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RESUMEN






Las kisspeptinas (kps) son una familia de péptidos derivados de un precursor comun
codificado por el gen kissl, caracterizado inicialmente por su capacidad para inhibir la
metastasis tumoral a través de su receptor kisslr. Mas recientemente, numerosos estudios
han demostrado que el sistema kissl/kisslr juega un papel esencial en el control
neuroendocrino del eje reproductor, donde actua estimulando la liberacién de GnRH a nivel
hipotaldmico. Sin embargo, la expresion de kiss1 y kiss1r en tejidos distintos pero relacionados
con el hipotdlamo nos llevd a postular que estas moléculas podrian ejercer funciones
reguladoras en lugares adicionales del sistema neuroendocrino, como la hipdfisis y dos de sus
dianas fisiolégicas, el testiculo y el tejido adiposo. Los resultados de la presente Tesis
demuestran que, en efecto, kiss1 y kiss1r se expresan funcionalmente en células de hipdfisis
de ratas peripuberales en cultivo, de modo que el tratamiento con kisspeptina 10 (kp-10)
induce un incremento del nivel de calcio libre citosélico ([Ca*']) de una subpoblacién de
gonadotropas y somatotropas y estimula consecuentemente la liberacion de LH y GH. Ademas,
observamos que la presencia de E2 en el medio de cultivo provoca una sensibilizacion
diferencial de la respuesta de las células adenohipofisarias a la kp-10, que se refleja en
aumentos de la proporcién de células que muestran incrementos de la [Ca*]; y de la expresidn
de los receptores para GHRH y ghrelina, claves en la funcién de las somatotropas, y que en
ciertos casos, facilita la secrecion hormonal en respuesta a kp-10. Igualmente, observamos que
en la hipofisis se produce una regulacion sutil, homdloga y heterdloga, del sistema kiss1/kiss1r,
de modo que sus niveles de expresion sufren modificaciones durante el desarrollo postnatal,
asi como tras el tratamiento in vitro con GnRH, GHRH y/o kp-10 y bajo diferentes condiciones
metabdlicas, siendo tales modificaciones dependientes del género del animal y de la presencia
de esteroides sexuales. Por ultimo, observamos que el sistema kissl/kisslr se expresa en
6rganos distales al eje hipotadlamo-hipofisario como son el testiculo y el tejido adiposo de rata
y ratén, y que su expresion estd regulada durante el desarrollo postnatal, asi como por
factores metabdlicos y por los niveles energéticos. El conjunto de nuestros resultados apoya la
hipotesis de que el sistema kissl/kisslr puede actuar como un integrador entre los ejes
metabdlico, somatotrdpico y reproductor actuando a multiples niveles, desde el hipotdlamo a

la hipdfisis y sus dianas.

Las importantes funciones reguladoras del sistema kiss1/kisslr hacen interesante el
desarrollo andlogos con actividad agonista/antagonista mas potentes y eficaces. Hemos
generado una serie de andlogos de la kp-10 de rata mediante sustituciones puntuales de cada
uno de sus aa por Alanina, y analizamos sus propiedades funcionales mediante estudios in vivo
e in vitro. Nuestros resultados indican que las posiciones 6 y 10 de la kp-10 son criticos para la
activacion de kiss1r, y sugieren que las modificaciones en estas posiciones, especialmente la 6,
podrian permitir la generacién de nuevos andlogos de la kp-10 con valiosas aplicaciones

terapéuticas.






SUMMARY



Kisspeptins (kps) are a family of peptides derived from a common precursor encoded
by kiss1 gene, which were initially characterized by their capacity to inhibit tumor metastasis
trough their receptor kisslr. More recently, a number of studies have demonstrated that the
kiss1/kiss1r system plays an essential role in the neuroendocrine control of the reproductive
axis, where it acts stimulating GnRH secretion at the hypothalamic level. However, kiss1 and
kiss1r expression in tissues distinct from but related to the hypothalamus, prompted us to
propose that these molecules may exert regulatory functions in additional places of the
neuroendocrine system, such as the pituitary and two of its physiological targets: testis and
adipose tissue. Results from this Thesis show that, indeed, kiss1 and kiss1r are functionally
expressed in cultured pituitary cells from peripubertal rats, where kp-10 treatment elicits an
increase in [Ca®']; in a subset of gonadotropes and somatotropes and consequently stimulates
LH and GH release, respectively. Moreover, we observe that presence of E2 in culture medium
evokes a differential sensitization in pituitary cells to kp-10, by increasing both the proportion

'], and the expression of GHRH and Ghrelin receptors,

of kp10-responsive cells in terms of [Ca
which are essential for somatotrope function, and also in some cases, by facilitating hormone
secretion in response to kp-10. Similarly, we observe that the kiss1/kisslr system is under a
fine regulation, both homologous and heterologous, in pituitary, since their expression levels
undergo modifications throughout postnatal development, as well as after in vitro treatment
with GnRH, GHRH and/or kp-10, and under different metabolic conditions. Moreover, these
modifications are dependent on animal gender and on the presence of sex steroids. Finally, we
observe that the kiss1/kisslr system is expressed in peripheral tissues, like testis and adipose
tissue, in rat and mouse, and that this expression is regulated during postnatal development,
and by metabolic factors and energy status. Taken as a whole, our results support the
hypothesis that the kissl/kisslr system may operate as an integrator between metabolic,

somatotropic and reproductive axes, by acting at multiple levels, from the hypothalamus to

the pituitary and their targets.

The important regulatory functions of kissl/kisslr system make it interesting to
develop analogs with agonist/antagonist activity, and more potency and efficiency. We have
generated a series of rat kp-10 analogs by means of substitutions of each aa by Alanine, and
we have analyzed their functional properties using in vivo and in vitro studies. Our results
indicate that positions 6 and 10 of kp-10 are critical for kiss1r activation, and suggest that new
modifications in these positions, especially in the position 6, may enable the generation of new

analogs of kp-10 with valuable therapeutic applications.
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1. Sistema kiss1/kiss1r.

1.1 KISS1 y KISS1R

El gen KISS1 se identificd por primera vez en 1996 como un gen sobrexpresado
en lineas celulares de melanoma con baja capacidad metastatica “ 2 En 1998 se llevé a
cabo la clonacién y localizacién cromosdmica del gen KISS1 en humanos, y se observo
el caracter antimetastatico de este gen3. Los productos peptidicos del gen KISS1 se
caracterizaron en el afo 2001 y se denominaron kisspeptinas (kps). Se trata de una
familia de proteinas originadas por el procesamiento proteolitico diferencial de un
precursor comun o pre-proproteina de 145 aa (Fig. 1), que da lugar como producto
mayoritario a la kisspeptina-54 (kp-54) o metastina en virtud de su capacidad para
inhibir la metastasis tumoral. En roedores, el gen Kiss1 presenta una homologia de
entre un 46% y un 52% con su ortélogo humano, y codifica un precursor proteico de
130 aa, cuyo procesamiento da lugar a la kp-52. Tanto en humano como en roedores,
ademas de la kp-54 y la kp-52 respectivamente, también se originan una serie de
fragmentos mds cortos y de secuencia mds conservada, como la kp-14 y kp-13, que
junto con la kp-10, comparten los 10 aa de la region C-terminal. Esta region presenta el
motivo terminal Arg-Phe-NH, caracteristico de la superfamilia de péptidos RF-amida,
con funciones de neurotransmision y neuromodulacion (Fig. 1), y es la regién
biolégicamente activa responsable de la unién de las kps al receptor y de su
activacion®®.

A Prepro-Kisspeptina B
1 1920 121 124 145
NH,{ I ﬁ'fﬁ Ja 15,4 kDa

/ \ Humano YNWNSFGLRF
|

Chimpancé YNWNSFGLRF

kp-54 | l |- 5,9 kD
>t e = @ Rattn YNWNSFGLRY
kp-14 1== 1,7 kDa Rata YNWNSFGLRY
o @ Oveja YNWNSFGLRY
kp-13 E:m 1,6 kDa Zebrafish  yNLNSFGLRY
kp-10 = 1,3 kDa

Fig.1. (A). Procesamiento proteolitico del precursor del gen KISS1 para generar la familia de las
kisspeptinas. (B) Comparacion de la secuencia de kisspeptina-10 (kp-10) de distintas especies.

INTRODUCCION



INTRODUCCION

En el afio 1999, en un contexto sin conexion con los estudios sobre kissl, se
clon6é a partir de tejido de rata un receptor acoplado a proteina G inicialmente
huérfano, denominado por ello GPR54, y actualmente conocido como kisslr.
Posteriormente, se identificé su ortélogo humano, llamado inicialmente AXOR12 o
hOT7T175, y conocido actualmente como KISSIR > °. Aunque su descubrimiento tuvo
origen en la elevada homologia de su secuencia (>40%) con la de los receptores de
galanina /, poco después se demostré que no hay interaccidén funcional entre la
galanina y el receptor de kiss1 °.

Dos afos mas tarde se establecié por primera vez la conexidn entre KISS1R y
sus ligandos, los productos del gen KISS1, gracias a la observacién de que la kp-54
inhibia la metdstasis pulmonar de células de melanoma in vivo, a través de su
interaccion con KISS1R °. Esta observacion se confirmé por dos estudios adicionales * >,
en los que se reveld que las kps son capaces de unirse y activar al receptor KISS1R,
siendo la kisspeptina-10 (kp-10) la que lo hace con mayor actividad.

En humanos, el ARNm de KISS1 se expresa mayoritariamente en placenta, y
también se detecta su expresién en testiculo, pancreas, higado e intestino delgado (Fig
2.1y 2.2) *® mientras en rata, el ARNm de kiss1 se expresa de forma mayoritaria en
colon, ovario, Utero, intestino delgado, higado, bazo y rifidn, aunque también se
detecta su expresion en otros tejidos (Fig 2.3) %, EI ADNc de KISS1 se ha clonado en
humano, chimpancé, macaco, toro, rata, ratdén, oveja y cerdo, pero su secuencia
todavia no se ha clonado en especies de no mamiferos, aunque recientemente se han
aportado evidencias sobre la presencia del sistema kissl/kisslr en el pez cebra vy la
rana toro > *°.

El ARNm de KISSIR en humano se expresa en cerebro, incluyendo el
hipotalamo, y en otros érganos como la hipdfisis, la placenta y el pancreas (Fig 2.1y
2.2) * ©. Mientras que en rata, el ARNm de kissir se detecta principalmente en
cerebelo, ovario, colon y placenta, y en menor medida en otros tejidos (Fig 2.3) 8 la
secuencia de KISSIR se ha clonado no sélo en especies de mamiferos como humano,
macaco, rata, ratdn y cerdo, sino que también se ha clonado en algunas especies de no

mamiferos como la rana toro, el erizo de mar, el pez cebra, la tilapia, la lisa y la corvina
9-14



Copy (ratio to GAPDH = 100)

y a su receptor, lo que en ocasiones generaba cierta confusién ya que no permitian
distinguir si se hablaba del gen o de la proteina, ni tampoco permitian diferenciar entre
especies. Un articulo de revisién publicado recientemente propone emplear una nueva

nomenclatura unificada para los componentes del sistema kiss1/kiss1r, que es la que
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Fig. 2. Expresion del sistema KISS1/KISSIR en diferentes tejidos humano vy rata. (1) Anélisis
mediante rt-PCR de KISS1 (a) y KISS1R (b) en tejidos humanos normales (blanco) y en tejidos tumorales
(negro) (tomado de Ohtaki et a/.ﬁ). (2) Determinacion mediante rt-PCR de la distribucién de KISS1R en
diversos tejidos (A) y regiones del cerebro (B) humanos (tomado de Kotani et al. 4) (3) Analisis mediante
PCR de la distribucion de kiss1 (A) y kiss1r (B) en varios tejidos de rata (tomado de Terao et al. 8).

En los ultimos cinco afios se han usado distintos términos para referirse a kiss1

seguiremos en este trabajo (Tabla 1) .

brain

heart

kidney

skeletal muscle

fetal liver

fetal brain

adrenal gland
cDNA(-)
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Kisspeptina Receptor de la kisspeptina
ESPECIE Gen/ARNmM Péptido Gen/ARNmM Péptido
KISS1/ KISS1R/
Humano KISS1 ARNm KISS1 KISSIR ARNm KISS1R
Especies no kiss1/ kissir/
kiss1 kiss1r
humanas kiss1 ARNm kiss1r ARNm

Tabla 1. Nomenclatura recomendada para el gen y la proteina de la kisspeptina y su receptor
en humano y en no humanos®.

1.2. Papel del sistema KISS1/KISS1R en la metastasis tumoral.

Diferentes analisis funcionales demostraron que tanto la metastina como las
demas kps son capaces de inhibir la metastasis en diferentes tumores como
melanoma, cancer de mama, cancer de pancreas, carcinoma de tiroides, carcinoma de
ovario y carcinoma de vesicula biliar, hepatocarcinomas y feocromocitomas malignos 2
61621 ) 3 regulacién a la baja de la expresién del gen KISS1 se ha considerado como un
indice de mala prognosis en la metdstasis de tumores como melanomas, tumores

16, 19, 22, 23
. En este

gastricos, tumores de vejiga y células de carcinoma esofagico
sentido, se han obtenido numerosas pruebas moleculares y clinicas que sugieren que
el sistema KISS1/KISS1R juega un importante papel en la inhibicidn de la metdstasis y
progresién tumoral **, un fenémeno con obvias implicaciones terapéuticas. Sin
embargo, la posibilidad de que KISS1 sea un supresor universal de la metdstasis esta
aun sometida a debate, ya que algunos estudios recientes en cancer de mama y en
carcinoma hepatocelular han puesto de manifiesto que, al menos en estos tipos de
tumores, la sobre-expresion de KISS1 resulta en fenotipos mas agresivos y con peor

prognosis > ¢



1.3. Papel del sistema KISS1/KISS1R en el control neuroendocrino

de la reproduccion.

-Mutaciones de KISS1R e hipogonadismo hipogonadotrépico.

En el afio 2003, la investigacidon en el campo de las kps sufri6 un cambio
espectacular cuando los grupos liderados por de Roux 27 y Seminara 8 descubrieron,
de forma independiente, la presencia de deleciones y mutaciones inactivantes del
receptor KISSIR en pacientes afectados de hipogonadismo hipogonadotrépico
idiopatico (Fig 3). Clinicamente este sindrome se caracteriza por la ausencia o el
retraso del inicio de la pubertad e infertilidad como consecuencia de los bajos niveles

plasméticos de gonadotropinas y esteroides sexuales *°.

Arg 331Leu

Arg331Stop

333

Leu148Ser

(Stop399arg)

Fig. 3. Representacién esquematica de las deleciones y mutaciones inactivantes del gen KISS1IR
observadas en pacientes con hipogonadismo hipogonadotrépico. Los puntos negros indican las
mutaciones, con la referencia de la sustitucion aminoacidica. Los puntos grises indican la delecion
predicha por de Roux et al. %7 El asterisco indica la posicidn predicha por Lanfranco et al. 30 para la
insercion que provoca un cambio en la fase de lectura (tomado de Roa et al. 31).

El indispensable papel de KISS1R en la fertilidad de los mamiferos se corrobord
mediante la generacidon de ratones carentes del gen kisslr, que presentaban un

fenotipo similar a los humanos que sufrian inactivacién de KISS1R *® 3%

. En concreto,
los ratones knock-out (KO) macho presentan los caracteres sexuales secundarios poco
desarrollados, con testiculos de pequefio tamafo y bajos niveles de testosterona (Fig.
4), mientras que las hembras presentan defectos en la apertura vaginal, ovarios y
Utero de pequefio tamafio y fallos en la concepcion (Fig. 4). Posteriormente, se
demostrd que ratones KO para kissl presentan un fenotipo similar a los ratones

34, 36

carentes de kiss1r . En ambos tipos de ratones, la falta de desarrollo completo del
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sistema reproductor no parece ir acompafiada de otros defectos de similar magnitud
en el resto de sistemas organicos, si bien no se descarta que pueda existir otro tipo de

alteraciones mas sutiles que aun estén por descubrir.

v

fenﬁlawl female -/-

Fig. 4. Anatomia de los dérganos reproductores de ratones macho y hembra silvestres (wt) y
mutantes para kiss1r (-/-). (A) Reduccién del tamafio del pene de los ratones silvestres en comparacion
con los ratones mutantes. (B) Los testiculos de los ratones mutantes se reducen en tamafo comparados
los ratones silvestres. (C) El tamafios de los ovarios y el Utero de ratones mutantes es menor que en los
de ratones silvestres (tomado de Funes et al. *°).

El conjunto de estas observaciones llevd a proponer en un tiempo realmente
reducido que el sistema kiss1/kisslr desempefia un papel esencial en el control del
inicio y el correcto desarrollo de la pubertad, lo cual provocé un giro inesperado en las
lineas de investigacion que se estaban llevando a cabo en ese momento sobre las kps y
su receptor, pues estaban centradas fundamentalmente en su papel en la regulacion
de la metastasis. A partir de dichos descubrimientos, comenzaron a aparecer
numerosos estudios enfocados al estudio de su papel en el control del eje reproductor.
Por ello, la funcidon mas y mejor estudiada hasta la fecha del tandem KISS1/KISS1R es la

relacionada con el control neuroendocrino de la reproduccién a nivel hipotaldmico.

- Kiss1 estimula la secrecidon de gonadotropinas actuando sobre las neuronas
GnRH.

En la regulacion neuroendocrina de la reproduccion, un considerable numero
de estudios ha confirmado que las kps representan uno de los mas potentes estimulos
de la secrecién de gonadotropinas. Asi, la funcidon de las kps sobre la liberacion de
gonadotropinas se ha estudiado mediante inyeccion sistémica (intravenosa,

intraperitoneal o subcutdnea) o i.c.v. del péptido en distintas especies como rata >,



44, 45 46, 47

ratén , oveja s primates , ¥ humano 8 en todas las cuales se ha observado
gue las kps estimulan notablemente la liberacidon de gonadotropinas. El primer estudio
de administracion crénica de kp se llevé a cabo en macacos macho castrados, a los que

9 En estas

se les inyectd por via intravenosa kp-10 (100 pg/h) durante 4 dias
condiciones, la secrecion de LH se vio estimulada en un periodo inicial de 3 h seguido
de una disminucién. Ademas, estos animales conservan la liberacion de LH en
respuesta a NMDA y GnRH durante el periodo de infusién, demostrando asi la
integridad funcional de las neuronas GnRH y de las células gonadotropas. Asi pues, la
infusién continua de kp parece desensibilizar al receptor kisslr mdas que a otros
componentes del eje hipotaldmico-hipofisario en monos juveniles *°. Este estudio se
completé usando monos adultos macho no castrados, en los que se observd un
incremento similar de la secrecion de LH tras infusién de kp-10, seguido de un
descenso en tiempos mas largos de infusion *°. En contra de lo observado en monos
juveniles, la secrecidon de LH en respuesta a la inyeccion de NMDA y GnRH fue de
menor entidad, lo que sugiere que en monos adultos, la administracion continua de kp
desensibiliza tanto a kiss1lr en hipotalamo, como a GnRH-R en hip&fisis % En ratas, la
administracion crénica de kp-54 via subcutanea incrementa inicialmente la liberaciéon
de LH y testosterona tras 1 dia de administracidon para seguidamente disminuir en el
segundo dia. Ademas, la administracion prolongada de kp-54 durante 13 dias reduce el

peso de los testiculos y ocasiona en Ultima instancia la degeneracidn de los tdbulos

seminiferos °*.

