el soma y terminales axénicos de las neuronas GnRH [262,
264], asi como numerosas proyecciones directas de las neuronas Kiss1 hacia estas
localizaciones. Esto sugiere que, al menos una parte sustancial del efecto
estimulador que las kisspeptinas ejercen sobre la liberaciéon de GnRH es llevado a
cabo de forma directa actuando sobre los receptores presentes en las neuronas
GnRH. En todo caso, dadas las caracteristicas de las kisspeptinas como potentes
activadores de las neuronas GnRH, una posible actuacién complementaria de las
kisspeptinas a nivel post-sinaptico, modificando la respuesta de GnRH a otros
neurotransmisores es igualmente factible. De hecho, las neuronas GnRH reciben
aferencias y presentan receptores especificos para un gran numero de
neurotransmisores tales como glutamato, GABA, GnlH o NKB [305]. Dado que,
ademas, han sido descritas proyecciones de neuronas kisspeptidérgicas hacia otras
zonas del SNC desde donde parten terminales axénicos que contactan con las
neuronas GnRH, es igualmente posible parte del efecto estimulador de la liberaciéon
de GnRH que ejercen las kisspeptinas pudiera estar mediado a través de
neurona(s) interpuesta(s). Esta posibilidad, sin embargo, ha sido escasamente

analizada hasta la fecha.
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Datos previos indican que la neurotransmisién glutamatérgica, ejercida a
través de receptores ionotropicos (iGlu-R: NMDA, AMPA y KA) y, en menor medida,
metabotréopicos (mGIuR), juega un papel esencial en la puesta en marcha de la
funcion reproductora durante la pubertad y en el mantenimiento de la misma
durante la edad adulta, debido a su efecto estimulador de la liberaciéon de
gonadotropinas [52, 314, 315]; efecto éste que se confirma por nuestros estudios
en ratones macho adultos inyectados con NMDA (agonista de los receptores iGlu-R
tipo NMDA). De hecho, las neuronas GnRH presentan, en su soma y terminales
axonicos, un gran numero de receptores AMPA [316-318]; sin embargo el nimero
de receptores tipo NMDA son escasos [52]. Esta distribucién podria ser compatible
con la hipotesis de que una parte importante de las acciones que el glutamato
ejerce a través de NMDA, sobre el control de GnRH, podria llevarse a cabo a través
de neuronas intermediarias [52], mientras que las mediadas por AMPA podrian

llevarse a cabo de forma directa (Fig. 86).
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Figura 86. Representacion esquemadtica del modelo propuesto para las posibles
interacciones entre la sefializaciéon por glutamato y kisspeptinas en el control de la
liberacién de GnRH.

En relacion a la posible mediacion de las Kkisspeptinas en el efecto
estimulador que el glutamato ejerce sobre la liberacion de gonadotropinas, datos
previos, incluidos propios de nuestro grupo, indican que en ratones con déficit
congénito global de Gpr54 o Kiss1, la administracion de NMDA induce un aumento

moderado pero detectable de los niveles de LH, lo que sugiere que una parte de la
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sefializacion por NMDA es independiente de las vias Kiss1l. En todo caso, la
magnitud de estas respuestas a NMDA es inferior en los ratones con inactivacién
global del sistema Kiss1/Gpr54 [313, 319]. Nuestros datos en ratones Gpr54-/-T, con
sefalizacidn kisspeptidérgica exclusiva en neuronas GnRH, indican que la respuesta
de LH a la administracion central de NMDA es, en valores absolutos, de una
magnitud ligeramente mayor a la de los ratones control, lo que podria estar
relacionado con un menor freno gonadal de la secrecion de gonadotropinas, que se
manifiesta en unos valores basales incrementados de LH en el ratén Gpr54-/-T. No
obstante, en términos de aumento relativo, las respuestas de LH a estimulacién
central con NMDA en el modelo Gpr54-/-T fueron de una magnitud inferior a la de
los controles, y similar a la detectada en los ratones Gpr54-/-, lo que sugiere que es
necesaria la sefializacién extra-GnRH de kisspeptinas para alcanzar respuestas
gonadotrépicas completas a NMDA en condiciones fisiologicas (i.e., con input
gonadal y niveles basales de LH normales).