Por otro lado, se observé que la mayoria de las neuronas GnRH en mamiferos
(méas del 90%) expresan kiss1r 3" % 2 haciéndose extensible esta expresiéon hasta
peces ciclidos, lo que es indicativo de un alto grado de conservaciéon evolutiva de su
funcion desde vertebrados poiquilotermos hasta mamiferos 2. Las kps activan las
neuronas GnRH como, demuestra el hecho de que tras su administracion aumenta la

3739 'y en ratones mutantes para kiss1r las respuestas de

inmunoreactividad de c-fos
estas neuronas a las kps estan ausentes. El conjunto de todos los resultados obtenidos
permite afirmar que la principal funcion in vivo de las kps es actuar via kisslr para
estimular de forma directa a nivel hipotalamico la secrecién de GnRH, la cual actua

sobre la hipdfisis para estimular la liberacion de las gonadotropinas. A su vez, la
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estimulacion de kiss1r por las kps en neuronas GnRH puede estar modulada por un
mecanismo de retroalimentacién negativo por la propia GnRH. Mediante técnicas de
FRET, que permiten determinar la interaccion de proteinas, se ha observado que kiss1r

y GnRH-R heterodimerizan en células HEK-293 *3

, ¥ ademads, el aumento de la
liberacion de GnRH inducida por la kp-10 en la linea neuronal GT1-7 puede inhibirse
por la propia GnRH >3 Esto sugiere que la reconocida capacidad de GnRH para suprimir
su propia secrecion podria implicar una accion del receptor GnRH-R, modificando la

sefializacion kiss1/kiss1r.

El conjunto de datos disponibles ha permitido la elaboracién de un modelo (Fig.
5), en el que la kp es secretada a nivel hipotalamico por neuronas de los nucleos AVPV
y ARC, en los que estimula la secreciéon de GnRH, la cual a través del sistema porta
hipotalamo-hipofisario alcanza la hipdfisis e induce la secrecion de LH y FSH. Estas
hormonas son liberadas al torrente sanguineo y alcanzan las gdnadas, en las que
inducen la liberacidn de esteroides sexuales, los cuales a través de un mecanismo de
retroalimentacion regulan la actividad de las neuronas kissl a nivel hipotalamico,
inhibiendo la expresién de kiss1 en el nucleo ARC, e induciéndola en el nicleo AVPV >,
Este efecto contribuye a la oleada preovulatoria de LH en hembras, y muy

posiblemente el desarrollo sexual mediado por la testosterona en machos.

kiss1r Feedback kiss1r
: e AVPV
AVPV ® ! positivo ® )
@ > i ,’ \‘@(}\07Ne’urona J
“Y Neurona /@ ©) Neurona Ki / @,"® © ) Neurona
) s iss1 GnRH
Kiss1 / GnRH g <
®: ?7?
/ Y GnRt / y GnRH
ARC BHipéfisis ARC 15 Hipéfisis
E Neurona ‘\ E Neurona ‘\
© Kiss1 | (=] Kiss1 i‘ :
* [ ‘\ J
Feedback ,“ Feedback /
negativo O negativo O
Testiculo Ovario
Testosterona Estradiol

Fig. 5. Modelo sobre el mecanismo de accidn del sistema kiss1/kisslr en roedores macho (A) y
hembra (B). Las neuronas kissl del ndcleo ARC estan reguladas negativamente por los esteroides
sexuales, y en el nucleo AVPV, la expresidn de kiss1 estd estimulada por la presencia de esteroides
sexuales (modificado de Kauffmanss).



- Kiss1 es esencial para el inicio de la pubertad.

La ausencia o retraso de la pubertad en humanos y en ratones portadores de
mutaciones en el receptor kisslr indica que las kps son necesarias para el correcto
desarrollo de la pubertad, pero no prueba que el receptor sea un regulador clave en
este proceso. Sin embargo, distintos argumentos experimentales indican que kissl y
kisslr son algo mas que meros mediadores de la pubertad, sugiriendo que son
moléculas clave que actian como interruptores en el funcionamiento del eje HPG. Asi,
varios estudios muestran que la expresion de kiss1 y kiss1r aumenta con el inicio de la
pubertad en diferentes especies. En rata, kiss1 y kiss1r aumentan a nivel hipotalamico
con la pubertad %0 concretamente, estudios realizados mediante hibridacién in situ
muestran que este incremento en kiss1 se produce en la region AVPV, mientras que en
ratones macho se observan pocos cambios en el ndcleo ARC >, De acuerdo con esto, el
numero de neuronas inmunoreactivas para kp aumenta en los nucleos AVPV y PVN de
ratén durante la pubertad, mientas que en el ARC solo se observan pequefios cambios
> En primates, los niveles de ARNm de kiss1y kiss1r en hipotdlamo aumentan durante
la transicion del estado juvenil a la pubertad en hembras intactas *’, mientras que en
machos castrados, la expresidn de kiss1 es tres veces mayor en animales en pubertad
gue en animales juveniles. Asi, en distintas especies se observa un incremento de la
expresion de kiss1 en torno a la pubertad, y en consonancia con esto, la inyeccion de
kp puede adelantar el desarrollo de la pubertad. En concreto, la administracién crénica
de kp-10 en ratas hembra inmaduras adelanta la apertura vaginal, signo de pubertad
0y la inyeccién repetida de kp-10 en primates juveniles induce una precoz cadena de
pulsos de GnRH similar a los que ocurren durante la pubertad *®. No obstante, aunque
el sistema kissl/kisslr es un elemento imprescindible que contribuye de forma
relevante en el correcto desarrollo de la pubertad, es improbable que sea el Unico
controlador, por tanto, y con seguridad, requiere la interaccién con numerosos
factores para el inicio de la pubertad *’.

En muchas especies, la reproduccién es estacional y depende del fotoperiodo,
lo que convierte al sistema kiss1/kisslr en un modulador del control del mismo %8,
Estudios realizados con hamster Sirio, en las que la reproduccién se induce por los dias
largos y se inhibe por los dias cortos, han demostrado que el nivel de expresion de

kiss1 es menor en animales en dias cortos, lo cual depende de la sefializacién de la
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melatonina, ya que la ablacién de la glandula pineal previene esta regulacién a la baja
*8 En la oveja, la expresion de ARNm de kiss1 en el nicleo ARC es menor durante el
anestro, que se debe a un efecto estacional no dependiente de esteroides, lo que
apoya el papel de kissl en el control de los cambios estacionales en la funcién
reproductiva >°.

-Regulacidn del sistema kiss1/kiss1r por esteroides sexuales.

La secrecion de GnRH y de gonadotropinas estd regulada por los esteroides
sexuales, si bien el mecanismo a través del cual se lleva a cabo dicha regulacién no se
conoce con exactitud. Parece que las neuronas kissl integran sefales de
retroalimentacion de los esteroides sexuales hacia las neuronas GnRH. En este sentido,
se ha observado que las neuronas kiss1l contactan de forma directa con las neuronas
GnRH ** %%y que la expresién de kiss1 esta regulada por los esteroides sexuales (Fig.
5). La gonadectomia en ratas incrementa la expresion hipotalamica de kiss1, mientras
que el reemplazamiento con esteroides sexuales elimina este incremento 0 Esta
regulacion por esteroides sexuales observada en roedores se extiende a primates, en
los que se ha descrito que el tratamiento con testosterona a monos adultos ORX
reduce la expresion de kiss1 en el hipotdlamo mediobasal ®*, y la ovariectomia de
monas jovenes aumenta la expresidn de kiss1 en el nucleo infundibular, los cual puede
prevenirse por el reemplazamiento con estrégenos 2.

En mujeres post-menopdusicas con una produccion insignificante de
estréogenos, la expresion de kiss1 es mayor que en mujeres pre-menopausicas 62 Este
incremento en la expresion de kiss1 podria contribuir a explicar |la elevada secrecién de
gonadotropinas que tiene lugar tras la menopausia.

En ratones, la expresién de kiss1 disminuye en los nucleos AVPV y PVN y

aumenta en el nucleo ARC tras la gonadectomia 63, 64

, cambios que se eliminan por el
tratamiento con testosterona en machos o estrogenos en hembras. En ovejas, la
ovariectomia aumenta la expresion de kiss1 principalmente en el nucleo ARC y en
menor grado en el drea predptica (POA) *°, si bien la inmunoreactividad para kp solo
aumenta significativamente en el nicleo ARC ® La expresion de kiss1 en el nicleo ARC
recupera los niveles observados en ovejas intactas tras el tratamiento con estrégeno y

de forma parcial por el tratamiento con progesterona >°. Se ha propuesto que el efecto

de los esteroides gonadales en la expresidn de kiss1 a nivel hipotaldmico deberia estar
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mediado por los receptores de hormonas esteroideas. Asi, en ratones macho,
alrededor del 65% de las neuronas kissl en el nucleo ARC también expresan el
receptor androgénico, y en torno al 90% expresan el receptor alfa de estrégeno (ERa)
® En ratones hembras, la mayoria de las neuronas kiss1 de los ndcleos ARC, AVPV y
PVN expresan ERa, y entre un 25-40% expresan ERB %. En ratas, alrededor del 60-70%
de las neuronas kissl de los nucleos ARN y AVPV expresan ERa, y entre 10-20%
expresan ERPB °°. En oveja, el 90% de las neuronas kiss1 expresan ERa, y el 50% en POA

> Las

v el 86% de las neuronas kissl expresan el receptor de progesterona
neuronas kiss1 en el ARC de ovejas también expresan los neuropéptidos dinorfina Ay
neuroquinina B °8, ambos implicados en la regulacién de la secrecién de GnRH, por lo
que su co-expresidon en las neuronas kissl puede tener un importante papel en la

modulacion del control de la secrecién de GnRH por la kp.

1.4. Otras funciones del sistema KISS1/KISS1R.

La mayoria de las pruebas experimentales y clinicas recogidas en los ultimos
afios demuestran de forma indiscutible un papel indispensable del sistema kiss1/kiss1r
en el control neuroendocrino de la reproduccién a nivel hipotalamico, sin embargo no
debe excluirse la posibilidad de que este sistema ejerza acciones moduladoras a otros
niveles, como a nivel hipofisario, a nivel pancreatico, en las génadas y en la regulacién
del metabolismo, etc. (Fig. 6), tal como puede deducirse del patron de distribuciéon

tisular de expresién de kiss1r en éstos érganos (Fig. 2).

/// - Luz\
”~ s 6:9
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// 3/14 Otros
,/ _Grasa P factores
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I
1 Insuling ———mp « @ = ]
{ 7 Neurona — Neurona
\\ Pancreas v kiss1 G
“ V< iss L_ GnRH
EstergidesSexuaIes
(£ \‘.
GRgages FUNCION

REPRODUCTORA

Fig. 6. Modelo propuesto segun el cual las neuronas kissl pueden actuar como procesadores
centrales en la transmisién de sefales desde la periferia y asi regular la reproduccién, a través de las
neuronas GnRH.
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- Papel del sistema kiss1/kiss1r en la hipofisis.

Los datos disponibles sobre el papel del sistema kiss1/kiss1r en la regulacion de
la secrecién de hormonas hipofisarias son muy contradictorios. En la especie humana,
la hipdfisis presenta uno de los niveles de expresidon de KISSIR mas elevados entre los
tejidos analizados * °, si bien los tipos celulares especificos que lo expresan atn no han
sido identificados. Inicialmente, Navarro et al. describieron que la kp-10 estimula la
liberacion de LH en explantes de hipdfisis de ratas de forma dependiente de dosis,
siendo este efecto cuatro veces menos potente que el inducido por GnRH **. Mds
recientemente, también se ha observado un efecto secretor de LH de la kp-10 en

8970 por el contrario, existen

células hipofisarias dispersas de cerdo, vaca y oveja
varios estudios que no han encontrado efecto de la administracion de kp sobre la
liberacion hormonal, como por ejemplo el llevado a cabo por Thompson et al. en el
que fragmentos de adenohipdfisis de ratas macho adultas no respondieron a kp-10 4.
Por otro lado, se ha demostrado que la OVX provoca una drastica disminucién de los

"1 sugiriendo un efecto directo del E2

niveles de ARNm de kiss1 en gonadotropas
sobre la hipdfisis que podria controlar positivamente la expresion de kiss1.
Desafortunadamente, los estudios disponibles actualmente son aun fragmentarios y
resulta muy dificil realizar una comparacion de sus resultados por las diferencias entre

los disefios experimentales empleados.

- Papel del sistema kiss1/kiss1r en el metabolismo.

El ayuno ejerce un conocido efecto inhibidor de la secrecion de gonadotropinas
y la ovulacion, aunque paraddjicamente la expresion de GnRH en el hipotalamo no se
reduce durante el ayuno ">. Esto sugiere que las modificaciones en el eje hipotaldmico-
hipofisario-gonadal durante el ayuno se producen en un nivel superior al de la ruta de
sintesis de GnNRH. Debido a la gran cantidad de datos que apoyan el crucial papel de las
kps como reguladores de la funcién neuronal de GnRH, distintos estudios han
explorado la relacion entre los depdsitos de energia, la expresion de kiss1 y la
activacion de la cascada reproductiva; a continuacién se resumen algunos de estos
estudios.

En mujeres es comun el sindrome de ovario poliquistico (PCOS), que esta

asociado con infertilidad, niveles elevados de LH y aumento de la resistencia a insulina.
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Por este motivo, el grupo de Panidis et al. investigd la posible correlacién entre el
sistema KISS1/KISS1R y PCOS, comparando los niveles plasmaticos de KP de mujeres
con PCOS con un peso normal con los niveles de KP de mujeres con PCOS obesas y con
los niveles de KP de mujeres obesas sanas. En este estudio, las mujeres con PCOS vy
peso normal presentaron niveles elevados de kp-54, y eran menos resistentes a
insulina que las mujeres con PCOS y obesas, revelando que los niveles de KISS1 estan
relacionados negativamente con el indice de masa corporal y con la resistencia a
insulina ”>.

Las kps pueden actuar también en la integracidn de las sefales periféricas del
estatus metabodlico hacia el control de la funcién reproductiva. Se ha descrito que la
edad de la menarquia estd directamente relacionada con la adquisicién de una
composicion de grasa corporal minima. En este sentido, se ha propuesto que la leptina,

hormona producida por el tejido adiposo, actia como facilitador de la pubertad (Fig 7).

| kiss1 Hipotalamo

—> @ ] o
'>1 GnRH
\Y
Leptina | Hipofisis
: JLH
o Nl | FsH

Sefiales metabdlicas
Estimulos nutricionales

@ E&uGénadas

Fig. 7. Modelo en el que las neuronas kissl actian como integradores centrales del balance
energético y la reproduccion. La leptina, producida por el tejido adiposo, juega un papel crucial en la
transmision de la informacién del estado metabdlico del organismo a las neuronas kiss1, y por tanto, al
eje reproductor (modificado de Roa et a.>").

En roedores, la leptina puede influir en el paso a la pubertad, en cambio, en
primates su papel aun estd por esclarecer. La administracion de leptina adelanta la

74‘76, y en ratonas obesas

edad en la que aparece la pubertad en ratonas normales
(ob/ob) ’. La administracién de leptina en ratones ob/ob puede restaurar la fertilidad

’8 y de la misma manera, ratones con mutaciones en el receptor de leptina (db/db) son
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7980 pecientemente se ha observado

estériles y deficientes en la secrecion de GnRH
en ratas que la manipulacion experimental del estatus energético corporal puede
alterar la sefalizacion de la kp en el hipotalamo. Concretamente, el ayuno en ratas
prepuberales durante 72 h, que estd asociado con una reduccién en los niveles
periféricos de gonadotropinas, causa también una disminuciéon de la expresion de
kiss1, y un aumento de kissIir a nivel hipotaldmico ®'. Los animales en ayuno
mantienen la capacidad secretora de LH en respuesta a la administracion central de
kp-10, y esta respuesta es mayor que en animales no sometidos a ayuno, posiblemente
debido al aumento de expresidon de kiss1r observado a nivel hipotaldamico. En un
modelo de desnutricién que previene el inicio de la pubertad en ratas peripuberales, la
inyeccion central de kp-10 es capaz de restaurar el correcto desarrollo de la pubertad
en el 60% de los animales estudiados . Los ratones ob/ob presentan una disminucion
de la expresidn de kiss1 en hipotalamo, que aumenta tras la inyeccion intraperitoneal
de leptina durante un periodo de cuatro dias 8 Datos similares se observaron en
estudios realizados por Luque et al. en los que los niveles de kiss1 y kiss1r aumentan
en el hipotdlamo de ratones ob/ob cuando se tiene en cuenta las respuestas de

83

reduccion de ingesta °°. Estos datos reflejan una accion directa de la leptina en

neuronas kissl, ya que se ha descrito que alrededor del 40% de neuronas kissl

84

expresan el receptor de leptina *". Estos experimentos demuestran que existe una

interaccidn entre el estatus energético y el sistema kiss1/kiss1r hipotalamico.

- Acciones del sistema kiss1/kiss1r a nivel gonadal.

Tanto kiss1 como kiss1r se expresan en testiculo y ovario, pero sin embargo no
se conoce aun si el sistema kissl/kisslr ejerce un papel fisiologico en la
espermatogénesis y/o en la funcion ovarica. En distintos estudios se ha sugerido un
efecto directo de la kp en el testiculo, pues la administracion sistémica y subcutanea
de kp produce un incremento de LH, y un significativo aumento de los niveles de
testosterona. Concretamente, en estudios realizados en ratas la administracion
subcutdnea de kp-54 aumenta los niveles plasmaticos de LH y testosterona a los 60
min de la inyeccidn. En este estudio, la administracién crénica subcutdnea de kp-54
provoca degeneracion testicular **. En macacos adultos también se ha observado que

la administracion intravenosa de forma continuada de kp-10 da lugar a un aumento de
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la secrecién de testosterona, asi como a una desensibilizacién de kissir *°. De esta
manera, las kps podrian potenciar el efecto de la hormona LH en la estimulaciéon de la
produccidn de testosterona por el testiculo.

En el caso de ovario de rata, se ha descrito que la expresion de kiss1 varia
durante el ciclo estral, con un aumento de cinco veces en el momento que precede a la
ovulacion, el proestro ®. Este aumento de kiss1 podria ser importante en la generacion
del pico preovulatorio de LH, ya que se ha observado que el bloqueo del mismo por un
antagonista de GnRH, impide el aumento de la expresidn de kiss1, que puede ser
restaurado por una inyeccion de LH. Curiosamente, en ratas inmaduras, en las que los
niveles de ARNm de kiss1 en ovario son insignificantes, su expresién se potencia
notablemente mediante un protocolo estandar de sensibilizacidn con gonadotropinas.
Ademas, se ha detectado inmunoreactividad para kissl en la teca de los foliculos en
crecimiento y del cuerpo lUteo, particularmente en las areas derivadas de las células
invasoras de la teca. En estos niveles también se observd una moderada
inmunoreactividad para kiss1r ®. Por todo lo anterior, es posible que la presencia de
kiss1 en el ovario pueda contribuir en la ovulacidn como un regulador local, si bien no
es un factor determinante en esta funcidén pues tanto en ratones carentes de kiss1r,
como en una paciente homocigdtica para la mutacion L148S en KISSIR, mantienen la

2886 En conjunto, estas observaciones indican que el gen kiss1

capacidad para ovular
se expresa en ovario de rata, y que su expresion esta regulada durante el desarrollo y
por diferentes hormonas. La capacidad del pico preovulatorio de LH para inducir la
expresion de kiss1 sugiere un importante papel de la produccién local de kp en el
control de la ovulacion. La relevancia funcional del sistema kiss1/kisslr en ovario se

refuerza al observar que su presencia esta conservada, ya que se ha descrito su

expresion en ovario de primates y en las gdnadas de peces teledsteos *.

- Mecanismos de senalizacion intracelular activados por las

kisspeptinas a través de kiss1r.

Las kps activan a su receptor en distintos tejidos diana para ejercer diferentes
funciones, incluyendo la inhibicién de la metastasis tumoral y el control de la funcidn

reproductora. En contraste con la gran cantidad de estudios que han analizado las

15

INTRODUCCION



INTRODUCCION

funciones reguladoras del sistema kiss1/kisslr a diferentes niveles, el nimero de
ensayos dedicados a descubrir las rutas de sefializacion intracelular implicadas en estas
funciones es reducido. Los estudios iniciales llevados a cabo sobre lineas celulares
indican que las kps pueden activar una gran variedad de sefiales mediante su unién a
kisslr. Esto incluye las cascadas tipicas acopladas a proteinas Gaq/11, como la
activacion de la fosfolipasa C y la subsiguiente acumulacién de inositol-(1,4,5)-
trifosfato, movilizacién de Ca®" intracelular y la activacion de proteina quinasa C (Fig.
8). No obstante, las kps también activan rutas relacionadas con las proteinas quinasa
activadas por mitégeno (MAPK), especialmente ERK1/2, p38 y fosfatidil inositol-3-
quinasa (PIP3)/Akt. Ademas, el sistema kiss1/kisslr puede influir en la sefalizacidon
celular mediante la interaccidn con otros receptores, como el receptor de quimioquina
CXCR4 y el GnRH-R. Las kps pueden afectar a otros procesos de sefializacion como el
de la expresidn de metaloproteinasas de matriz 9 (via NFkB) y el de la calcineurina (Fig.
8) ¥, Esta informacion indica claramente gue la activacidon de una serie de sefiales
especificas interconectadas se inicia de forma selectiva por la union las kps a kiss1r, de
forma dependiente del tipo celular, para regular de forma precisa funciones tan
distintas como la secrecion hormonal y la migracion celular. La relevancia funcional de
la mayor parte de estas rutas en la transmision de la accidn bioldgica de la kp-10 se ha

confirmado recientemente a nivel hipotaldmico *.

Secrecion lMetéstasis {Proliferacion

hormonal Migracién t Apoptosis

Fig. 8. Esquema ilustrativo de las diferentes rutas de sefializacion intracelular descritas y/o
propuestas por su implicacién en la transduccién de las acciones de las kps tras la activacion de kiss1r
(tomado de Castafio et al. 8 ).
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- Desarrollo y analisis de analogos sintéticos de las kisspeptinas.

El hecho de que el sistema kissl/kisslr ejerza diferentes e importantes
. . . s 88
acciones, como el control neuroendocrino de la reproduccién °°, el control de la

8 el control en la

metastasis tumoral ** el control en la invasién del trofoblasto
reproduccién estacional 58, 0 Su acciéon vasoconstrictora 90, hace especialmente
interesante el disefio y sintesis de péptidos con capacidad agonista y/o antagonista de
kisslr por sus posibles aplicaciones clinicas y farmacolégicas. Asi, los agonistas de
kisslr podrian utilizarse en el tratamiento de trastornos del inicio de la pubertad, en la
induccion de la ovulacion, en la deteccidén y tratamiento de determinados tipos de
cancer, mientras que los posibles antagonistas podrian ser utiles en el tratamiento de
la pubertad precoz dependiente de gonadotropinas y como anticonceptivos
femeninos. En este sentido, los estudios sobre la relaciéon entre la estructura y la
actividad peptidica constituyen una valiosa herramienta que puede permitir la
obtencién de informacidn critica para el desarrollo de nuevos andlogos con potenciales
aplicaciones clinicas.

Mediante el reemplazamiento de los diferentes aa de la kp-10 por D-aa y
Alanina, se ha demostrado que los ultimos 5 aa son esenciales en la activacién del
receptor. Los diferentes pentaderivados sintéticos generados sobre la base de la
estructura de la kp-10, presentan una alta afinidad por kisslr y una potencia
comparable a la ejercida por la kp-10 en la activacién del receptor. Los analisis que
relacionan estructura-actividad de estos compuestos identificd al pentapéptido H-
Amb-Nal(2)-Glicina-Leucina-Arginina-Triptofano-NH2 como el agonista mas potente de
kisslr. Posteriormente, modificaciones en este pentapéptido sintético revelaron que
es necesaria la unién fenilalanina-glicina para la actividad biolégica de la kp °*. El
analisis de la relacidon estructura-actividad de un derivado de la kp-13 muestra que
Phe®, Arg"? y Phe® son aa clave para la funcién de la kp. Usando este modelo, se
descubrié una pequefia molécula con actividad agonista de kisslr, que presenta una
potencia y afinidad significativamente menor que el péptido nativo %2 Recientemente
se ha descrito el disefio y sintesis de un nuevos péptido agonistas de kiss1r resistentes
a la degradacién por metaloproteinasas de matriz %3 Los estudios de desarrollo %

analisis de analogos de las kps se han centrado en la obtencion de agonistas de kiss1r,
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y por tanto no se ha descrito hasta la fecha ningiin péptido con capacidad antagonista

del receptor kiss1r.

- Otras acciones del sistema kiss1/kiss1r.

Las kps pueden actuar también en sitios alejados del sistema neuroendocrino
central, ya que se ha detectado la expresion de KISS1 y KISS1R en placenta, pancreas y
vasos sanguineos > ®. A continuacién describimos brevemente el posible significado
funcional del sistema kiss1/kiss1r a dichos niveles.

La expresion de KISS1 y KISS1IR en placenta humana es especialmente elevada
durante el primer trimestre de la gestacion, y disminuye a lo largo del embarazo 89,94
La expresidon de ambos genes aumenta en el mismo periodo de la gestacién, cuando la
regulacién y la limitacién de la invasion del trofoblasto son especialmente importantes.

El ARNm de KISS1 se expresa en el sincitiotrofoblasto ** 89, 95

, que representa la
interfase entre la placenta y la sangre materna, y tiene un papel central en el
transporte de nutrientes de la madre al feto. EIl ARNm de KISS1R se expresa en
sincitiotrofoblasto y en trofoblasto velloso y extravelloso invasivo %°.

La expresion de KISS1 y KISSIR en las células del citotrofoblasto invasivo, y la
actividad antimetastasica de las kps en coriocarcinomas **, sugieren que las kps tienen
un papel muy importante en el control de la invasidon de la placenta, si bien se ha
observado que una paciente con la mutacion L148S en KISS1R ha concebido con ayuda
de un tratamiento hormonal, lo que indica que la placentacion también puede tener
lugar en ausencia de KISSIR materno funcional % También se ha detectado la
presencia de kiss1y kiss1r en células del trofoblasto de rata .

El nivel de kp aumenta en la octava semana de embarazo desde valores en
torno a 1 fmol/ml hasta mas de 2000 fmol/ml durante el resto de la gestacion S El
significado de este drastico incremento no esta claro, pero se propone que estos
niveles circulantes de kp podrian causar una supresion de la secrecién hipotalamica de
GnRH y cerrar el eje HPG como se ha observado en ratas > y en mono 9,

Los niveles de ARNm de KISS1 y KISS1R también son muy elevados en pancreas
humano *®, que es un regulador esencial de la homeostasis corporal, y también se ha

detectado la expresidn de kisslr y kissl en lineas celulares pancreaticas tanto alfa
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como beta, y en islotes pancreatico de ratén °°, mientras que no se ha detectado en
células del pancreas exocrino.

En este sentido se ha observado que en islotes de humano y ratén, la kp
exogena no afecta a la secrecion basal de insulina, pero potencia la secrecion de
insulina inducida por glucosa, sin afectar a la secrecion de glucagén. También se ha
detectado Kiss1r en lineas celulares de islotes beta secretores de insulina de raton,
pero en contraste con el tejido primario, la exposicién a kp inhibe la secrecién de
insulina en niveles basales o estimulados por glucosa *°. La co-expresién de kiss1 y
kiss1r en islotes podria permitir interacciones paracrinas o autocrinas ausentes en la
linea celular. Sin embargo, recientemente se ha observado que la kp-13 administrada
mediante perfusiéon en pancreas de rata, es capaz de reducir la secrecion de insulina
inducida por glucosa, pero no los niveles basales de insulina, de una manera dosis
dependiente, posiblemente mediante un efecto directo sobre las células beta
pancreaticas 7 Asi pues, aunque parece evidente que el sistema kissl/kisslr
interviene en la regulacién de las células B pancreaticas, su papel exacto es aun
desconocido, debido en parte a la escasez de estudios.

La posible funcidn de las kps como puente entre los ejes metabdlico (insulina) y
reproductor (LH) se ha demostrado en estudios recientes, en los que estas moléculas
parecen estar implicadas en desérdenes metabodlicos que afectan a la funcién
reproductiva. En este sentido, en un estudio realizado por Castellano et al. se ha
descrito la alteracion del sistema kiss1/kiss1r hipotaldmico en un modelo de ratas con
diabetes. Esta observacion, junto con la capacidad de la kp exdgena para rescatar la
respuesta secretora de LH defectuosa en ratas diabéticas, aclara la implicacién
fisiopatoldgica y la potencial intervencion terapéutica del sistema kiss1/kisslr en la
secrecion alterada de gonadotropinas en la diabetes tipo 1 %8,

El hecho de que la diabetes y la obesidad estan asociadas con desdrdenes
cardiovasculares, junto con el hecho de que las kps estan implicadas en los procesos de
metastasis y placentacion, que conllevan fendmenos de angiogénesis, dio lugar a la
hipdtesis de que kissl puede funcionar como un transmisor cardiovascular. En este
sentido, en la especie humana se ha descrito la localizacion de KISS1R en el musculo
liso de la vena umbilical, la aorta y la arteria coronaria *°. Mediante microscopia

confocal se ha detectado la colocalizacién de kissl y kisslr en células del endotelio
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vascular y de la placa aterosclerética de la arteria coronaria °. En estudios realizados
con anillos aislados de la arteria coronaria y la vena umbilical, se ha observado que kp-
10, kp-13 y kp-54 actuan como vasoconstrictores con una potencia y una respuesta
maxima similar *°. La deteccién local y la accidn vasoconstrictora de KISS1 en humanos
sugieren que éste puede actuar como un nuevo transmisor vascular paracrino. La
localizacion discreta del receptor en vasos propensos a aterosclerosis también implica

a KISS1R en la patofisiologia de los desordenes cardiovasculares.

20



2. El eje Hipotalamo-Hipofisario-Gonadal.

El correcto funcionamiento del organismo depende de la accion coordinada de
todos los sistemas que lo componen. Dicha integracidn es posible gracias a la accién de
dos grandes sistemas de control: el sistema nervioso y el sistema endocrino. En este
sentido, el eje hipotalamo-hipofisario juega un papel central en la regulacién del
sistema endocrino organizando las respuestas hormonales apropiadas a estimulos
procedentes de centros neuroldgicos superiores. El control de |la secrecion hormonal
se realiza a través de sistemas o circuitos cerrados de retroalimentacion, estando cada
circuito estrechamente relacionado con otros de manera que los cambios en uno de

ellos determinan modificaciones en él y/o en los demas (Fig. 9).

Estimulos Estimulos
intemos externos
\ﬁ“@@s 1
a‘ge (\b@(\ s
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HMeurona
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Hipotilamo

inencia media

Esteroides
sexuales

Ovario

Caracteres sexuales
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Fig. 9. Esquema representativo del eje hipotalamo-hipofisario-gonadal. El hipotdlamo actua
como un centro integrador de sefales, en respuesta a las cuales libera una serie de hormonas a la
hipdfisis, regulando la secrecidon de hormonas hipofisarias.

2.1. Hipotalamo.

El hipotalamo se localiza en la base del diencéfalo, entre el tdlamo y el tercer
ventriculo cerebral, por encima e intimamente conectado con la hipdfisis a través de la
eminencia media. El hipotdlamo es el centro integrador de los sistemas endocrino y
nervioso, de manera que recibe informacion del SNC y de diferentes oérganos

endocrinos, y en respuesta a estos estimulos actla como un nucleo regulador
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mediante sintesis y liberacion de hormonas que actuan fundamentalmente a nivel
hipofisario al que llegan a través de su liberacion al sistema portal (Tabla 2). De esta
forma, queda regulada la actividad del tiroides, de las glandulas suprarrenales y de las
gonadas, asi como funciones esenciales como el crecimiento, la produccién de leche, el
equilibrio hidrico, etc. El hipotdlamo interviene ademds en funciones de naturaleza no
endocrina, como la regulacion de la temperatura, en la actividad del sistema nervioso

autonomo y en el control del apetito.

Hormona 2
. A Funcién
hipotalamica
TRH Estimula la liberacion de TSH y PRL
CRF Estimula la liberacion de ACTH
SRIF Inhibe la liberacién de GH, TSH y PRL
GnRH Estimula la liberaciéon de LH y FSH
GHRH Estimula la liberacion de GH

Tabla 2. Las hormonas hipotalamicas actian sobre tipos celulares especificos en la hipofisis
estimulando la liberacién de hormonas hipofisarias que a su vez actian sobre drganos diana para
regular diferentes procesos fisioldgicos.

-Hormonas hipotalamicas:

-Factor liberador de corticotropina (CRF). Es un polipéptido de 41 aa, secretado
fundamentalmente por neuronas hipotaldmicas del nucleo PVN, cuya funcion principal

es la estimulacion de la secrecion hipofisaria de adrenocorticotropina (ACTH).

-Hormona liberadora de tirotropina (TRH). Se sintetiza en el nucleo PVN y se
almacena en terminaciones nerviosas en la eminencia media. La TRH estimula la
secrecion hipofisaria de la hormona estimuladora del tiroides o tirotropina (TSH), y

actla como un neurotransmisor en la mediacion de otras respuestas.

-Somatostatina (SRIF). El gen de la somatostatina codifica para una pre-
prohormona de 118 aa, que mediante procesamiento proteolitico da lugar a dos
formas de somatostatina con actividad similar: SRIF de 14 aa y de 28 aa. lLa
somatostatina se ha considerado como el factor inhibidor cldsico de la secrecién de un

gran numero de hormonas, en especial de GH, pero también de TSH y prolactina.
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- Hormona liberadora de gonadotropina (GnRH).

El control de la secrecion de las gonadotropinas, FSH y LH, se lleva a cabo por el
decapéptido GnRH. Esta hormona se aisld inicialmente en la década de los 70 en
hipotdlamo *°, y al igual que otros neuropéptidos se sintetiza como una larga
preprohormona de 92 aa que se procesa enzimdticamente y es modificada en los
granulos de secrecidon en neuronas especializadas del hipotalamo, donde se
empaqueta y almacena. Esta preproGnRH consiste en una secuencia sefial N-terminal
de 23 aa, una secuencia de 10 aa que constituye la GnRH, una secuencia de 3 aa usada
para el procesamiento molecular y una secuencia C-terminal de 56 aa conocida como

péptido asociado a GnRH (GAP) (Fig. 10).

NH2-6ly-His-Ser-Tyr-6ly-Leu_Arg-Pro-Gly-COOH

| 23aa__ [10aa| ["""B6aa " Pre-pro GnRH
Péptido sefial G6nRH GAP

Fig.10. Esquema de la preproGnRH a partir de la cual, mediante un procesamiento
postranscripcional, se sintetiza y libera el decapéptido GnRH, asi como el péptido GAP.

La hormona GnRH es un factor hipotalamico esencial en el control del eje HPG,
siendo el efector ultimo del control de los reguladores centrales de la funcion
endocrina de la reproduccién. La secrecidon pulsatil de GnRH es esencial para la
correcta liberacion de LH y FSH y consecuentemente de la funcion reproductora. La
hormona GnRH es sintetizada por un reducido nimero de neuronas (entre 1000 y
3000) situadas en el nucleo ARC y otros nucleos hipotaldamicos. La mayoria de estas
neuronas extienden sus prolongaciones axonicas a los plexos capilares de la eminencia
media, donde liberan el péptido en forma de picos altamente sincronizados cada 30-
120 min segun la especie 190 Esta hormona también se sintetiza, aunque en menores
cantidades, en la placenta, en las génadas, en la mama, en los linfocitos, en la hip&fisis
y en el corazén. En mamiferos se han descrito dos isoformas, GnRH | que regula las
gonadotropinas y GnRH Il que actla como neuromodulador y estimula en

comportamiento sexual. En la actualidad, hay disponibles diferentes agonistas y
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antagonistas de GnRH que son ampliamente usados como tratamiento de desdrdenes

dependientes de hormonas **.

La hormona GnRH estimula la produccién y liberacién de gonadotropinas, FSH y

102 £ receptor

LH, actuando sobre los receptores hipofisarios de alta afinidad GnRH-R
GnRH-R pertenece a la superfamilia de receptores acoplados a proteina G (GPCR) de
tipo rodopsina. El dominio extracelular amino terminal y los bucles superficiales de los
dominios transmembrana estan implicados en la unién de hormonas peptidicas como
GnRH, mientras que los dominios transmembrana estan implicados en los cambios
conformacionales asociados con la activacion del receptor. El dominio intracelular esta
implicado en las interacciones con las proteinas G y otras proteinas de transduccién de
senal. En mamiferos la cola citosdlica del receptor es muy corta a diferencia de otras
especies El hecho de que la internalizacién y otras funciones sean distintas en el

receptor de mamiferos sugiere que esta cola desempefia importantes funciones en la

fisiologia de GnRH-R %%,

La secuencia del GnRH-R murino fue descrita por primera vez en 1992 por
Tsutsumi et al.,, y posteriormente se clond la secuencia en otras especies de
mamiferos, incluyendo humano (Fig. 11), oveja, vaca, cerdo, rata, cobaya y caballo,
presentando un alto grado de conservacién, mayor del 83%, en estas especies 103,
Estudios recientes muestran que el receptor GnRH-R activa distintas rutas de

sefializacién mediante su interaccion con proteinas Gy Gag/11 104

Extracelular .

Intracelular

Fig.11. Representacion bidimensional de la topologia propuesta para el receptor GnRH-R
humano. En amarillo se muestran los aa conservados entre los receptores clonados en especies de
vertebrados. También se indican los posibles sitios de union del ligando (L), asi como los residuos
importantes para la configuracion y activacion del receptor (A), y para el acoplamiento de las proteinas

G (modificado de Millar et al **").
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La expresion del gen GnRH-R esta regulada por multiples factores incluyendo la
propia GnRH, las hormonas esteroideas gonadales, la inhibina y la activina. En cuanto a
la regulacién de la sensibilidad hipofisaria a GnRH, el factor regulador que se ha

estudiado mds detalladamente es el E2 1©

. En los anos 70 aparecieron estudios que
mostraban un incremento en la respuesta hipofisaria a GnRH causado por el E2, y
posteriormente también se observaron incrementos tanto en los niveles de ARNm,
como en el nimero de receptores GnRH-R en especies como oveja, vaca y distintas
especies de animales de laboratorio '®. Las respuesta secretora de LH y FSH a pulsos
de GnRH esta gobernada por dos factores; el mecanismo de retroalimentacion de
esteroides gonadales sobre las células gonadotropas a nivel hipofisario y la regulacion
de GnRH-R en estas células. De manera que en ausencia de pulsos de GnRH, las células
gonadotropas pierden receptores GnRH-R y por tanto se hacen menos sensibles 103

En el afio 2004, el grupo de Neill et al. describid la identificacion del gen que
codifica el receptor GnRH-R Il en humanos, y la clonacién y secuenciacion en tejidos de

105 Ademas se demostré que la expresion de este receptor es ubicua en

cerdo y mono
humanos, al igual que lo observado para GnRH-R |, lo que sugiere la existencia de

extenso sistema regulador autocrino y/o paracrino 106,

-Hormona liberadora de GH (GHRH).

La GHRH se genera mediante el procesamiento proteolitico de un precursor
proteico de mayor tamafio codificado por el gen GHRH localizado en el cromosoma 20
humano y el cromosoma 2 en ratdn. Este precursor ha sido identificado en humano,
ratén y rata, y tiene una tamafo que oscila entre 103 y 108 aa, y sus secuencias son
bastante homologas en la regiéon amino-terminal del péptido, que es crucial para su

107

actividad bioldgica . La GHRH se aislo y secuencid inicialmente en humanos a partir

de tumores pancredticos que causaban hipersecrecion de GH y acromegalia.
Concretamente se aislaron dos formas moleculares de GHRH con la misma actividad
bioldgica, una de 40 y otra de 44 aa, que posteriormente también se identificaron en

107

hipotalamo humano™"’. La GHRH pertenece a una extensa familia de péptidos cerebro-

198 | 3 actividad

gastricos que incluye el glucagdn, el VIP, la secretina, el GIP y el PACAP
bioldgica de GHRH reside en la secuencia de 29 aa amino-terminal, que son criticos

para la union del péptido a su receptor. A diferencia de otros neuropéptidos, la

25

INTRODUCCION



INTRODUCCION

hormona GHRH tiene una distribucidn cerebral bastante localizada " 1% de manera
gue la mayoria de las neuronas productoras de GHRH se encuentran en el hipotalamo
mediobasal, particularmente en los nucleos ARC y ventromedial. Ademas, al igual que
otros neuropéptidos, la GHRH se ha localizado en tejidos periféricos como el tracto
gastrointestinal, concretamente en el intestino superior, en el epitelio de la mucosa y

en leucocitos. También se ha encontrado en testiculo, ovario y placenta *’.