Al igual que el glutamato, la sefalizacién GABAégica, mediada por los
receptores GABAa (ionotrépicos) y GABAg (metabotrépicos), juega un papel
esencial en el control de la secreciéon de gonadotropinas mediante la regulacién de
la actividad de las neuronas GnRH [97, 320-322]. Sin embargo, los estudios in vivo
e in vitro muestras diferencias en cuanto a los efectos de la sefializacion por GABA
en el control de la actividad neuronal de GnRH. Asi, mientras que la administraciéon
in vivo de agonistas de los receptores GABAa produce un efecto inhibidor de la
secrecion de LH [97], los estudios electrofisiolégicos muestran tanto respuestas
inhibidoras (hiperpolarizantes) como estimuladoras (despolarizantes) sobre las
neuronas GnRH [97].

Nuestros estudios in vivo apoyan hallazgos previos que muestran un efecto
neto predominantemente inhibidor de GABA sobre la liberacion de gonadotro-
pinas, a través de los receptores ionotréopicos GABAa, como se pone de manifiesto
por el hecho de que el bloqueo de estos receptores con un antagonista especifico
(PHPs01) indujo un aumento muy significativo de los niveles circulantes de LH. En
todo caso, datos previos en la literatura han sugerido la posible interaccion entre la
sefializacion kisspeptidérgica y GABAérgica. Asi, se ha descrito que la mayoria de
las neuronas Kiss1 del AVPV parecen ser GABAérgicas, en contraste con las del

nucleo ARC, que muestran mayoritariamente marcadores glutamatérgicos y en
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menor medida GABAérgicos [322]. Igualmente, se ha documentado que las Kkiss-
peptinas pueden contrarrestar los efectos inhibitorios de la sefalizaciéon por
GABAg en las neuronas GnRH [323]. Ademas, estudios electrofisiolégicos en las
neuronas GnRH, donde se describe un efecto estimulador (despolarizante) de
GABA sobre la actividad de dichas neuronas, han mostrado que la Kp-10 es capaz
de incrementar la respuesta de las neuronas GnRH a GABA, mientras que el
bloqueo de la sefializacion GABAérgica reduce la respuesta de las neuronas GnRH
a Kp-10 [321].

Nuestros datos demuestran que la integridad de la sefalizacion de
kisspeptinas es indispensable para la expresion del efecto estimulador in vivo del
bloqueo de los receptores GABA4, habida cuenta la administracion del antagonista
PHPs01 no provoco la esperable elevacién de los niveles de LH en ratones con
déficit global de Gpr54. Por el contrario, en ratones Gpr54-/-T las respuestas de LH
a la inyeccion de PHPsp1, tanto absolutas como relativas, fueron similares a las
obtenidas en ratones control. Esta observacidn sugiere que la interaccién arriba
indicada requiere de una funcién Gpr54 preservada las células GnRH, ya sea por un
efecto pre-sinaptico de GABA sobre neuronas Kiss1 (que resultaria en un aumento
del tono kisspeptidérgico tras el bloqueo con PHPso1) y/0 a través de un efecto
post-sinaptico, por el cual la ausencia de acciones de kisspeptinas en neuronas
GnRH impidiera la activacion de estas neuronas tras el bloqueo de receptores
PHPs01. Ambas hipotesis son plausibles, si bien hasta el momento no ha sido
analizada la presencia de receptores GABA en las neuronas Kiss1.

Entre los diversos neuropéptidos implicados en el control del sistema
reproductor, la NKB ha sido identificada en los ultimos afios como un regulador
esencial del eje HHG en diversas especies de mamiferos, con un papel predomi-
nantemente estimulador en la liberacion de GnRH/gonadotropinas [69, 140, 141,
324, 325]. No obstante, persiste cierto debate acerca de si los efectos de la NKB
sobre la liberacion de GnRH/gonadotropinas pudieran llevarse a cabo de forma
directa sobre las neuronas GnRH o indirecta, a través de otros sistemas neuronales
interpuestos. La observaciéon de que las neuronas GnRH parecen expresar el
receptor NK3R en los axones que proyectan hacia la eminencia media avalaria un
efectos directo de NKB [64]. Sin embargo, los datos de expresién y funcionales,