El estado hormonal y metabdlico del animal determina los cambios en la
expresion de GHRH. Asi, la testosterona incrementa los niveles de ARNm de GHRH en
machos y previene la disminucién producida por la orquidectomia, y la deficiencia de
hormona tiroidea también aumenta la expresién de GHRH. La GHRH producido a nivel
hipotaldmico se libera al sistema porta hipotdlamo-hipofisario a través del cual alcanza
la adenohipdfisis, donde actua fundamentalmente sobre células somatotropas
mediante la unién a su receptor GHRH-R para regular la sintesis y secrecion de GH asi

110

como la diferenciacion y proliferacién de este tipo celular (Fig. 12) . La unién de

GHRH a su receptor activa diversas rutas de segundos mensajeros intracelulares,

incluyendo la ruta de la adenilato cilcasa, AMPc y proteina quinasa A **.

Fig. 12. Esquema de la estructura del receptor de GHRH-R de rata. Los siete dominios
transmembrana caracteristicos de los GPCRS, representados por los cilindros, atraviesan la doble capa
lipidica. Los circulos en negro representan los aa conservados entre los receptores de la familia B de
GPCRs. La flecha blanca indica la secuencia sefial de corte, y la flecha negra indica un sitio de insercidn
generado por un procesamiento alternativo del ARN en una forma variante del receptor (tomado de
Mayo et al. 111).
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El GHRH-R ha sido clonado en varias especies de vertebrados *? y pertenece a
la familia B de la superfamilia de receptores GPCRs '**. El GHRH-R de rata sufre un
procesamiento alternativo en su ARN que genera dos isoformas del receptor que se
diferencian en 41 aa. Se ha demostrado que este procesamiento se produce de forma

regulada, siendo la isoforma corta del receptor la predominante en células hipofisarias
114

Los antagonistas de GHRH suprimen el crecimiento de varios tipos de cancer, y
este efecto antitumoral se ejerce en parte de forma indirecta a través de la inhibicidon
de la secrecién de GH y la consecuente reduccidn de los niveles de IGF-1. Sin embargo,

los antagonistas de GHRH ejercen sus efectos directamente en los tumores s,

2.2. Hipdfisis.
La hipofisis es una glandula endocrina ovoide de pequefio tamafio situada en la
base del craneo, justo debajo del hipotdlamo, en una depresién 6sea del hueso

esfenoides llamada silla turca (Fig. 13).

O 7
L W 4
d — Hipotalamo |
& TR B l Cuerpo
! 3 \ | > 3 mamilar
\\ /" Eminencia
- -:/ Z i media

Adenohipéfisis \ Infundibulo

Pars tuberalis . >
=2 Neurohip6fisis
8 | Tallo infundibular

i

Quiasma
6ptico

Pars intermedia

Pars distalis — | . =" £

{-Pars nervosa

Fosa hipofisaria
en lasilla turca

Fig 13. La hipdfisis es una glandula compleja que se aloja en un espacio dseo llamado silla turca
del hueso esfenoides, situada en la base del cerebro, y que conecta con el hipotdlamo a través del tallo
infundibular. Consta de la adenohipéfisis o I6bulo anterior y de la neurohipdfisis o I6bulo posterior.

Desde un punto de vista anatémico y funcional, la hipdfisis se divide en dos
porciones, una neural o neurohipéfisis y otra glandular o adenohipdéfisis, con diferente
origen embrionario, anatomia y estructura. La neurohipdfisis esta constituida por la

pars nervosa o lébulo posterior y el infundibulo, que consta a su vez del tallo
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infundibular y la eminencia media. El infundibulo esta irrigado por las arterias
hipofisarias superiores, cuyas ramificaciones forman el sistema portal hipotalamo-
hipofisario, que se recogen y dirigen a través del tallo infundibular hacia la
adenohipdfisis, donde dan lugar al plexo capilar secundario que irriga
fundamentalmente la pars distalis (Fig 14). La adenohipdfisis, que constituye
aproximadamente el 80% de la hipdfisis, esta formada por tres partes; la pars distalis o
I6bulo anterior, la pars intermedia y la pars tuberalis.

La hipdfisis esta conectada con el hipotalamo a través del tallo hipofisario, que
mantiene a estos dos érganos en estrecha relacién anatomica y funcional mediante
numerosas fibras nerviosas y vasos sanguineos que constituyen el sistema portal
hipotdlamo-hipofisario, que es de importancia fundamental en la fisiologia de la
hipofisis. De esta manera, las neurohormonas producidos por los nucleos
hipotalamicos, alcanzan las células adenohipofisarias estimulando o inhibiendo la

sintesis y liberacién hormonal (Fig 14).

HIPOFISIS
ANTERIOR

ANTERIOR

Fig. 14. Relacion entrc HpULAIIU y g thpunss. Loipe 1Mo se comunica con el lébulo
anterior de la hipdfisis a través de un pequefio sistema porta, secretando hormonas liberadoras o
inhibidoras (flechas marrones) directamente en capilares que estan unidos por venas porta a una
segunda red capilar de la hipdfisis anterior, donde las hormonas hipotaldmicas afectan la produccién de
las hormonas hipofisarias (flechas amarillas). Otras células neurosecretoras hipotalamicas producen
oxitocina y hormona antidiurética (ADH)(flechas rojas), que son transmitidas al I6bulo posterior de la
hipdfisis a través de las fibras nerviosas. (tomado de Biologia Curtis version on-line).

Como se apuntd anteriormente, la hipdfisis es crucial para el mantenimiento y
regulacién de procesos fisioldgicos esenciales como el crecimiento, la reproduccién y
el metabolismo, tanto de forma directa como mediante el control del funcionamiento

de otras glandulas endocrinas (tiroides, glandula adrenal, génadas, etc.) (Fig. 15).
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Fig. 15. Hormonas producidas y liberadas por las distintas células especializadas de la
adenohipofisis, y sus respectivos drganos diana. La capacidad de respuesta de un tejido depende de la
presencia de receptores especificos de membrana para cada hormona (modificado de Biologia Curtis
version on-line).

La secrecidon de las hormonas de la adenohipdfisis esta regulada por el sistema
nervioso central y por las hormonas producidas en sus glandulas diana en la periferia
mediante un sistema de retroalimentacion. La secrecion de cada una de las hormonas
hipofisarias sigue patrones diurnos mas o menos regulares, generalmente
sincronizados por la actividad, el suefio, o los ciclos de luz-oscuridad. Las hormonas
hipofisarias se secretan de forma pulsatil o episddica, y esta pulsatilidad esta
controlada a su vez por los patrones de secrecién sincronizada de las hormonas
hipotalamicas. El eje hipotdlamo hipofisario integra las senales inhibidoras vy
estimuladoras, tanto centrales como periféricas para sintetizar y secretar las hormonas
hipofisarias por el tipo celular especifico **°. Cada uno de estos tipos celulares expresa
receptores especificos para el factor hipotaldamico estimulador o inhibidor de la
secrecidon de hormona hipofisaria, de manera que la produccion de hormona por estas
células esta regulado directamente por hormonas hipotalamicas que llegan al la
hipodfisis anterior a través del sistema portal. Las hormonas hipotalamicas estimulan
secrecion de hormonas en los respectivos tipos celulares hipofisarios, que se clasifican

en cinco tipos diferentes, en funcién de la hormona que producen y liberan (Tabla 3).
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. % poblacion Hormona Predominante nucleo
Tipo celular Hormona . . . ) . . , i
celular hipotalamica hipotalamico de sintesis
Tirotropas TSH 10% TRH (+) Paraventricular, AVPV
SRIF (-)
Gonadotropas LH-FSH 10-15% GnRH (+) Arcuato
Corticotropas ACTH 15-20% CRF (+) Parventricular, supradptico
Lactotropas Prolactina 10-25% Dopamina (-) Arcuato, paraventricular
TRH (+)
Somatotropas | GH [ 50% GHRH (+) Arcuato, AVPV

Tabla 3. Secrecién hormonal del |6bulo anterior de la hipdfisis y su control por hormonas
hipotaldmicas. Cada tipo celular hipofisario produce y libera hormonas en respuesta a factores
hipotaldmicos especificos.

Tipos celulares hipofisarios:

- Células tirotropas. Estas células constituyen aproximadamente entre el 3y el 5

% de las células adenohipofisarias, y secretan la hormona estimulante del tiroides o

tirotropina (TSH) en respuesta fundamentalmente al tripéptido hipotaldmico TRH **.

La TSH es una glicoproteina que actua sobre el tiroides estimulando la sintesis y

liberacion de las hormonas tiroideas tiroxina y triyodotironina %,

-Células gonadotropas. Estas células constituyen entre un 10 y un 20 % de las

células adenohipofisarias y producen las gonadotropinas: hormona luteinizante (LH) y
hormona foliculoestimulante (FSH). Aunque se nombran por su funcién en hembras,
ambas hormonas son cruciales para la funcidén tanto del ovario como del testiculo. En

hembras, la FSH promueve el crecimiento de los foliculos ovaricos, y en machos

promueve la formacion de espermatozoides en el epitelio germinal del testiculo 121-123

Ademas, actla sobre las génadas estimulando la produccion de inhibina, que suprime

123, 124

la sintesis y secrecidon de FSH . Aunque la expresion del gen FSH también esta

regulada por GnRH, los factores determinantes de la sintesis de FSH son la activina y la

125127 "por otro lado, la expresion de LH estd principalmente determinada por

inhibina
GnRH ** 1% En hembras, la LH induce la ovulacién del foliculo maduro y la formacion
del cuerpo luteo, y ademas, estimula la sintesis y secreciéon de estrégenos y

123

progesterona ~=°. En machos, la LH estimula la secrecidén de testosterona por las células

de Leydig en el testiculo.
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Las gonadotropinas, junto con la TSH, son hormonas glucoproteicas sintetizadas
y almacenadas en células hipofisarias, y contienen residuos de azucar unidos de forma
covalente a residuos de asparagina de la cadena polipeptidica. Estas tres glicopoteinas
estan compuestas por dos subunidades, denominadas alfa y beta. La secuencia
aminoacidica de la subunidad alfa es idéntica para LH, FSH y TSH, y es el producto de

128 |3 subunidad beta confiere la

un gen localizado en el cromosoma 6 humano
especificidad fisioldgica a cada hormona, y estd codificada por genes localizados en
distintos cromosomas, manteniendo no obstante una gran homologia en su secuencia
aminoacidica. Ambas cadenas contribuyen a la unién de la hormona a su receptor.

Existen evidencias que demuestran el control autocrino de la funcidn de las
células gonadotropas, especialmente respecto a la regulaciéon diferencial de la
secrecién de LH y FSH. Varias moléculas interaccionan para formar una compleja red
de regulacion, que incluye la interaccion entre distintas sustancias autocrinas, como el
sistema activina-inhiniba, la leptina, el PACAP, el éxido nitrico, etc. (Fig. 16).

Oestradiol (Oestrus)

i-15
LES
Glucocorticond

. F’bllistlét/ﬁ///

.;ﬁlTi:' / il
Mt i
: .r/ FS cell

Oestradiol

T estimulacién

| inhibicién Oestradiol ’
- OVX/ORX Antes y después
Testosterona del pico de FSH

Progesterona

Corticosterona

Fig. 16. Esquema representativo de la compleja red de sefales autocrinas que actian en las
células gonadotropas. Las lineas sélidas indican las rutas demostradas experimentalmente. Las lineas
discontinuas indican interacciones hipotéticas propuestas sobre la base de la presencia de los factores
indicados y sus efectos farmacolégicos (tomado de Denef et al. 129).

La activina y la inhibina son factores de crecimiento y diferenciacién que
ejercen importantes acciones a todos los niveles del eje HPG. En mamiferos, la activina

estimula la sintesis y liberacién de FSH, y no se detecta efecto en la secrecién de LH,
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excepto en determinadas condiciones **°. La inhibina disminuye la produccién de FSH
destruyendo la accién de la activina enddgena. Cuando ambos factores se administran
conjuntamente en cultivos de células hipofisarias, los niveles de ARNm de FSH resultan
indetectables, lo que sugiere que la accién reguladora de la expresién FSH de la
inhibina es dominante sobre la ejercida por la activina 129,

Ademas, algunos de los péptidos producidos por las células gonadotropas
también pueden mediar en las acciones que ejercen estas células sobre las células
somatotropas (Fig. 17). Asi, el PACAP estimula la expresidon y secreciéon de GH, el
péptido natriurético tipo C (CNP) estimula la secrecion de GH en células somatotropas,
y el péptido natriurético atrial (ANP) inhibe la secreciéon de GH estimulada por GHRH
en rata. Ademas, la angiotensina, las endotelinas, el NPY, el TRH y la leptina también se
producen en células gonadotropas y actian sobre células somatotropas regulando la

secrecién de GH (Fig. 17) *%°.
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Fig. 17. Esquema representativo de los sistemas paracrinos que actlan entre las células
gonadotropas y somatotropas. Las lineas en negro indican las rutas demostradas experimentalmente.
Las lineas grises discontinuas indican interacciones hipotéticas propuestas en base a la presencia de los
factores indicados y sus efectos farmacoldgicos (tomado de Denef et al. 129).

-Células corticotropas. Este tipo celular constituye aproximadamente un 10-

20% de las células adenohipofisarias, y secreta la hormona adrenocorticotropina
(ACTH) que controla fisiologicamente la porcién del cortex de las glandulas adrenales,

regulando la secrecion de glucocorticoides (cortisol y corticosterona). La ACTH es un
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polipéptido de 39 aa que se origina a partir del procesamiento proteolitico del
precursor proopiomelanocortina (POMC), del que también se derivan la hormona
estimulante de los melanocitos a (MSH) y la a y B endorfinas, que se generan también

de forma selectiva para el tipo celular, en las melanotropas del I6bulo intermedio.

-Células lactotropas. Las células lactotropas, producen y liberan prolactina (PRL)

y constituyen el 10-25% de las células adenohipofisarias. La PRL es una proteina de
cadena simple de 199 aa que comparte una gran homologia con la GH. El receptor de
ambas hormonas también es muy similar, aunque el dominio intracelular del receptor
de la prolactina es mas corto. La principal funcién de la PRL en hembras es la
regulacion del desarrollo de la glandula mamaria y la estimulacion de la produccion de
leche durante la lactancia. En machos o en hembras no lactantes, la PRL puede
estimular células del sistema inmune, y puede afectar a la funcién adrenal y al

equilibrio electrolitico % 12 B¥38 5

secrecion de PRL esta regulada
fundamentalmente por el fuerte tono inhibidor ejercido por la dopamina y en menor
medida por la somatostatina. En cuanto a su estimulacidn, la secrecién de PRL esta
regulada por diversos factores hipotalamicos, entre los que destaca la TRH, asi como el

péptido intestinal vasoactivo (VIP) y la oxitocina.

-Células _somatotropas. Estas células son las mas grandes en tamafio y

abundantes de la adenohipdfisis, ya que constituyen alrededor del 40% de la poblacién
total hipofisaria. Las células somatotropas son las responsables de la sintesis vy
liberacion de GH. Esta hormona es responsable del crecimiento somatico durante el
desarrollo postnatal y de hecho, su funcién es imprescindible para lograr la estatura
normal del adulto. Pero ademas, la GH desempefia importantes funciones metabdlicas,
como la movilizacién de 4acidos grasos en tejido adiposo y la inhibicién del
metabolismo de la glucosa en el musculo y en el tejido adiposo.

La regulacion primaria de la produccion de GH la ejerce el hipotalamo mediante
dos factores peptidicos, GHRH y SRIF. Ademas, se ha demostrado que la propia GH
regula su secrecion a través de un mecanismo de retroalimentacion a nivel

hipotaldamico, inhibiendo la liberacién de GHRH y estimulando la secrecién de SRIF 2%

3% La GH juega un papel esencial en el gasto energético, por lo que es de esperar que
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la regulaciéon autocrina de las células somatotropas esté relacionada con la
homeostasis energética. Asimismo, en los ultimos afios se han caracterizado complejos
sistemas adicionales de regulacién de la secrecidn de GH, entre los que destacan las
acciones del PACAP, asi como de otras moléculas que se expresan en células
somatotropas y que regulan la ingesta de alimento a nivel hipotaldmico como la
ghrelina, leptina, NPY, TRH, sustancia P y encefalinas. Sin embargo, hasta la fecha solo
. . . .. ., . . . L. 129
existen evidencias indirectas de la regulacién autocrina ejercida por estos péptidos ~".

136 un péptido de origen gastrointestinal y también presente en

La ghrelina
hipotalamo e hipdfisis, tiene actividad orexigénica y es el ligando enddgeno del
receptor de la familia de secretagogos sintéticos de GH (GHS-R). En la hipodfisis de rata

129,137 1 a ghrelina es un

se expresa en células somatotropas, lactotropas y tirotropas
regulador local de las células somatotropas ya que las sensibiliza a la accién de GHRH,
y los niveles de ARNm de ghrelina y la cantidad de péptido cambian de forma similar a
como lo hace el contenido hipotaldmico de GHRH en distintas condiciones, como en
situaciones de hiper- o hipotiroidismo, exceso o deficiencia de glucocorticoides, etc. **°
(Fig. 18).

Por su parte, se han identificado factores enddgenos con similitud estructural
con la SRIF, como el péptido denominado cortistatina, que es producido en diversas

regiones del SNC y que se une con gran afinidad a los receptores de SRIF *** **°,

y Ayuno
[ . s e
b TGF-o Hipertiroidismo
GH mRMA G o Glucocorticoides
\; GHRH GH

i Leptin ]
Periodo postnatal temprano

Glucocorticoides

il vIp

T estimulacién

_| inhibicion

Fig. 18. Esquema representativo de los bucles autocrinos que actian en células somatotropas.
Las lineas en negro indican las rutas demostradas experimentalmente. Las lineas grises discontinuas
indican interacciones hipotéticas propuestas sobre la base de la presencia de los factores indicados y sus
o 129
efectos farmacoldgicos (tomado de Denef et al.”™).
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2.3. Gonadas.

- Testiculo.

En mamiferos, el sistema reproductor del macho incluye los drganos sexuales
primarios (testiculos) y las estructuras sexuales secundarias (conductos genitales y
excretores, glandulas anexas y pene). Cada testiculo estd constituido por
compartimientos que albergan los tubulos seminiferos, en los que se alojan las células
germinales, que originan los espermatozoides, y las células de Sertoli, cuya funcion es
la de sostén y nutricion de las células germinales. Entre los tubulos seminiferos,
también se encuentran las células de Leydig cuya funcién es la produccién de las
hormonas sexuales masculinas o andrdgenos. La testosterona, el andrégeno mas
potente y producido en mayor cantidad, se libera a los tubulos seminiferos en los que
es esencial para la espermatogénesis, y pasa a la circulacién alcanzando asi sus tejidos
diana. La testosterona es la responsable del desarrollo de los caracteres sexuales
secundarios masculinos tanto durante el desarrollo fetal como, especialmente,
durante la pubertad.

La produccién de hormonas que controlan el funcionamiento de los testiculos
esta regulada por un sistema de retroalimentacion negativa (Fig. 19). Asi, la GnRH
producida en el hipotdlamo actua sobre la hipdfisis anterior estimulando la produccién
de LH y FSH. La LH estimula la produccién y liberacidon de testosterona por las células
de Leydig. A medida que la testosterona en circulacién sanguinea aumenta, la
produccién de GnRH por parte del hipotdlamo se inhibe. La testosterona también
influye sobre la hipdfisis mediante la supresion de la produccion de LH. Como
consecuencia de estos efectos inhibidores combinados, la secrecion de LH por la
hipdfisis se reduce. Por otro lado, la FSH actua sobre las células de Sertoli, las cuales
producen la inhibina, que inhibe la producciéon de FSH en la hipdfisis. La accién

combinada de la inhibina y la testosterona es esencial en la espermatogénesis (Fig. 19).
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Fig. 19. Esquema simplificado de los circuitos de retroalimentacidén que controlan la produccion
de esperma. El hipotdlamo secreta GnRH que estimula a las células hipofisarias para producir LH y FSH.
En el testiculo, la LH estimula a las células de Leydig para producir testosterona, y la FSH actua sobre las
células de Sertoli que producen inhibina y promueven la produccion de esperma. La testosterona y la
inhibina ayudan a regular la produccién de GnRH.

- Ovario.

En mamiferos, el sistema reproductor de la hembra esta formado por dos
ovarios, organos productores de gametos, y ubicados en la cavidad abdominal y
suspendidos por los ligamentos ovaricos. En los ovarios se produce la ovulacion, que es
un evento ciclico regulado por hormonas, que conlleva cambios en las células

foliculares y en la pared uterina (Fig. 20).

Hipotalamo

‘ féﬁffﬁm
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y <
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Fig. 20. Esquema simplificado de los circuitos de retroalimentacidén que controlan la ovulacion.
El hipotalamo secreta GnRH que estimula a las células hipofisarias para producir LH y FSH. En respuesta
a las gonadotropinas, el ovario produce esteroides sexuales e inhibina que mediante mecanismos de
retroalimentacion acttan sobre la hip&fisis y el hipotdlamo para regular la ovulacién.
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En cuanto a la ovulacidn, existen dos tipos de ciclos: el menstrual y el estral. El
ciclo menstrual se produce en primates, conlleva la salida espontdanea de flujo
sanguinolento como consecuencia de la necrosis del endometrio uterino, y ocurre en
ciclos mensuales. La ovulacion se produce a la mitad del ciclo, siendo el primer dia el

gue coincide con la aparicion de la menstruacién.

El ciclo estral se da en el resto de mamiferos, y es el periodo comprendido
entre la aparicidon del estro y el comienzo del siguiente ciclo, dependiendo su duracion
de la especie. La ovulacidon es un proceso espontdneo y predecible, porque el estro
conductual coincide con la descarga preovulatoria del pico de LH inductora de la
ovulacion. La hembra acepta al macho exclusivamente en este periodo, pues esta
relacionado con las variaciones en la concentracidon sanguinea de los estrogenos y la

progesterona.

3. Tejido Adiposo.

En mamiferos, el tejido adiposo estd formado por dos tejidos de apariencia

190 Este dltimo estd relacionado

distinta, el tejido adiposo blanco y el pardo
funcionalmente con la termogénesis y posee una importancia cuantitativa menor,
restringiéndose su presencia fundamentalmente a neonatos y animales hibernantes
1 El tejido adiposo blanco es clasicamente considerado el érgano central de
almacenamiento de energia metabdlica en mamiferos, y es el tejido donde se produce
y regula la lipdlisis y lipogénesis. El tejido adiposo se distribuye ampliamente por el
organismo en forma de depdsitos tanto subcutdneos como viscerales de distinto
tamafio *%. Recientemente se ha documentado gue el tejido adiposo, ademas de su
funcion clasica de almacén energético, también actia desempefiando acciones
endocrinas mediante la sintesis y liberacién de diferentes factores que reciben el
nombre genérico de adipoquinas. Estas participan en funciones tan importantes como
la homeostasis energética, el metabolismo lipidico, la respuesta inmune vy la
reproduccidén. En este sentido, el hallazgo mas relevante, por su novedad e

importancia funcional, se produjo en 1994 con el descubrimiento de una hormona

producida y secretada por los adipocitos, la leptina. Esta hormona se identificé durante
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la caracterizacién del gen ob, cuya deleciéon es responsable de la obesidad en los
ratones ob/ob, uno de los modelos animales mas utilizados en estudios de obesidad
143 posteriormente al descubrimiento de la leptina, se identificd una amplia gama de
factores secretados por los adipocitos, contabilizandose actualmente mas de 50
moléculas denominadas genéricamente adipoquinas. La mayoria de las adipoquinas
estan relacionadas con el sistema inmune, como el factor de necrosis tumoral a, las
interleuquinas, los factores de crecimiento, etc. También existen proteinas
relacionadas con la regulacién de la presiéon sanguinea como la angiotensina;
relacionadas con la homeostasis de la glucosa como la adiponectina, o con la

144-149

angiogénesis como el factor de crecimiento del endotelio vascular , por lo que el

adipocito se considera actualmente como una célula secretora compleja.
La leptina es una hormona anorexigénica producida de forma mayoritaria,

143

aungue no exclusiva, en el tejido adiposo ~. Esta hormona acttda en la regulacién

central del control del apetito y del balance energético, reduciendo la ingesta de

150

alimento e incrementado el gasto energético Ademas, la leptina también

146,151 ppy adultos,

interviene en la regulacion de la reproduccién y el sistema inmune
el ARNm de leptina se detecta principalmente en tejido adiposo blanco **?, en tejido

adiposo pardo **3, y tejidos no adiposos como mucosa gastrica ¢, células epiteliales

155 15 157 158 L

mamarias >, miocitos ¢, placenta ~’, testiculo, ovario y foliculos pilosos a
leptina proporciona al cerebro la informacién sobre el estado de los reservorios de
energia corporal, y forma parte del mecanismo de retroalimentacion que actia como
lipostato. Se ha sugerido que cuando las células de grasa aumentan en numero vy
tamafio, o de forma opuesta, en situaciones de ayuno, la activacion de la expresion del
gen ob provoca un aumento de la produccién de leptina, que se libera a la circulacion
1% alcanzando el cerebro, donde provoca disminucion del apetito y aumenta el gasto
metabdlico. El nucleo ventromedial del hipotdlamo juega un papel central en la
regulacion de la conducta alimenticia, y constituye por tanto un importante érgano
diana para esta proteina ***.

Los datos disponibles indican que la pérdida de grasa corporal disminuye los
niveles de leptina, que induce un estado positivo del balance energético y otros

cambios adaptativos. Por el contrario, un incremento de los depdsitos de grasa
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conduce a incrementar los niveles de leptina y a un balance energético negativo (Fig.
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Fig. 21. El contenido de grasa corporal esta bajo control homeostatico. La disponibilidad de
leptina es la sefal aferente del circuito de regulacion de la masa de tejido adiposo. En un individuo de
peso estable (15-20% de grasa corporal en sujetos no obesos) la cantidad de leptina circulante provoca
un estado donde la ingesta de comida es igual al gasto energético. El incremento en los niveles de
leptina da lugar a un balance energético negativo, mientras que una disminucién de estos niveles
conduce a un balance energético positivo. La sensibilidad a leptina se reduce en situaciones de
obesidad, donde el indice de grasa corporal aumenta (30-35%) (modificado de Friedman et al. 160).

El descubrimiento de la leptina permitié confirmar la estrecha relacion entre la
regulacién de la homeostasis energética del organismo y el control de la reproduccién.
Asi, numerosos estudios experimentales sobre el efecto de la leptina en la
reproduccidn, los cambios en su concentracion y expresion indican que esta hormona
podria estar asociada con el inicio de la pubertad en diferentes especies animales,
proponiendo asi que la leptina puede actuar como un facilitador de la pubertad. En
este sentido, se ha observado que la administracion de leptina adelanta el inicio de la

7476 '\ ademas se ha observado que los ratones hembra

pubertad en ratas y ratones
ob/ob son estériles ”’, mientras gue la administracién de leptina a ratones macho
ob/ob puede restaurar la pubertad "®. Por su parte, la accién de la leptina sobre la
liberacion de GnRH puede explicar la infertilidad de las mujeres con peso inferior al

normal (Fig. 22).
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Fig. 22. (a) La funcién ovarica normal esta regulada por LH y FSH, cuya secrecién estd
controlada por GnRH. La nutricion estd conectada con el sistema reproductor femenino a través de la
leptina y la insulina, que alteran la disponibilidad de esteroides. (b) En situaciones de desnutricidn, la
produccion de leptina disminuye, se reduce la produccién de GnRH y por tanto de LH y FSH, como
consecuencia el sistema reproductor se apaga. (c) En situaciones de sobrepeso y/o PCOS (sindrome de
ovario poliquistico), el aumento de adipocitos da lugar a una cascada de cambios, que incluye el
aumento de los niveles de leptina e insulina y el aumento periférico de LH. El resultado es un desarrollo
parcial de los foliculos que secretan testosterona de forma supranormal (modificado de Sharpe et al.

161).

El papel de la leptina en la reproducciéon de los machos se ha estudiado
especialmente en ratas y ratones, pero también se han realizado investigaciones en
humanos y otras especies animales. En las células de Leydig, en los tubulos
seminiferos, las espermatogonias y los espermatozoides, entre otros tipos celulares, se
ha detectado la expresion de los receptores de leptina, lo que indica que puede haber

162185 | os ratones macho

una funcién importante de esta hormona a nivel testicular
ob/ob padecen hiperfagia, obesidad madrbida e infertilidad. La administracion de
leptina exdgena disminuye el apetito y el peso corporal y aumenta el peso del
testiculo, de las vesiculas seminales, y del nimero de espermatozoides166

En nifios con pubertad precoz, la reduccion de los niveles de testosterona como
resultado del tratamiento con andlogos de la GnRH, eleva las concentraciones de
leptina. Por otro lado en hombres con hipogonadismo se ha logrado una reduccion de
los niveles séricos de la leptina, tras la administracidn del tratamiento sustitutivo con

167

testosterona ', Este efecto inhibidor de la testosterona sobre la secrecidn de leptina

y viceversa indica que la leptina puede regular la esteroidogénesis en el testiculo,
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ademas también puede actuar en células no diferenciadas del testiculo para permitir
su diferenciaciéon en espermatocitos y puede ayudar a las célula a través de su

diferenciacién y maduracion hacia espermatidas (Fig. 23).
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Fig. 23. Mecanismo de accién de la leptina en el eje hipotdlamo hipd&fisis testiculo. La leptina
actua sobre el hipotalamo estimulando la liberacion de GnRH, que regula la secrecién de LH y FSH. En
animales obesos, los niveles de leptina aumentan significativamente y se produce una inhibicién de la
secrecion de testosterona testicular, que a su vez es capaz de inhibir la secrecién de leptina por el tejido
adiposo. En la espermatogonia, la leptina previene la diferenciacidn, y en los espermatocitos la
maduracion. Las espermdtidas puedan inhibir la expresién de Ob-R en el espermatocito mediante

168
retroalimentacion negativa. (tomado de Quintero et al. ).

Cuando el balance energético es positivo, la masa de tejido adiposo aumenta,
los adipocitos sufren hipertrofia e hiperplasia, y se expanden hasta alcanzar un
volumen mdaximo, momento en el que se produce un aumento en el nimero de
adipocitos % Durante este proceso, las células en expansién producen una serie de
factores proliferativos paracrinos que funcionan como controladores internos de la
proliferacion del preadipocito, de manera que sus respuestas proliferativas estan

moduladas por sefiales neurales *** *°

. La obesidad es un desorden heterogéneo que
reduce la esperanza de vida y predispone al individuo a padecer distintas
enfermedades como diabetes tipo 2, enfermedades coronarias y algunos tipos de
cancer Y% 2, La organizacién mundial de la salud considera situacién de obesidad

cuando el indice de masa corporal es igual o superior a 30 kg/m?, y actualmente es uno
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de los trastornos mas comunes en los paises desarrollados, aumentando su incidencia
de forma alarmante. La obesidad, mas que como un mero y antropométrico aumento
de grasa corporal, se considerada como un trastorno endocrino e inflamatorio ligado
intimamente con la resistencia a insulina. Inicialmente se propuso que la
administracion exogena de leptina podria inhibir la ingesta de alimento y asi usarse
como tratamiento terapéutico para la obesidad. Sin embargo, se obtuvo muy poco
éxito en este sentido, como consecuencia de la resistencia a leptina observada en los

individuos portadores de mutaciones en el receptor de la leptina 173,

En resumen, estda ampliamente documentado que los distintos componentes
del eje hipotdlamo-hipofisario-gonadal ejercen muy diversas acciones intimamente
reguladas y coordinadas por factores que actuan a distintos niveles. En este sentido, en
los ultimos afios se han descrito una serie de sefiales que actuan a diferentes niveles
del eje neuroendocrino, gobernando la ingesta de comida, la homeostasis energética,
el metabolismo y la fertilidad, actuando como integradores y estableciendo una
estrecha conexion entre el balance energético y la funcion reproductora. Como
ejemplos de este tipo de sefiales cabe destacar las acciones de la leptina, la ghrelina 'y
la adiponectina, relacionadas inicialmente con el control del balance energético y del
metabolismo, y de las que actualmente se ha reconocido su participacion en el control
de la reproduccién.

En este sentido, son muchas las evidencias que sugieren que el sistema
kiss1/kisslr podria actuar también como un integrador de los ejes reproductor y
metabodlico modulando sus acciones a distintos niveles. Por ello, en el presente trabajo
nos hemos propuesto profundizar en el estudio del sistema kiss1/kissir fuera del
hipotalamo, concretamente analizamos su presencia y regulacién a nivel hipofisario,

testicular y en el tejido adiposo.
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HIPOTESIS.

La expresion de kissl y/o su receptor en odrganos y tejidos relacionados
funcionalmente con el hipotdlamo, pero distales al mismo, permiten postular que el
sistema kiss1/kisslr desempefia funciones reguladoras endocrinas adicionales a las
gue ejerce en el hipotdlamo.

Concretamente, proponemos que el sistema kiss1/kisslr puede actuar a nivel
hipofisario regulando algunos de sus tipos celulares, y que su presencia en esta
glandula, asi como en testiculo y tejido adiposo, esta controlada por factores de
relevancia fisioldgica, como son la edad, las hormonas hipotalamicas, los esteroides
sexuales y las condiciones metabdlicas.

Una accion del sistema kiss1/kisslr a multiples niveles podria contribuir a la
mejor integracion fisiolégica coordinada de los ejes reproductor y somatotrdpico con

la homeostasis metabdlica.
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OBIJETIVOS

OBIJETIVOS.

1.- Determinar la accion directa y los mecanismos de accién del sistema kiss1/kiss1r
sobre células hipofisarias, sus posibles interacciones con los factores hipotalamicos

GnRH y GHRH, y su regulacién por los esteroides sexuales.

2.- Estudiar la regulacién de la expresidon del sistema kissl/kisslr en hipofisis por
factores de relevancia fisioldgica. En concreto se analizaran la:
2a.- Regulacién de la expresidn de kiss1/kiss1 durante el desarrollo postnatal.
2b.- Regulacién heterdloga por factores hipotalamicos, y homdloga por kp-10,
de la expresion del sistema kiss1/kiss1r.
2c.- Regulacién de la expresidn del sistema kiss1/kiss1r por esteroides sexuales.

2d.- Expresiodn del sistema kiss1/kiss1r bajo diferentes condiciones metabdlicas.

3.- Analizar la presencia y regulacion del sistema kiss1/kiss1r en testiculo.
3a.- Regulacion durante el desarrollo postnatal.

3b.- Regulacién en distintas condiciones metabdlicas.
4.- Analizar la presencia y regulacion del sistema kiss1/kiss1r en tejido adiposo.
4a.- Regulacion durante el desarrollo postnatal.

4b.- Regulacién en distintas condiciones metabdlicas.

5.- Determinar las Caracteristicas estructurales y farmacolégicas de analogos

modificados de kp-10 de rata, y busqueda de posibles antagonistas/agonistas.
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MATERIAL Y METODOS

1. Material biolégico.

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron ratas Wistar procedentes de los
animalarios de las Universidades de Cdrdoba, Cadiz y Granada, y diferentes tejidos
proporcionados por la Dra. R. D. Kineman de la Universidad de lllinois en Chicago
(EE.UU.), obtenidos de ratones macho adultos de la cepa C57BI/6J y suministrados por
Laboratorios Jackson.

Los animales se mantuvieron en condiciones constantes de temperatura (222C),
con un periodo luz-oscuridad de 12 h (de 7:00 a 19:00 h), y con libre acceso a comiday
agua. Para la realizacion de los experimentos, los animales se sacrificaron por
decapitacion, entre las 9y las 12 h de la mafiana, siguiendo la normativa recogida en la
legislacion nacional y europea, y aprobada por el comité de Bioética de la Universidad
de Cordoba sobre manipulacién y uso de animales de experimentaciéon. Tras la
decapitacion, las hipofisis destinadas a un proceso de dispersion y cultivo celular se
transfirieron a DMEM (medio esencial minimo de Dulbecco) a 42C, y se procedio tal
como se detalla en el apartado 3.1. El resto de los tejidos objeto de estudio se
congelaron rapidamente en nitrégeno liquido y se almacenaron a -809C hasta su
posterior procesamiento para el aislamiento de ARN, retrotranscripcidn y andlisis de la

expresion de los genes de interés.

2. Material y reactivos.

Los materiales y reactivos necesarios para la realizacion de los experimentos asi
como los programas informaticos utilizados se adquirieron a diversas compainias, tal y

como se detalla a continuacion:

Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, MO, EE.UU.): estradiol, GnRH, GHRH, HEPES,
antibidtico-antimicético, BSA, gentamicina sulfato, Tripsina-EDTA, DMEM sin rojo
fenol, probenecide, DEPC, B-mercaptoetanol, L-Glutamina, tripsina, colagenasa,

inhibidor de la tripsina, ADNasa, solucién de Hanks, EDTA, Triton X-100.
Phoenix Pharmaceuticals (Belmont, CA, EE.UU.): kp-10 de ratdn.

Cambrex (Verviers, Bélgica): DMEM.
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R&D Systems (Minneapolis, MN, EE.UU.): leptina.

Bellco Biotechnology (Vineland, NJ, EE.UU.): cubreobjetos reticulados de 25 mm de

diametro.

Sera-Lab LTD (Crawley Down, R.U.): Suero fetal bovino (FBS).

Gibco (Barcelona): medio F-12, geneticina y HBSS.

Invitrogen (Barcelona): Lipofectamina 2000TM, Opti-MEM, Trizol y el vector de
clonacion pCDNA3.1+.

Roche (Madrid): glucdgeno.

Molecular Probes (Eugene, OR, EE.UU.): FURA-2 AM, Fluo4 AM, y pluronic F-127.

Imaging Corporation (West Chester, PA, EE.UU.): software MetaFluor.

NIDDK (National Institutes of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases, MD, EE.UU.)

nos proporciond los anticuerpos.

GraphPad Softwre Inc (San Diego, CA, EE.UU.): software GraphPad Prism V 4.0.

Pierce (Rockford, IL, EE.UU.): el kit de tubos de lodogen.

Quiagen (Madrid): “RNeasy Lipid Tissue Mini Kit” y “RNase-Free DNase Set”.

Stratagene (La Jolla, CA, EE.UU.): “Absolutely RNA rt-PCR Miniprep Kit”.

Fermentas (Hanover, MD, EE.UU.): “cDNA First Strand Synthesis kit”, T4 ADN ligasa y
“2X Master Mix PCR reagent”.

Labotaq (Sevilla): kits de Bioneer “AccuPrepR Plasmid Extraction Kit” y “AccuPrepR Gel

Purification Kit”.

BioRad (Barcelona): “IQ SYBR Green supermix”.

Ecogen (Barcelona): Taq polimerasa Ecozyme o EcoTag.
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Molecular Biology Ins.(Cascade, CO, EE.UU.): software Oligo 6.0.

Research Diets (Brunswick, NJ, EE.UU.): pienso granulado con alto y bajo contenido en

grasa.

3. Técnicas basicas de Biologia Celular.

3.1. Dispersion celular.

La extraccidn de la hipofisis se realizé inmediatamente después del sacrificio de
los animales, siendo ésta rapidamente sumergida en medio de cultivo estéril DMEM a
pH 7,4, suplementado con 0,3% de BSA, 0,58% de HEPES, 0,22% de NaHCOs; y 1% de
mezcla de antibidtico antimicético. Con objeto de obtener una suspension de células
monodispersas, las hipofisis se sometieron a un proceso de dispersion enzimatico-

Y% 175 Una vez terminado el proceso de

mecdanica que se detalla en el protocolo 1
dispersion, se determind el nimero de células utilizando una cdmara de Neubauer, y

su viabilidad utilizando el test de exclusién del azul tripan 176,

3.2. Cultivos de células hipofisarias de rata.

Con objeto de determinar la concentracién de hormonas hipofisarias presentes
en el medio tras los distintos tratamientos farmacoldgicos, las células de la suspension
obtenida mediante el proceso de dispersidn se cultivaron en placas de poliestireno de
24 pocillos a una densidad de 300.000 células/pocillo. Por otro lado, para la
determinacion de la cinética de la concentracién de Ca®' libre citosélico ([Ca2+]i),
mediante microfluorimetria, las células se cultivaron sobre cubreobjetos reticulados de
25 mm de didmetro colocados en el interior de una placa de petri de 35 mm de
didametro, a una densidad de 100.000 células/cubreobjeto.