obtenidos en diversas especies en los ultimos afos, sugieren que, integrandose en
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la red neuronal KNDy, donde se co-expresa con Kisspeptinas y dinorfina [63, 140],
la NKB estimularia la liberaciéon de GnRH de forma indirecta, gracias a su capacidad
de incrementar, a través de circuitos de (auto-)regulacion local, la secrecion de
kisspeptinas. Estas ultimas, actuando sobre Gpr54 presentes en las neuronas GnRH,
operarian como efectores de las acciones de NKB. De hecho, la identificacion de las
neuronas KNDy ha suscitado un enorme interés ya que su estudio esta permitiendo
poner de manifiesto las precisas interacciones entre kisspeptinas y NKB en el
control de la excitabilidad de las neuronas GnRH [305].

En concordancia con la hipdtesis arriba indicada, mientras que la adminis-
tracién del agonista de NKB, senktide, en ratones control Gpr54+/*T indujo una
potente respuesta en términos de liberacién de LH, este efecto no se observo en
ratones con deficiencia global para el receptor de kisspeptinas (Gpr54-/-), lo que
avala la idea de que los efectos de NKB requieren indispensablemente de la
integridad de la sefalizacién de kisspeptinas. Por otro lado, el hecho que las
respuestas absolutas y relativas de LH a senktide estén plenamente conservadas
en el ratén Gpr54/-T confirma que un elemento esencial de esta interaccién
NKB/Kiss1 es la accién final de kisspeptinas, presumiblemente estimuladas por
NKB, sobre Gpr54 en neuronas GnRH, en linea con lo planteado por el modelo KNDy.

Por otra parte, datos electrofisiolégicos recientes sugieren que no s6lo NKB
actuando sobre NK3R, sino también otras taquiquininas con accién selectiva sobre
receptores NK1R (como la sustancia-P) y NK2R (como NKA), pudieran estimular la
actividad de neuronas GnRH [326]. Sin embargo, los efectos gonadotrépicos in vivo
de estas taquiquininas y sus posibles interacciones con la sefializacién de
kisspeptinas no han sido estudiadas hasta la fecha. Nuestros datos son los
primeros en mostrar que, al igual que para el sistema NKB/NK3R, otras
taquiquininas, actuando sobre receptores NK1R y NK2R, serian capaces de inducir
potentes respuestas de secrecion de LH, como marcador subrogado de activacion
de neuronas GnRH. Destacablemente, y de forma similar a los efectos de NKB, la
activacion de la liberacion de GnRH/LH mediada por los receptores NK1R y NK2R
requiere de la integridad funcional del sistema Kiss1/Gpr54, lo que sugeriria la
posible participacion de otras taquiquininas (ademas de NKB) en el sistema KNDy.
En todo caso, es interesante apuntar las diferencias observadas en términos de

respuestas secretoras relativas tras la activacion de los diferentes receptores de
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taquiquininas; asi, mientras las respuestas relativas de LH a los agonistas de NK1R
y NK3R fueron similares entre los ratones Gpr54~/-T y los controles Gpr54+/+, las
inducidas por la activacion de NK2R fueron claramente de menor magnitud en el
ratén Gpr54-/-T, lo que sugiere diferencias en las rutas implicadas en la sefializacién
de los efectos de las distintas taquiquininas, y en su dependencia total o parcial de

los efectos de las kisspeptinas.

Papel metabdlico del sistema Kiss1: Acciones de leptina y ghrelina sobre la

ingesta en el ratéon Gpr54/-T

Como se ha apuntado en epigrafes previos, la sefalizacion kisspeptidérgica
se ha postulado como una via esencial para el desencadenamiento de la pubertad
y el mantenimiento de la fertilidad en la edad adulta. Adicionalmente, en los
ultimos afios se ha estudiado la posible implicacion del sistema Kiss1/Gpr54 en la
interaccidon dinamica entre el estado energético del organismo y el eje HGG [282,
327, 328] y su papel como mediador de las acciones de diversos reguladores
metabolicos de la reproduccién. Asi, la administracion icv de leptina en modelos
animales incrementa la expresion hipotalamica de KissI en el nucleo ARC [283],
mientras que la administracion de ghrelina la inhibe [329]. Estas observaciones,
unidas a datos de expresion que sugieren una disminucion del tono
kisspeptidérgico en condiciones de stress metabolico, han llevado a postular que,
de forma directa y/o indirecta, las neuronas Kiss1 participan en la transmision de
los efectos reproductivos de diversas sefiales de gran importancia en el control
metabdlico, tales como la leptina y la ghrelina.