Tras permitir la adhesidon de las células al sustrato durante un periodo de 45
min, cada pocillo o placa recibio 800 ul 6 1800 ul respectivamente de DMEM
suplementado con 10% suero fetal bovino (FBS) y un 1% de la mezcla antibidtico
antimicotico (DMEM-FBS). A continuacidn, las células se incubaron a 372C en camara
de cultivo (Galaxy CO, incubator, Cultek, Madrid), con 95% de aire y 5% de CO,,

durante un periodo total de tres dias hasta el dia del tratamiento. Tras las primeras

49



MATERIAL Y METODOS

48h de cultivo, el medio fue reemplazado por nuevo DMEM-FBS, y el dia del
experimento, y como paso previo a la realizacion de los tratamientos, este medio fue
sustituido por DMEM sin FBS, que se mantuvo durante un periodo de al menos 2 h
para eliminar los restos de suero, y permitir la estabilizacién de la secrecion basal de

hormonas.

3.3. Obtencion y mantenimiento de la linea celular monoclonal

estable CHO-K1rkiss1r.

Las células tanto de la linea celular CHO-K1 como de la linea monoclonal
estable CHO-K1rkiss1r, se cultivaron en botellas de 75 mm? de superficie, a una
densidad inicial de 100.000 células/ml, y se mantuvieron en cultivo en medio F-12
suplementado con 10% de FBS y un 1% de mezcla de antibiético antimicdtico (F-12-
FBS) hasta que alcanzaron un 80% de confluencia. En este momento, las células se
despegaron mediante incubacién con la solucién Tripsina-EDTA durante 5 min a 372C,
y a continuacion se centrifugaron (5 min/1500 rpm), para finalmente determinar el
numero y viabilidad celular, de la misma forma que se ha detallado en el apartado 3.1.

Para la obtencién de la linea monoclonal que expresa de forma estable el
receptor kiss1lr, CHO-K1rkiss1r, las células de la linea CHO-K1 se cultivaron en placas de
12 pocillos hasta que alcanzaron un 80% de confluencia. En ese momento, las células
se transfectaron con una concentracién de entre 3 y 5 pg de ADN plasmidico
recombinante que contenia la secuencia codificante para el kiss1r de rata (obtenido tal
como se describe en el apartado 4.5). La transformacion se llevd a cabo con la ayuda
de 3 ul de Lipofectamina 2000TM por cada reaccién de transfeccion, en 100 ul de
medio de cultivo Opti-MEM libre de suero y antibidtico, y que también contenia el
ADN plasmidico. Tras 24 h de cultivo, el medio de cultivo se reemplazé por F-12
suplementado con 1 mg/ml del antibidtico de seleccién, en nuestro caso el gen de
resistencia a geneticina, que fue renovado cada 48 h. Una semana mas tarde, las
células supervivientes, y que por tanto expresaban el gen de resistencia a geneticinay
el gen kisslr, se recolectaron y se diluyeron a razén de 70 células/ml para ser
cultivadas en placas de 96 pocillos (15 pl/pocillo), con objeto de obtener como maximo
una célula en cada pocillo. Sobre este cultivo se hizo un seguimiento diario del

crecimiento de las células monoclonales mediante microscopia. La linea monoclonal se
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obtuvo aproximadamente en un periodo de 3 semanas, tras el cual se extrajo el ARN y

se verifico mediante PCR la expresidn de kiss1r, asi como su numero de copias/células.

3.4. Estudios de microfluorimetria.

Para estudiar la capacidad de las kps de unirse y activar a su receptor, se

2+]i

llevaron a cabo estudios de la cinética de la [Ca“’]; tanto sobre células individuales

como a nivel de poblaciones celulares (FlexStation II).

-Medida de la dindmica de la [Ca**]; sobre células individuales.

Con objeto de estudiar las caracteristicas funcionales de la kp-10 asi como de
una serie de analogos modificados y derivados de este decapéptido, se realizé un

2+]i

estudio de la dinamica de la [Ca®"]; sobre la linea monoclonal estable CHO-K1-rkiss1r.

Ademas, para determinar la capacidad de la kp-10 para actuar de forma directa a nivel

2+]i en cultivos de células adenohipofisarias

hipofisario, se analizé la cinética de la [Ca
de rata.

En ambos casos, las células se incubaron a 372C durante 30 min con 2,5 uM del
fluoréforo Fura-2 acetoximetil ester (Fura-2AM), con un 0.02% de pluronic F-127, en 2
ml de DMEM sin rojo fenol pH 7,4 suplementado con 20 mM de NaHCO3; y 1 mM de
HEPES. A continuacion, se retird el medio y las células se incubaron durante 15 min con
DMEM nuevo sin la sonda fluorescente, para permitir la ruptura del enlace
acetoximetil ester mediante hidrdlisis catalizada por esterasas celulares. Finalmente,
los cubreobjetos con las células adheridas y cargadas con la sonda fluorescente se
colocaron en una camara porta-cubreobjetos que a su vez se coloco en la plataforma
de un microscopio invertido Nikon (Eclipse TE2000-E), acoplado a una camara
Hamamatsu ORCA Il BT (Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japon).

Las medidas de la dindmica de la [Caz+]i se realizaron utilizando un objetivo de
inmersion de 40X y con la ayuda del programa MetaFluor (Imaging Corporation, West
Chester, PA, EE.UU.). Este sistema, permite evaluar cada 5 seg la fluorescencia emitida
por la sonda (505 nm), y de forma alternante las longitudes de onda de excitacion a
340 nm cuando la sonda estd unida a Ca®* y a 380 nm cuando la sonda est3 libre, de
manera que las variaciones de la [Ca2+]i se monitorizaron como cambios en el cociente

F340/F380. Mediante este tipo de ensayos pudimos determinar el porcentaje de
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células que responden al tratamiento con kp-10 y sus analogos, asi como el
. s . 2+ . . .

incremento maximo de la [Ca“'];y el tiempo necesario para alcanzar este incremento
maximo. Todos estos valores aportan informacion sobre la capacidad funcional de los

compuestos analizados.

-Medida de la cinética de la [Ca®']; sobre poblaciones celulares

mediante el sistema FlexStation Il.

Para determinar la capacidad de la kp-54, de la kp-10 humana y de rata, asi
como de sus andlogos para unirse y activar a su receptor, se realizaron estudios de
microfluorimetria sobre poblaciones celulares, utilizando el sistema FlexStation Il
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EE.UU.). Para ello, se analizé una serie de andlogos
derivados de la kp-10 de rata, disefiados y sintetizados por el Dr. J. Leprince en la
Unidad de Neuroendocrinologia Celular y Molecular de la Universidad de Rouen,
Francia, y dirigida por el Dr. H. Vaudry. Concretamente, estos analogos se obtuvieron
mediante sustituciones puntuales de cada residuo aminoacidico del decapéptido por el
aa Alanina, y fueron denominados Ala*[kp-10], donde x corresponde a la posicién del
decapéptido que ha sido sustituida.

Para estos ensayos, las células de la linea celular CHO-K1-rkiss1r se cultivaron
en placas de 96 pocillos negras con fondo claro a razén de 40.000 células/pocillo en
medio F-12-FBS durante 24 h. El dia del ensayo, este medio se sustituyd por una
solucidn estandar HBSS (Hank’s balanced salt solution), suplementado con 5 mM de
Hepes, 2,5 mM de probenecide, 4 mM del marcador fluorescente Fluo4-AM y un
0,02% de pluronic F-127, y las células se incubaron durante 1 h a 372C. A continuacion,
las células se lavaron con la solucion HBSS, y los cambios en la [Ca®']; inducidos por la
administracion de los diferentes compuestos se midieron durante 135 seg mediante el
sistema FlexStation Il. Las respuestas se analizaron como el pico de intensidad maxima
de fluorescencia menos la intensidad de fluorescencia basal para cada una de las
concentraciones de cada uno de los compuestos estudiados. La respuesta de los
valores obtenidos generd curvas sigmoidales dosis-respuesta con pendientes de Hill
variables, a partir de las cuales se asignaron valores de ECsy para cada compuesto

mediante el programa GraphPad Prism (version 4.0).
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Los ensayos para determinar las propiedades agonistas y/o antagonistas de la
kp-10 humana y de rata, asi como de los andlogos modificados de esta ultima,
mediante el sistema FlexStation Il, se dividieron en tres bloques. En primer lugar, se
analizé la capacidad de cada uno de los péptidos para unirse y activar al receptor
kisslr. Para ello, se administraron dosis comprendidas entre 10 M y 10° M de cada
uno de los péptidos, lo que permitié determinar sus valores ECxsy.

En segundo lugar, para determinar la posible capacidad antagonista de aquellos
analogos que presentaron valores de ECso claramente superiores al resto de péptidos
analizados, se realizd una preincubaciéon de 30 min del cultivo celular con cada uno de
los posibles antagonistas a dosis comprendidas entre 10 M y 10° M vy, a
continuacion, se llevd a cabo la administracion de una Unica dosis de kp-10 a 107 M. A
partir de los datos obtenidos se generaron curvas que nos permitieron obtener valores
ICs¢ para cada uno de los péptidos ensayados.

Por ultimo, y para detallar las caracteristicas antagonistas de estos analogos se
utilizd el protocolo de Schild, un protocolo tipico en estudios farmacoldgicos que
permite determinar si el péptido analizado se comporta como un antagonista
competitivo reversible, y que consiste en la preincubaciéon durante 30 min con un
posible antagonista a dosis 10, 10°° y 10°® M, seguida de la administracién de la kp-
10 a dosis comprendidas entre 102 M y 10° M. A partir de los valores obtenidos se
realizaron curvas cuyos perfiles permitieron determinar el tipo de antagonismo que

presentaban los péptidos analizados.

3.5. Cuantificacion hormonal mediante radioinmunoensayo (RIA).

Los niveles hormonales de GH y LH de las muestras obtenidas tras los distintos
tratamientos de los cultivos de células hipofisarias, se midieron por duplicado en un
volumen de 10-50 pl mediante un método de RIA, usando anticuerpos proporcionados
por el Dr. Parlow del NIHH. Las hormonas GH-I-7 y LH-I-9 se marcaron con lodo™? (I*%)
usando un kit de tubos de lodogen, y siguiendo las instrucciones del suministrador. Las
concentraciones de hormona se expresaron usando las preparaciones de referencia
GH-RP-2 o LH-RP-3 como estandar, y la sensibilidad del ensayo fue de 20 pg/tubo para

GH, y de 5 pg/tubo para LH. Los coeficientes de variacion intra- e inter-ensayo en las

hormonas estudiadas fueron menores del 8% y del 10% respectivamente. La eficiencia
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de la determinacion de hormonas fue confirmada mediante la medida de muestras de
suero de rata cuyas concentraciones de las distintas hormonas eran conocidas y por

tanto sirvieron como controles.

4. Técnicas basicas de Biologia Molecular.

4.1. Aislamiento de ARN.

El aislamiento del ARN de las muestras procedentes de testiculo, hipdfisis,
cultivos primarios adenohipofisarios y lineas celulares, se llevd a cabo usando el
reactivo Trizol y siguiendo las recomendaciones del fabricante. El método seguido se
detalla en el protocolo 3. Posteriormente, las muestras resultantes se sometieron a un
tratamiento con ADNasa para eliminar la posible presencia de ADN gendémico.

En la extraccion de ARN de muestras de pequefio tamafio, como las hipdfisis
obtenidas en los experimentos de desarrollo postnatal, se utilizé el kit comercial
“Absolutely RNA rt-PCR Miniprep Kit”, el cual incluye un paso final de tratamiento con
ADNasa.

Para el aislamiento del ARN de las muestras de tejido adiposo de ratdn y de rata,
se utilizé el kit comercial “RNeasy Lipid Tissue Mini Kit”. A continuacién, las muestras
resultantes se sometieron a un tratamiento con el kit “RNase-Free DNase Set” para
eliminar una posible contaminacién con ADN gendmico.

En todos los casos, la concentracion de ARN total obtenido se determind por
espectrofotometria, y su calidad se comprobd mediante la relacién entre Ia

absorbancia a 260y 280 nm.

4.2. Retrotranscripcion del ARN.

Una vez obtenido el ARN total libre de ADN, se sometid a un proceso de
retrotanscripcion para la obtencién de ADNc. Para ello, se utilizé el kit “cDNA First

Strand Synthesis kit”, y 2 ug de ARN total de partida.

4.3. Diseio de oligonucleédtidos.

Para el disefio de los oligonucledtidos utilizados para PCR convencional o para

PCR cuantitativa (ver a continuacion), se utilizaron los programas Oligo 6.0 y “primer 3”
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(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/ primer3 www.cgi; Steve Rozen, Whitehead
Institute for Biomedical Research). La eleccion de oligonucledtidos altamente
especificos y eficientes se realizdé de manera que los oligos de cada pareja se
encontraran localizados en exones diferentes del gen de interés, no dieran lugar a la
formacién de estructuras secundarias y tuvieran una temperatura de fusion o
“melting” cercana a 612C. Las secuencias de los oligonucledtidos seleccionados de esta
manera se comprobaron en el buscador BLAST (NCBI) para asi descartar homologias

con otras secuencias.

4.4. Analisis de la expresion génica.

- PCR convencional.

Con objeto de terminar si kiss1 y su receptor kiss1r estaban presentes en cultivos
de células adenohipofisarias de ratas peripuberales, se realizé un estudio de expresion
mediante PCR convencional en muestras de ADNc de estos cultivos. La reaccion de PCR
se llevd a cabo en un volumen final de 25 pl, que contenia 2,5 unidades de Taq
polimerasa EcoTaq, 200 uM de dNTPs, 2 mM de MgCl,, 0,5 uM de cada oligonucleétido
(sentido y antisentido) y 100 ng de ADNc. La amplificacidén de los trascritos se realizd

en un termociclador iCycler IQ™ (BioRad, Barcelona), siguiendo el siguiente perfil de

temperaturas.
(- Desnaturalizacion inicial: 94°C 2 min x1
- Desnaturalizacion: 94°C 15s
- Alineamiento: 602C 15s x 37
- Extension: 72°C 15s
- Extension final: 72°C 7 min x1
- Fin 4°C oo

Las parejas de oligonucledtidos empleadas en las distintas reacciones de
amplificaciéon mediante PCR convencional, asi como sus caracteristicas mas relevantes

se detallan en la Tabla 4.
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# acceso ) ) Tamaiio L, T2
GEN Secuencia Oligo Posicidn .
GenBank esperado annealing
Kiss1 NM 181692 Sense ATGATCTCGCTGGCTTCTTG  Antise 174 ob Sn 33 602C
riiss - AGGCTTGCTC TCTGCATACC P As 174 -
Sense TGTGCAAATTCGTCAACTACATCC Sn 170
: 0
rkissr NM_023992 [ ) 1iceAGCACCGGGGCGGAAACAGETGE | 22 PP As 288 6oec
Sense CCCATTCGAACGTCTGCCCTATC Sn 187
o
185 NM_008507 Antise TGCTGCCTTCCTTGGATGTGGTA 137 pb As 303 602C

Tabla 4. Secuencia, c6digo de acceso, tamafio del producto de la amplificacién y temperatura
optima de alineamiento de los oligonucledtidos utilizados en la amplificacion especifica de los genes
kiss1, kiss1ry 18S de rata mediante PCR convencional.

Por ultimo, para confirmar la amplificacién de un Unico producto del tamaio
esperado, los productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis en gel de
agarosa al 2% con bromuro de etidio. A continuacion se purificaron las bandas de
electroforesis siguiendo las indicaciones del kit “AccuPrepR Gel Purification Kit”, y por
ultimo para confirmar su identidad fueron secuenciadas en el Servicio Central de

Apoyo a la Investigacidon de la Universidad de Cordoba.

- PCR cuantitativa a tiempo real.

Para determinacion cuantitativa de los niveles de expresion de kiss1 y kiss1lr en
las distintas muestras experimentales generadas en el presente estudio, se utilizo la
técnica de PCR cuantitativa en tiempo real (qrt-PCR) y el reactivo fluorescente “SYBR
green”, que tiene la propiedad de emitir fluorescencia una vez acoplado a ADN de
doble cadena. Las reacciones de qrt-PCR se realizaron en un volumen final de 25 pl que
contenia 100 ng de ADNc, 0,375 uM de cada oligonucleétido y 12,5 ul de “IQ SYBR
Green supermix”. Las condiciones de amplificacion fueron idénticas a las utilizadas
para PCR convencional, pero al final de cada ciclo de extension tiene lugar una lectura
de la fluorescencia emitida por el SYBR green unido al ADN, de manera que la
fluorescencia emitida por el fluoréforo es proporcional a la cantidad de producto
amplificado, incluyendo al final de la reaccién de amplificacion una curva de fusién o
melting. Las reacciones se optimizaron previamente en cuanto a temperatura y
concentracion de oligonucledtidos hasta conseguir una eficiencia de amplificacion
superior al 85%. Las parejas de oligonucledtidos empleadas en las distintas reacciones

de rt-PCR cuantitativa, asi como sus caracteristicas se detallan en la Tabla 5.
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# acceso X X Tamaiio ., T2
GEN Secuencia Oligo Posicion .
GenBank esperado annealing
Sense TCTCCTCTGTGTGGCCTCTT Sn 33
. o
rkiss1 NM_181692 Antise AGGCTTGCTCTCTGCATACC 393pb 1 174 60sC
Sense TAGTCGGGAACTCACTGGTCA Sn 170
; o
riiss1r NM_023992 AntiseTACGCAGCACAGAAGGAAAGT 119pb 1 )¢ )gg 60sC
Sense CACTGCCCCAGGAACTACAT Antise Sn 499
N o
rGHRH-R NM_012850 TAGGAGATGTGGAGGCCAAC 238pb 1 716 60sC
Sense GGACCAGAACCACAAGCAGA Antise Sn 756
- o
rGHS-R1A | NM_032075 GGCTCGAAGGACTTTGGAAA 14pb | )< gag 60sc
Sense CGATCTTCTCGCAATGTGTGACC Antise Sn 656
N o
rGnRH-R NM_031038 GCACGGGTTTGAGAAAGCAAA 380Pb | 1015 60sC
vetooniina. | N 017101 Sense TGGTCTTTGGGAAGGTGAAAG ssop | SM42 sosc
yelop - Antise AAATGCCCGCAAGTCAAAG P As 559 i
18 M 008907 | SENSE CCCATTCGAACGTCTGCCCTATC 37op | SM1E7 sooc
- Antise TGCTGCCTTCCTTGGATGTGGTA P As 303 i
st M 053044 Sense AGCTGCTGCTTCTCCTCTGT 12708 Sn 23 1o
- Antise GCATACCGCGATTCCTTTT P As 129 i
Sense GCCACAGACGTCACTTTCCTAC Anti Sn 1959
mkiss1r NM_053244 | >€M*€ MISEl 186 pb " 612C
CGGGAACACAGTCACATACCA As 2124
cictooniinA | N 008507 | SESe TOSTCTTTGGGAAGGTGARAG Antise | [ sn421 o1oc
P - TGTCCACAGTCGGAAATGGT P As 509 i

Tabla 5. Secuencia, cddigo de acceso, tamafio del producto de amplificaciéon y temperatura
o6ptima de alineamiento de los oligonucledtidos utilizados en la amplificacion especifica de los genes
kiss1, kiss1r, GHRH-R, GHS-R, GnRH-R, ciclofilina y 18S de rata, y kiss1, kiss1r y ciclofilina de ratén
mediante PCR cuantitativa en tiempo real.

La expresion relativa de cada trascrito se calculé usando los valores de Ct
suministrados por el programa del termociclador y aplicdndole la ecuacién “x=e—
AACt”, donde “e” es la eficiencia de la reaccidn, y ACt se determind restandole el valor
de Ct del ARN ribosédmico 18S (control interno) al valor de Ct especifico de cada gen de
interés. Finalmente, el valor AACt se calculé restandole el ACt de cada muestra
problema al valor de la muestra utilizada como control (100%).