Por otra parte, recientemente se ha descrito un efecto estimulador de las
kisspeptinas sobre las neuronas POMC/CART, asi como una inhibicién de las
neuronas NPY/AgRP mediante mecanismos indirectos, activando la sefalizaciéon
mediada por vias GABAérgicas [330]. Estas acciones de las kisspeptinas serian
compatibles con un papel directo de este sistema en el control metabdlico y de la
ingesta (con un posible efecto anoréctico), maxime por ser las neuronas POMC/
CART y NPY/AgRP nodos clave en la transmision de los efectos reguladores de
leptina y ghrelina, entre otras sefales periféricas. Sin embargo, la posible
relevancia fisiologica del sistema Kiss1/Gpr54 en este ambito ha sido escasamente

estudiada hasta la fecha.
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En este contexto, en la presente Tesis analizamos los efectos de leptina y
ghrelina sobre la ingesta de alimentos en nuestro modelo Gpr54-/-T, que mantiene
niveles globalmente conservados de funciéon gonadal gracias a la expresiéon
selectiva de Gpr54 en células GnRH pero que carece de sefalizacion kisspeptidérgica
en otras localizaciones celulares, presumiblemente relevantes en la mediacion de
posibles efectos de kisspeptinas en el control de la ingesta. A modo comparativo,
analizamos igualmente las acciones sobre la ingesta de leptina y ghrelina en
ratones control Gpr54+/*T, asi como en ratones con deficiencia global de Gpr54
(Gpr54/-). El severo hipogonadismo de este ultimo genotipo, sin embargo, es un
posible factor de confusion, toda vez es bien conocido que los esteroides gonadales
tienen per se un papel destacado en el control metabélico.

Nuestros resultados demuestran que la eliminacién global de sefializacion
kisspeptidérgica o su ausencia en todas las localizaciones salvo en células GnRH
produce una disminucién significativa de la ingesta de alimentos, toda vez que la
ingesta acumulada de 24 h en los ratones Gpr54~/-y Gpr54-/-T fue inferior a la
detectada en ratones control. Esta observacion sugeriria un efecto extra-GnRH de
las kisspeptinas en el control de la ingesta; curiosamente, el descenso de ingesta
observado en nuestros modelos KO seria opuesto al esperado para una sefial
anorexigénica, como ha sido sugerido para las kisspeptinas, aun en base a un tnico
estudio en ratones [287].

Por otro lado, la administraciéon central de leptina o ghrelina indujeron
globalmente los esperados efectos anorexigénicos y orexigénicos, respectivamente,
en todos los genotipos analizados. Sin embargo, los perfiles temporales de
respuesta de ingesta presentaron ciertas diferencias dependiendo de la hormona
(leptina vs. ghrelina) y el modelo. Asi, considerando las respuestas de ingesta
acumulada a 24 h, el efecto anoréctico de la leptina, que se observa en ratones
control, no se detect6 en ratones Gpr54-/-T, lo que sugeriria que la sefializacion de
kisspeptinas en células distintas de neuronas GnRH es necesaria para transmitir
los efectos saciantes de esta hormona. Curiosamente, sin embargo, los efectos de
leptina si se detectaron en ratones Gpr54-/- con ausencia global de sefializacién
kisspeptidérgica. Los mecanismos subyacentes a este fendmeno permanecen
desconocidos, pero podrian implicar la puesta en marcha de eventos compensato-