Para la cuantificacion absoluta de cada uno de los transcritos objeto de estudio,
se incluyd en cada reaccion de amplificacién una curva estandar con un nimero de
copias conocido de ARNm del producto especifico de interés, generada como se
detalla a continuacidn. Asi, la extrapolacion de los resultados de la cuantificacion de los

genes de interés con los valores de la recta patrén, permite determinar el niumero de

copias absoluto que hay en cada una de las muestras problema.

- Sintesis de las curvas estandar.

Para la sintesis de cada curva estdndar, se prepard en primer lugar una solucién
altamente concentrada del producto especifico de PCR. Para ello, se realizaron 6
reacciones de PCR convencional con los oligos especificos de grt-PCR de cada gen

objeto de estudio, utilizando el kit comercial “2X Master Mix PCR reagent”. El
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contenido de los 6 tubos se vertid en uno sdlo, y los productos de PCR se purificaron
siguiendo las indicaciones del kit “AccuPrepR Gel Purification Kit”. Una alicuota del
producto purificado se corrié en un gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio para
confirmar que sélo se amplificaba una Unica banda del tamafio adecuado
correspondiente al gen de interés, y que los oligos no daban lugar a la formacion de
dimeros. Una vez confirmado el tamafio del producto, éste fue secuenciado para
confirmar su identidad.

Tras este proceso de validacion previa, se determind la concentracion de los
productos de PCR purificados mediante el kit comercial de cuantificacion “Molecular
Probes Picogreen DNA cuantificacion kit”, y a continuacién se sintetizé la curva
estdndar mediante diluciones seriadas de los productos de PCR hasta obtener una

curva estandar que contenia 10°, 10°, 10, 103, 10° y 10 copias de cada gen de interés.

4.5. Clonacidn del receptor kiss1r de rata.

A partir de ADN extraido de hipofisis de rata se amplificé la secuencia completa
de la regidon codificante del gen kiss1r de rata mediante dos rondas de PCR usando la
Tag polimerasa de alta fidelidad Ecozyme. Para la primera ronda de PCR se disefiaron
oligonucleétidos especificos en las regiones 5’ y 3’ de la region codificante (sentido 5’-
ATGGATATGGCG-3’; antisentido 5’-AGATACTGGTCTGG-3’), de acuerdo con la
secuencia conocida del gen kisslr de rata (GenBank NM_023992). El producto
mayoritario de la primera ronda de PCR fue usado como molde de una segunda ronda
de amplificaciéon usando los mismos oligonucleétidos en los que se habian incluido
sitios de restriccion Hindlll en el extremo 5(sentido; 5’-

TACAAGCTTGCCATGGATATGGCG-3") y de EcoRl en el extremo 3’ (antisentido, 5’-

TCAGGGAATTCAGATACTGGTCTGG-3’). Tras la segunda ronda de PCR, el transcrito de

la regidn codificante completa del gen kiss1r de rata se subclond mediante un proceso
de ligacion en los correspondientes sitios de restriccion del vector pCDNA3.1, que
previamente habia sido linearizado. Por ultimo, la identidad de la secuencia clonada se
confirmé mediante secuenciacion en el Servicio Central de Apoyo a la Investigacién de

la Universidad de Cérdoba.
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-Digestion enzimatica y ligacion.

La digestion del vector pCDNA3.1 se realizdé con 2 unidades de la endonucleasa
de restriccidon EcoRI por cada pug de ADN, durante un tiempo minimo de 1 hora a 372C.
Con objeto de evitar la recircularizacién de los fragmentos de ADN digeridos, al final de
la primera digestion se realizé un tratamiento con 1 ul de fosfatasa alcalina durante 15
min a temperatura ambiente, y a continuacién se inactivé por choque térmico a 809C
durante 10 min. El ADN digerido se purifico utilizando “AccuPrepR Plasmid Extraction
Kit” y se procedié entonces a la digestion con la endonucleasa Hindlll, siguiendo las
mismas pautas que con EcoRI.

Los fragmentos de ADN digeridos se fusionaron mediante ligacion, utilizando la
enzima T4 ADN ligasa e incubando entre 12-162C durante toda la noche, segun la

siguiente relacién molar:

Tamafio del inserto (pb) Cantidad de inserto (ug)
2 X =
Tamafio del vector (pb) Cantidad de vector (ug)

-Preparacion de bacterias competentes y transformacion.

Para la preparacién de células competentes, se empled la estirpe bacteriana E.
coli dH5a, utilizando un método aplicado previamente en nuestro laboratorio /.
Brevemente, partiendo de una placa con medio PSl-a (5 g extracto de levaduras, 20 g
Triptona, 5 g MgSQ,, 14 g de agar, pH 7,6) se inocularon 5 ml de medio PSI-b (medio
PSl-a sin agar) y se incubaron durante 12 horas a 37 2C en agitacién. A continuacion, se
inoculd 1 ml del cultivo en 100 ml de PSI-b, y se incubd hasta que la densidad éptica
medida a 550 nm alcanzd un valor de 0,5. Una vez alcanzada esta densidad optica, el
cultivo se enfrid en hielo y se centrifugd 5 min a 3.000 x g. La pella se resuspendié en
40 ml de tampdn TFb-1 (30 mM acetato potasico, 100 mM KCI, 10mM CaCl,, 50 mM
MnCl,, 15% glicerol a pH 5,8 con acido acético) y se centrifugd nuevamente. La pella se
volvid a resuspender, esta vez en 4 ml de TFb-2 frio (10 mM MOPS, 75 mM CaCl,, 10

mM KCl, 15% glicerol) y se incubd en hielo durante 15 min, tras lo cual se prepararon

alicuotas individuales que se almacenaron a -80 °C.
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Para la transformacién de las bacterias, éstas se descongelaron previamente a 42
C, y a continuacién se permeabilizaron con una solucién de B-mercaptoetanol durante
10 min en hielo. Tras este periodo de incubacién, se hicieron alicuotas de 50 ul de
bacterias tratadas y se mezclaron con la mezcla de ligacidn, y se incubaron en hielo
durante un tiempo nunca superior a 30 min. Seguidamente, las bacterias se
sometieron a un choque térmico de 3 min a 37 2Cy a un rapido enfriamiento en hielo.
Inmediatamente después y en condiciones de esterilidad, se afiadieron 500 ul de LB sin
antibidtico y se incubd durante 30 min a 37 2C, tras lo cual, entre 100 y 500 pl de la
mezcla fueron estriados en placas de LB selectivas con el antibiético ampicilina, que
fueron incubadas a 372C toda la noche. A la mafiana siguiente, las colonias individuales
crecidas en las placas, se inocularon en medio LB liquido con ampicilina y se incubaron
durante 16 h a 37°2C en agitacion. EI ADN plasmidico recombinante se purifico
utilizando el kit “AccuPrepR Plasmid Extraction Kit”, y se utilizd para la transfeccion de

la linea celular CHO-K1.

5. Tratamientos experimentales.
5.1. Andlisis de la accidn in vitro de la kp-10 sobre la hipdfisis de

rata.

En primer lugar se estudié el efecto de la kp-10 sobre la cinética de la [Ca®"];
mediante microfluorimetria. Para ello, las células adenohipofisarias de ratas macho
peripuberales (41 dias de edad) se sembraron en cubres reticulados. El dia del
experimento, se evalué la cinética de Ia [Ca®']; en respuesta a la administracién de una
dosis 10°® M de kp-10, y a continuacién las células se fijaron y procesaron para su
localizacion en la reticula y posterior inmunoidentificacidn, y asi determinar el nimero
de células somatotropas y gonadotropas que respondieron al tratamiento.

Por otro lado, se evalud el efecto de la administracidn de kp-10 sobre la secrecidn
hormonal en cultivos de células hipofisarias de ratas macho y hembra peripuberales
(29d y 41d, respectivamente). El dia del experimento, las células se trataron durante
30 min con dosis crecientes de kp-10 (10™°, 108y 10°® M). Adems, se evalué el efecto

de la administracion de GnRH (10 M) y de GHRH (10® M) de forma individual o

combinada con kp-10 (10 M), asi como el efecto de la propia kp-10 (10® M) durante
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30 min y 4 h. Los medios se recogieron y almacenaron para determinar la
concentracion de hormonas hipofisarias mediante RIA, y los cultivos celulares tratados
durante 4 h se procesaron para el aislamiento del ARN y el analisis de la expresion de

los genes de interés.

5.2. Efecto de los esteroides sexuales en el sistema kiss1/kiss1r.

Para estudiar el posible papel de los esteroides sexuales en el sistema kiss1/kiss1r
a nivel hipofisario, se siguié una doble aproximacién experimental.

1.- Con objeto de determinar el efecto in vitro de los esteroides sexuales sobre
el sistema kiss1/kiss1r se utilizaron ratas hembra peripuberales (de 29 dias de edad),
en las que la produccién enddgena de esteroides sexuales es baja. Estos animales se
sacrificaron y se les extrajo la hipdfisis, a partir de la que se obtuvo una poblacion de
células monodispersas mediante un proceso de dispersion.

Para la determinacidn de la concentraciéon de hormonas hipofisarias, las células
se cultivaron en placas de cultivo de 24 pocillos a una densidad de 300.000
células/pocillo, en DMEM sin rojo fenol suplementado con 10% de suero carente de
esteroides y un 1% de mezcla de antibidtico antimicético. Un numero determinado de
placas se mantuvieron en cultivo con medio en presencia de 10® M estradiol (E2), y el
mismo numero de placas se cultivaron con medio en ausencia de E2 (Fig. 24). Tras 48 h
de cultivo, las células se trataron con 10° y 10® M de kp-10 durante 4 h, y a
continuacion se recogieron los medios y se almacenaron a -20°2C hasta la
determinacién de la concentracién de GH y LH mediante RIA. Las células del cultivo se
homogeneizaron con Trizol y el homogenado resultante se almacend a -802C hasta su
procesamiento para el aislamiento de ARN y posterior analisis de la expresion génica.

Para el andlisis de la cinética de la [Caz+]i, las células hipofisarias monodispersas
se sembraron en cubreobjetos reticulados de 25 mm de didmetro, a una densidad de
100.000 células/cubre. La mitad de las placas a examen se mantuvieron en medio sin
E2, y la otra mitad se mantuvo en medio con E2 (Fig. 24), en ambos casos las células se
incubaron durante 48 h hasta el andlisis de la dindmica de la [Ca®']; en respuesta a la

administracién de 10 °

M de kp-10 mediante ensayos de microfluorimetria.
Finalmente, estas células se fijaron en solucion de Bouin, se procesaron y se

identificaron los tipos celulares mediante inmunofluorescencia. Finalmente, las células
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gue habian respondido a la administracion de kp-10 se relocalizaron por su posicion en

la rejilla de los cubres reticulados (Fig. 24).

RATAS HEMBRA PP Dispersion Cultivo de células
) Hipofisis mmp
PERIPUBERALES Ipotists celular hipofisarias 48 h

Tratamiento

|
l_ Ko10 4h _l Admlllz’l)s]t-(l;acmn

Homogenado Medio de cultivo
celular Trizol l
l Medida cinética
Aislamiento b L de [Caz»f]i
ARNm eterminacion
l hormonas l
hipofisarias . e .
qRT-PCR (RIA) Inmunoidentificacion

post-facto de células GH
olH

Fig.24. Disefio experimental seguido en la determinaciéon del efecto del E2 en el sistema
kiss1/kiss1r a nivel hipofisario.

2.- En una segunda aproximacién experimental, y con objeto de analizar una
situacion extrema tanto de ausencia como de presencia de E2 in vivo, se utilizaron
ratas adultas ovariectomizadas bilateralmente (OVX) para asi eliminar la produccién
enddégena de estrégenos sexuales. Estas ratas se dividieron en dos grupos de 9
animales, de manera que a uno de los grupos se le proporciond un tratamiento de
reemplazamiento hormonal con E2 mediante la implantacién subcutdanea de capsulas
de silicona con E, (OVX E2), mientras que al otro grupo de animales se les implantaron
capsulas vacias (OVX VEH) (Fig. 25).

Dos semanas después de la ovariectomia los animales se sacrificaron, se les
extrajo la hipofisis, que fue seguidamente procesada para la obtencidon de células
monodispersas, las cuales se cultivaron para la determinacion de la concentracién de
hormonas hipofisarias y para estudios de la cinética de la [Ca?*]; procediendose de la

misma manera a la descrita para ratas peripuberales (Fig. 25).
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+E2
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Fig.25. Disefio experimental seguido en la determinacidon del efecto del E2 en el sistema
kiss1/kiss1r a nivel hipofisario en una situacién extrema tanto de ausencia como de presencia de E2 in
vivo.

5.3. Analisis de la expresion del sistema kissl/kisslr durante el

desarrollo postnatal de la rata.

Para estudiar los posibles cambios en la expresion del sistema kiss1/kisslr
durante el desarrollo postnatal se analizd |la expresion de ambos genes en diferentes
tejidos como la hipd&fisis, el testiculo y el tejido adiposo (visceral y subcutaneo) de ratas
macho y hembra en diferentes etapas del desarrollo: etapa neonatal (1, 2 y 5 dias),
etapa infantil (10 y 15 dias), etapa prepuberal (20 dias para hembras, y 20 y 30 dias
para machos), etapa puberal (30 dias para hembras y 45 dias para machos) y etapa
adulta para hembras (45 dias). En todos los casos se utilizaron entre 5y 7 animales por
grupo de edad. Las muestras se extrajeron inmediatamente tras la decapitacion, se
congelaron rapidamente en nitrégeno liquido y se almacenaron a -809C hasta su

procesamiento.
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5.4. Regulacion del sistema kissl/kisslr bajo diferentes

condiciones metabdlicas en raton.

Con objeto de estudiar la regulacion de la expresion del sistema kiss1/kiss1r en
ratones sometidos a diferentes condiciones metabdlicas, se analizaron muestras de

hipodfisis, de testiculo y de tejido adiposo (visceral y subcutaneo).

- Ayuno:

Los ratones se dividieron en cuatro grupos de entre 5 y 8 animales. El primer
grupo de animales fue alimentado de forma normal (Control), y los demas grupos se
sometieron a ayuno durante 12, 24 y 48 h (ayuno ligero, medio y severo

respectivamente) *’8

. Finalmente, estos animales fueron sacrificados y se procedié a la
extraccidon de tejidos para examinar la expresion del sistema kiss1/kiss1r en cada uno

de ellos.

- Obesidad inducida por la dieta (DIO):

Para evaluar el posible efecto de la obesidad inducida por una dieta rica en
grasa sobre la expresién de los genes kiss1 y kiss1r, se utilizaron dos grupos de ratones
obesos: uno de ellos fue alimentado con una dieta baja en grasa (LFD, 10% Kcal de
grasa, similar a la alimentacion normal de roedores) y otro grupo de ratones fue
alimentado con una dieta con alto contenido de grasa (HFD, 60% Kcal de grasa),
administrada en ambos casos durante 16 semanas *’°. Finalizado este periodo, los
animales fueron sacrificados y se procedid a la extraccion de tejidos para examinar la

expresion de los genes de interés.

- Obesidad por deficiencia en leptina, ratones ob/ob:

Los ratones portadores de mutaciones en el gen ob murino (ratones ob/ob)
carecen de leptina sérica y presentan un fenotipo de obesidad severa asociada a otros
problemas como hiperlipemia, resistencia a la insulina, menor temperatura corporal,
menor actividad locomotora, menor actividad del sistema inmune e infertilidad. La

administracion de leptina exdgena corrige estas alteraciones.
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Para estudiar el efecto de la obesidad causado por la deficiencia en leptina,
estudiamos la expresion de kiss1 y kissir en ratones ob/ob y en ratones normales

(WT).

Para estudiar el impacto del reemplazamiento con leptina en ratones ob/ob en
la expresion de Kiss1 y kiss1r, se hicieron tres grupos de animales ob/ob. A cada animal
del primer grupo se le implantd una capsula que contenia leptina (1,3 mg/ml salino)
(Lep); a los animales del segundo grupo se les implantaron cdpsulas con el vehiculo
(Veh); y a los animales del tercer grupo no se les implantd ninguna capsula pero se les
administré la misma cantidad de comida que consumian los ratones tratados con

leptina (Pair fed, PF) &

. Este ultimo grupo experimental se incluyd en el estudio con el
objetivo de diferenciar entre el efecto directo causado por el tratamiento con leptina
del causado como consecuencia de la reduccion de la ingesta de comida y la
consiguiente pérdida de peso que se produce tras el tratamiento con leptina, debido a

su caracter anorexigénico 181

6. Analisis estadistico.

Los valores que se muestran en las figuras representan la media + SEM de los
resultados obtenidos a partir de, al menos, 3 experimentos independientes, realizados
de forma separada o, en su caso, de un minimo de 3 animales. A su vez, dentro de
cada experimento, los tratamientos se ensayaron al menos por triplicado y cada uno se
evalud por duplicado (e.g. RIA, PCR). El andlisis estadistico para datos paramétricos se
realizdé mediante un analisis de varianza de una fuente de variacién (“one way
ANOVA”) y a continuacién, se llevé a cabo el test de comparaciones multiples de
Duncan o de Newman, y para datos no paramétricos, se realizd el test de Kruskal-
Wallis seguido de un test de comparaciones multiples de Dunn. Las diferencias se
consideraron estadisticamente significativas para un nivel de confianza igual o superior

al 95% (p<0,05).
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7. PROTOCOLOS.

Protocolo 1: Dispersion celular

1.

10.
11.

12.
13.

14.

Lavar las hipofisis varias veces con DMEM, suplementado con 5 ml de Hepes 2,4
M, 5 ml L-Glutamina 200 mM y 1% de mezcla de antibidtico antimicético (DMEM
completo).

Trocear las hipdfisis en DMEM completo + BSA 0,3% en una placa de Petri.
Utilizando dos lancetas de bisturi, separar el I6bulo distal del neurointermedio y
desechar este ultimo. Trocear la adenohipéfisis en fragmentos de 1 mm?>.
Recoger los fragmentos usando una pipeta Pasteur y depositarlos en un tubo
conico de plastico. Dejar decantar y retirar el sobrenadante. Lavar con 5 ml de
DMEM completo + BSA. Centrifugar a 1500 rpm y retirar el sobrenadante.

Anadir 5 ml de DMEM completo + BSA con tripsina (2 mg/ml). Transferir a un
matraz de 25 ml. Incubar durante 60 min a 372C en agitacion suave.
Transcurridos 30 min de la incubacion con tripsina, afiadir al matraz 100 pl de
colagenasa (1 mg/ml) y proseguir la incubacién durante 30 min.

Transferir el contenido del matraz a un cénico. Centrifugar 5 min a 1500 rpm.
Retirar el sobrenadante.

Afiadir 5 ml de DMEM completo + BSA con inhibidor de la tripsina (1mg/ml) y
ADNasa (2 pg/ml). Transferir a un matraz de 25 ml. Incubar durante 15 min a
379C con agitacion suave.

Repetir paso 6.

Anadir 5 ml de soluciéon de Hanks con 2 mM EDTA. Transferir a un matraz de 25
ml. Incubar durante 5 min a 372 C con agitacion suave.

Repetir paso 6.

Afadir 5 ml de solucién de Hanks con 1 mM de EDTA y transferir a un matraz de
25 ml. Incubar durante 10 min a 372C con agitacidn suave.

Repetir paso 6.

Afadir 5 ml de solucidon de Hanks. Lavar cuidadosamente con una pipeta Pasteur
resuspendiendo las células y fragmentos y centrifugar de nuevo durante 5 min a
1500 rpm. Desechar sobrenadante.

Dispersion mecdnica: Anadir 5 ml de solucién de Hanks y hacer pasar
repetidamente la suspensién celular a través de pipetas Pasteur con didmetro
decreciente, durante un tiempo inferior a 5 min hasta conseguir una suspension
homogénea.

Todo el proceso de dispersién y manipulacién se llevo a cabo en condiciones de

esterilidad y empleando material estéril. El material de vidrio se siliconizd previamente

para

reducir la adherencia de las células e incrementar asi el rendimiento de la
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dispersion celular. Todas las incubaciones se realizaron a 372C en bafio Maria con
agitacion suave, utilizando matraces de 25 ml que permiten una buena relacién

superficie/volumen de dicha suspension.