rios o la interferencia del estado de hipogonadismo, selectivamente en los ratones
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Gpr54-/-. Por otra parte, el efecto orexigénico de la ghrelina, detectado en ratones
control en términos de ingesta acumulada a las 6 h, se observé igualmente en el
modelo Gpr54-/-T, pero no en el ratén Gpr54~/-, donde el aumento de ingesta
inducido por ghrelina solo se detecté atenuadamente en términos de ingesta
acumulada a 24 h. Estos datos sugeririan que la expresién completa del efecto
orexigénico de la ghrelina requeriria la integridad de la sefializacién de
kisspeptinas en neuronas GnRH y, por extension, de la funcionalidad del eje
gonadotropico. El papel que pudieran jugar los esteroides gonadales en este

proceso debe ser investigado en el futuro.
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6. CONCLUSIONES

En la presente Tesis Doctoral nos propusimos avanzar en la caracterizaciéon
del papel fisiolégico de los sistemas RFRP/NPFF1R y Kiss1/Gp54 en la regulacién
del eje reproductor, y su relacién con otros sistemas homeostaticos relevantes,
como los de control metabdlico. Las principales conclusiones obtenidas de

nuestros estudios son las siguientes:

« Sistema RFRP/NPFF1R:

¢ La eliminacion de la sefalizacion por el sistema RFRP/NPFF1R no provoca una
sobre-estimulacion marcada y persistente del eje HHG, si bien son detectables
alteraciones compatibles con su papel inhibidor, tales como la elevacién de los
niveles de LH y FSH y el aumento de la expresion hipotaldmica de Kiss1; en
todo caso, la funcién reguladora del sistema RFRP/NPFF1R es mas modesta y

probablemente esté subordinada ala funcién esencial del sistema Kiss1/Gpr54.

¢ El sistema RFRP/NPFF1R actda a nivel hipofisario incrementando la capacidad
de respuesta de los gonadotropos a GnRH y a nivel central mediante un control
inhibitorio de la expresion de Kiss1. Ademas, la falta de sefializacion NPFF1R
disminuye la respuesta de las neuronas Kiss1 a NKB y altera de forma sexual-
mente dimorfica el control feedback de secrecion de LH por esteroides

gonadales.

¢ El sistema RFRP/NPFF1R participa en la inhibicién del eje gonadotropico en
condiciones metabdlicas extremas como el ayuno y el sobrepeso inducido por
HFD, y parece estar implicado en la mediaciéon de los efectos de leptina y
ghrelina en el control de la ingesta. Ademas, la ausencia de sefalizaciéon por
NPFF1R altera la homeostasis energética de manera sexualmente dimérfica y
tiende amagnificar el deterioro metabolico inducido por factores obesogénicos,

como la HFD.

« Sistema Kiss1/Gpr54:

¢ Los efectos centrales de las kisspeptinas, especialmente sobre neuronas GnRH,
juegan un papel dominante en el control estimulador del eje reproductor, en

ambos sexos.
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e La sefalizacion de Gpr54 en poblaciones celulares diferentes a las neuronas
GnRH contribuye a la mediacion de los efectos feedback negativos de los
esteroides gonadales sobre la secrecion de gonadotropinas, especialmente en

hembras.

¢ El efecto inhibidor sobre la secrecion de LH de la sefializacién GABAa requiere
de la integridad de la sefializacion kisspeptidérgica, mientras que los efectos
extra-GnRH de las kisspeptinas parecen necesarios para alcanzar respuestas

gonadotrépicas completas a NMDA en condiciones fisiologicas.

e Diversas taquiquininas, actuando sobre los receptores NK1R, NK2R y NK3R,
pueden inducir potentes respuestas estimuladoras de LH mediante diferentes
rutas de accion, con dependencia total o parcial de la sefializacién kisspepti-

dérgica, en consonancia con el modelo de regulaciéon de las neuronas KNDy.

e La eliminacién de la sefalizacion de Gpr54 global o en sitios extra-GnRH
produce alteraciones variables de las respuestas de ingesta a leptina y
ghrelina: los efectos de la ghrelina requieren de la integridad de la sefializacion
kisspeptidérgica en neuronas GnRH (y de la funcion del eje HHG), mientras que

los efectos delaleptinarequieren ademas de efectos extra-GnRH de kisspeptinas.
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