Protocolo 2: Inmunofluorescencia

1. Lavar las células fijadas en solucion de Bouin 3 bafios de 5 min (3 x 5 min).
2. Lavar las células 3 x 5 min en Tampdn fosfato salino (PBS; pH 7,4).
3. Incubar en PBS + 0,3% Triton X-100 + 1% BSA durante 1h a temperatura
ambiente.
4. Incubar con el anticuerpo primario. Los anticuerpos utilizados fueron los
siguientes:
-Anti-GH de rata desarrollado en mono.
-Anti-BLH de rata desarrollada en conejo.
Ambos se diluyeron a una concentraciéon 1:1000 en PBS + 0,3% Triton X-100 +
0,5% BSA y se incubaron al menos 16 h a 42C en cdmara humeda.
5. Lavar las células 3 x 5 min en PBS.
6. Incubar con el anticuerpo secundario correspondiente:
-Para la deteccién de LH: Alexa 594 anti-IgG de conejo desarrollado en cabra
a una concentracién 1:1000.
-Para la deteccion de GH: FITC anti-IgG de mono desarrollado en cabra a
una concentracion 1:1000.
Las diluciones se prepararon en PBS + 0,3% Triton X-100 + 0,5% BSA vy las
muestras se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente.
7. Llavar las células 3 x 5 min en PBS.
Montar con PBS:Glicerol (1:1).

Protocolo 3: Extraccion de ARN total con Trizol.

1. Descongelar las muestras en hielo.

2. Afnadir a la muestra 0,2 ml de cloroformo por cada ml de Trizol afiadido
inicialmente.

3. Meazclar vigorosamente durante 5 seg e incubar a temperatura ambiente durante
2-3 min.

4. Centrifugar a 12000 g durante 15 min a 42C. Tras la centrifugacion, se observan 3
fases distintas: la fase inferior o fase organica que contiene las proteinas, la fase
intermedia donde se localiza el ADN y la fase superior o fase acuosa que contiene
el ARN.

5. Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo.

Dejar precipitar el ARN con isopropanol a una proporcion de 0,5 ml de
isopropanol/ml de Trizol usado originalmente.
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10.
11.
12.
13.

Precipitar durante 10 min a temperatura ambiente.

Centrifugar 10 min en las mismas condiciones que el apartado 4 y retirar el
sobrenadante.

Lavar la pella con 1 ml de etanol al 75%.

Centrifugar a 7500 g durante 5 min a 49C.

Retirar el etanol y dejar secar el ARN a temperatura ambiente.

Resuspender el ARN en 20 pl H,O DEPC.

Cuantificar la cantidad y calidad del ARN total obtenido en el espectrofotometro
diluyendo 2 pl de muestra en 98 ul de H,0 destilada.

Para la extracciéon de ARN, siempre se prestd especial atencién a la limpieza y

esterilidad del material de plastico utilizado, empleando tanto H,O como materiales

tratados previamente con dietilpirocarbonato (DEPC), un potente inhibidor de ARNasa.
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1. Sistema kiss1/kiss1r en la adenohipdfisis.

La relevancia del sistema kissl/kisslr en el control neuroendocrino de la
reproduccidn a nivel hipotaldmico ha sido ampliamente estudiada 182 sin embargo, los
estudios a nivel hipofisario han sido escasos y han ofrecido resultados contradictorios;
por ello nos propusimos estudiar de forma detallada su relevancia a este nivel. Con
este fin, estudiamos la posible funcionalidad del sistema kiss1/kisslr en la
adenohipdfisis de rata, y analizamos su regulacion por esteroides sexuales, su posible
interaccion con factores hipotalamicos, asi como la evolucién de su expresion durante
el desarrollo postnatal. Finalmente, evaluamos el efecto de diferentes condiciones

metabdlicas en la expresidn del sistema kiss1/kiss1r en la hipdfisis de ratén.

1.1. Funcionalidad del sistema kiss1/kiss1r en la hip6fisis de rata.

Para estudiar la funcionalidad del sistema kiss1/kisslr en adenohipdfisis,
realizamos un analisis de la accién directa de la kp-10 sobre células adenohipofisarias
de rata mediante una doble estrategia metodoldgica. Por una parte, evaluamos el
efecto del tratamiento con kp-10 sobre la dindmica de la [Ca®']; en células individuales
en cultivo, con el fin de determinar los tipos celulares que responden al tratamiento
con kp-10, que a continuacidon fueron inmunoidentificadas mediante el uso de
anticuerpos especificos contra diversas hormonas hipofisarias. Por otra parte, para
conocer el posible efecto del decapéptido sobre la secreciéon de hormonas hipofisarias,
realizamos tratamientos con kp-10 a distintas dosis y tiempos de incubacion, sobre
cultivos de células hipofisarias de rata, y evaluamos la concentracion de hormona

liberada al medio de cultivo mediante RIA.

En primer lugar, y como paso precio a estos ensayos, nos propusimos
comprobar la presencia del sistema kissl/kisslr en la adenohipéfisis de rata. En
particular, analizamos la expresidon de los genes kiss1 y kiss1r en cultivos de células
procedentes de adenohipodfisis de ratas macho y hembra peripuberales. Asi, mediante
el uso de oligonucledtidos especificos y PCR convencional comprobamos la expresion
de ambos genes en la hipdfisis de rata, obteniendo productos de amplificacion del

tamafio esperado: 225 pb para kiss1ry 174 pb para kiss1 (Fig 26). La secuenciacion de
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los productos purificados resultantes de la amplificacion confirmd la identidad de los

transcritos amplificados.

A B
P
225 pb -- 'h “ 174pb

137 pb

Macho  Hembra Macho Hembra

kiss1r kiss1

Fig. 26. Expresion de kiss1ry kiss1 en cultivos de células adenohipofisarias procedentes de ratas
macho y hembra peripuberales. (A) Presencia del producto especifico de 225 pb de la reaccién de
amplificacién para kiss1r. (B) Producto especifico de 174 pb de kiss1 amplificado en células de hipofisis
de ratas macho y hembra. En ambos paneles, la amplificacion del ARN ribosomal 18S (137 pb) se utiliza
como control interno.

1.1.1. Efecto de la kp-10 sobre la cinética de la [Ca®']; en células

adenohipofisarias de ratas macho peripuberales.

Una vez demostrado que el sistema kiss1l/kisslr se expresa en las células
adenohipofisarias en cultivo, estudiamos la funcionalidad del sistema kiss1/kiss1r en
estas mismas células. Para ello, analizamos la dindmica de la [Ca2+]i en respuesta a la
administracion de kp-10 mediante un sistema de microfluorimetria, y posteriormente
se identificaron los tipos celulares que respondian mediante inmunofluorescencia. Esta
aproximacion metodoldgica nos permitié demostrar que la administracion de kp-10 en
cultivos de células adenohipofisarias de rata provocaba un incremento de la [Ca®]; en
el 10% de las células estudiadas, de las que el 6,3% fueron identificadas como células

gonadotropas o somatotropas (Fig. 27).
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Fig.27. Imagenes representativas de campo claro e inmunofluorescencia de las células
gonadotropas y somatotropas analizadas. En la parte superior se muestran imagenes de campo claro de
células de hipdfisis de rata en cultivo sobre cubreobjetos reticulados, que se tomaron como referencia
en el momento de la medida de la [Ca2+]i. Las imagenes de la parte inferior muestran las
inmunofluorescencias para GH (izquierda) y LH (centro), que permiten realizar una identificacion post-
facto de las células somatotropas y gonadotropas, que pueden atribuirse facilmente con las
correspondientes células en el campo claro (flechas), sobre las que se realizaron las medidas de la
[Ca2+]i. Las imagenes de la derecha corresponden al control realizado durante la inmunotincién sin
anticuerpo primario.

Para este estudio, por un lado se analizaron un total de 797 células hipofisarias
procedentes de 5 experimentos independientes, de las cuales 68 células, el 8,5% de la
poblacidén celular, se inmunoidentificaron como células gonadotropas. Por otro lado, se
estudiaron un total de 830 células hipofisarias procedentes de 6 experimentos
independientes, donde una tercera parte, 272 células, se identificaron como células
somatotropas (Tabla 6).

Un andlisis detallado de las respuestas de Ca®" inducidas por la administracion
de kp-10, reveld que un 10,3% de las células gonadotropas identificadas respondian
con un incremento del 62,8% en la [Ca2+]i (Tabla 6). En el caso de células somatotropas,
la kp-10 indujo un marcado incremento de la [Ca2+]i, similar al observado en células
gonadotropas, en el 16,5% de las células somatotropas estudiadas (Tabla 6). En
conjunto, estos resultados demuestran el efecto directo de la kp-10 a nivel hipofisario

y en particular sobre células somatotropas y gonadotropas.
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Gonadotropas Somatotropas
( n=830) (n=797)
Células
. 8,5% (68) 32,7% (272)
Inmunoreactivas
% células que
10,3% 1,6 16,5% + 2,9

responden a kp10

Incremento Maximo 62,8%+ 16 * 60,3% £ 5,5 *

% Respuestas tipo

) 57,2% (4) 33,3% (15)
pico
% Respuestas tipo
o Resp P 42,8% (3) 66,6% (30)
plateau

Tabla 6. Parametros que caracterizan la dinamica de la [Ca2+]i en respuesta al tratamiento con
kp-10 de las células somatotropas y gonadotropas identificadas de ratas macho peripuberales. p < 0,05
vs. [Ca™*]; basal (*).

Un estudio mas exhaustivo de los perfiles de la cinética de la [Ca®']; inducida
por la administracién de kp-10 en ambos tipos celulares reveld la existencia de dos
tipos de respuesta. Asi, pudimos observar respuestas con perfil de tipo meseta o
“plateau”, caracterizado por un incremento sostenido en el tiempo de la [Ca2+]i, y
observado en un 42,8% de las células gonadotropas (Fig. 28A). Ademas, también
observamos respuestas con perfil de tipo pico, caracterizado por un incremento rapido
y transitorio de la [Ca®']; que gradualmente recupera los niveles basales o préximos al
basal, y que se observd en un 57,2% de las células gonadotropas (Fig. 28B). Estos dos
tipos de perfiles de respuesta, pico y plateau, también se observaron en las células
somatotropas. Asi, un 66,6% de las células somatotropas estudiadas respondieron a la

administraciéon de kp-10 siguiendo un perfil tipo plateau (Fig 28C), mientas que un

33,3% respondid mostrando un perfil tipo pico (Fig. 28D).
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Fig.28. Perfiles representativos del efecto provocado por la administracion de kp-10 en la
cinética de la [Ca®"]; sobre células adenohipofisarias en cultivo de ratas macho peripuberales. (A y C)
Perfil tipo plateau y (B y D) perfil tipo pico, en células gonadotropas y somatotropas producido por la
administracién de 10° M de kp-10.

1.1.2. Regulacion de la secrecion hormonal adenohipofisarias por
la kp-10 en cultivos de células adenohipofisarias de ratas

peripuberales.

Para el estudio del efecto de la administracion de kp-10 sobre la regulacion de
la secrecidon de hormonas adenohipofisarias, determinamos la concentracion de LH y
GH en cultivos de células hipofisarias de ratas macho y hembra peripuberales

mediante RIA.

- Efecto de la kp-10 sobre la secrecion de LH.

Para el estudio del efecto de la kp-10 sobre la liberacion de LH en cultivos de
células adenohipofisarias de ratas macho peripuberales, se realizaron ensayos dosis-

respuesta, con concentraciones de kp-10 comprendidas entre 10" y 10°® M, e
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incubaciones de 30 min. La determinacion de la concentracion de LH liberada al medio
indicé que todas las dosis ensayadas provocaron un incremento significativo de la
liberacion de LH con respecto al grupo control, alcanzandose el incremento maximo
para la dosis 10® M de kp-10 (Fig. 29A). Este incremento maximo fue similar al
inducido por GnRH (108 ™), y la administracién combinada de una dosis equimolar de
ambos péptidos durante 30 min causo una estimulacidn aditiva sobre la liberacion de
LH (Fig. 29B). Por otro lado, la administracion de 10° M de kp-10 durante un periodo
de incubacion mas prolongado, 4 h, también estimuld significativamente la liberaciéon
de LH pero en menor medida a la inducida por GnRH (10'8 M) bajo las mismas
condiciones de cultivo, mientras que la administracién conjunta de una dosis
equimolar de ambos decapéptidos estimuld significativamente la liberacion de LH, si

bien no se observé un efecto aditivo (Fig. 29C).

De forma similar a la descrita en el parrafo anterior, se realizaron experimentos
para analizar la respuesta secretora de cultivos de células adenohipofisarias de ratas
hembra, en las que la incubacidon durante 30 min con dosis comprendidas entre 107 y
10® M de kp-10 estimuld la liberacién de LH (Fig 29D). En este caso, el efecto
estimulador de la kp-10 (10"8 M) sobre la liberacion de LH fue inferior a la estimulacion
inducida por GnRH (10 M), y la administracién combinada de ambos decapéptidos no
provocd un incremento adicional en la secrecion de LH a los 30 min de cultivo (Fig.

29E). De la misma manera, tras una incubacién mds prolongada de 4 h, la kp-10 (10'8

M) estimuld significativamente la liberacién de LH, y la administracién de GnRH (10
M) produjo una estimulacion de la secrecidn de LH significativamente mayor que la
inducida por la kp-10, que no fue aumentada de forma adicional por la administracién

simultanea de ambos decapéptidos (Fig. 29F).
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Fig.29. Efecto de la administracion de distintas dosis de kp-10 y del tratamiento combinado de
ésta con GnRH sobre la secrecion de LH en cultivos de células adenohipofisarias de rata. (A) Efecto a
corto plazo (30 min) de distintas dosis de kp-10, (B, C) y de la administracién de 10° M kp-10 y 10® M
GnRH, solos o combinados, durante 30 min (B) o 4 horas (C) sobre la liberacion de LH en células
hipofisarias de rata macho. (D) Respuesta secretora a la exposicion durante 30 min con diversas dosis de
kp-10 y (E, F) al tratamiento con kp10 y GnRH durante 30 min (E) o 4 horas (F) de células gonadotropas
de rata hembra. Los datos se expresan como el porcentaje del valor basal en el control. (En machos;
8,42 + 1,37 ng rLH/ml a 30 min; 12,3 + 2,01 ng rLH/ml a 4 horas. En hembras; 9,40 + 2,97 ng rLH/ml a 30
min; 31,35 + 9,21 a 4 h). En todos los casos, los valores representan la media = SEM de al menos tres
experimentos independientes. p <0,05 vs. control (a); vs. kp10 (10° M) (b); vs. GnRH (c), y vs. datos
precedentes (*).
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- Efecto de la kp-10 sobre la secrecion de GH.

Sobre la base de los resultados obtenidos en los ensayos de microfluorimetria

2+]i en células somatotropas tras la

en los que se observd un aumento de la [Ca
administracion de kp-10, analizamos si este incremento se veia traducido en un
aumento de la liberacidon de GH. Asi, pudimos comprobar que en cultivos de células
adenohipofisarias de ratas macho, la administracién de diferentes dosis de kp-10 (10™°
-10° M) durante 30 min aumenté la liberacién de GH.

En particular, comprobamos que la dosis 10® M de kp-10 produjo un aumento
significativo sobre la liberacion de GH, que fue inferior al inducido por la misma
concentracion de GHRH (Fig. 30A). La administracion combinada de dosis equimolares
de ambos péptidos también aumentd la liberacién de GH, si bien ésta no fue
significativamente diferente a la inducida por 10®M de GHRH en ninguno de los
tiempos estudiados (30 min Fig. 30B y 4 h Fig. 30C).

De forma similar a lo anterior, evaluamos el efecto de la kp-10 sobre la
liberacion de GH en células adenohipofisarias de ratas hembra peripuberales. Asi,
pudimos observar que el tratamiento tanto con 10 M como con 10% M de kp-10
durante 30 min incrementd significativamente la secrecion de GH (Fig. 30D). El
tratamiento a corto plazo con una dosis 10® M de GHRH produjo un aumento
significativo en la secrecién de GH, mayor que el inducido por la kp-10 (10®M), aunque
no resulté ser significativamente diferente al inducido por la administracidon
combinada de ambos péptidos (Fig. 30E). Por ultimd, se analizd el efecto del
tratamiento durante 4 horas con una dosis 10 M de kp-10, que confirmd su efecto

estimulador sostenido sobre la liberacidon de GH (Fig. 30F).
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Fig.30. Efecto de la administracion de distintas concentraciones de kp-10 y del tratamiento
combinado de ésta con GHRH sobre la secrecion de GH en cultivos de células adenohipofisarias de rata.
(A) Efecto causado por la incubacion durante 30 min con varias concentraciones de kp-10 (B, C) y por la
administracion de 10® M de kp-10 sola o combinada con 10° M de GHRH durante 30 min (B) o 4 h (C),
sobre la secrecion de GH en células hipofisarias de rata macho. (D) Efecto provocado por la exposicidon
durante 30 min a varias dosis de kp-10 (E) y a 10° M de kp-10 sola o combinada con 10 M de GHRH, (F)
y por la incubacion durante 4 horas con kp10, en la secrecion de GH en células de hipdfisis de ratas
hembra en cultivo. Los datos se expresan como el porcentaje del valor basal en el control. (En machos;
5,48 + 1,75 n rGH/ml a los 30 min, 12,07 + 1,76 ng rGH/ml a las 4 h. En hembras; 4,79 + 1,00 n rGH/ml a
los 30 min; 10,60 + 1,26 ng rGH/ml a las 4 h). Todos los valores son la media + SEM de al menos tres
experimentos independientes. p < 0,05 vs. control (a), vs. kp-10 10° M (b).
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1.2. Regulacion del sistema kiss1/kiss1r por esteroides sexuales en

la adenohipdfisis de rata.

Para esclarecer el posible efecto de los esteroides sexuales, como el estradiol
(E2), sobre la funcionalidad del sistema kiss1/kisslr a nivel adenohipofisario,
analizamos por un lado el efecto de la presencia del E2 sobre la cinética de la [Ca®']; en
respuesta a tratamiento con kp-10 y por otro, valoramos el papel del E2 en la
liberacion de hormonas hipofisarias en respuesta al tratamiento con kp-10. Para estos
analisis se utilizaron cultivos de células adenohipofisarias procedentes de ratas hembra
peripuberales por su baja concentracién enddgena de esteroides sexuales. Ademas,
también utilizamos cultivos de células adenohipofisarias procedentes de ratas adultas
ovariectomizadas, como una situacion drastica de ausencia de esteroides sexuales. (El
disefio experimental seguido en este estudio se detalla en el apartado 5.2 de Material

y Métodos).

1.2.1. Efecto de la presencia de E2 sobre la cinética de la [Ca**]; en

respuesta al tratamiento con kp-10.

Este estudio se llevd a cabo mediante ensayos de microfluorimetria. Asi,

analizamos la cinética de la [Ca®'];

en células gonadotropas y somatotropas en
respuesta a la administracién de 10° M de kp-10 en células de la hipdfisis de ratas
hembra peripuberales y de ratas adultas OVX, cultivadas durante 48 h en presencia o
ausencia de 10® M de E2.

En cultivos celulares obtenidos a partir de hipdfisis de ratas hembra
peripuberales, la presencia de E2 en el medio de cultivo no alteré la proporcién de

2], a la administracion

células gonadotropas que respondian con un aumento de la [Ca
de kp-10 (13,2% en presencia de E2 frente al 11,9% en ausencia de E2), asi como
tampoco se vio afectada la amplitud maxima de la respuesta (Tabla 7). En cambio, el
porcentaje de células somatotropas que mostraban un aumento de la [Ca®']; en
respuesta a kp-10 aumenté de forma significativa (2,6 veces) cuando éstas fueron
cultivadas en presencia de E2 (32,5% en presencia de E2 frente a 12,5% en ausencia de

E2), sin que se viera modificado el incremento maximo de dicha respuesta (Tabla 7). La

presencia de E2 en el medio de cultivo celular no modificé el porcentaje total de
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células somatotropas o gonadotropas presentes en los cultivos de células

adenohipofisarias de ratas hembra peripuberales (Tabla 7).

Somatotropas Gonadotropas
VEH E2 VEH E2
Células 27,5% % 1,4 28,8%+1,3 15,9% 1,1 16,1% +1,3
Inmunorreactivas (41) (80) (38) (67)
% células que 12,2% + 0,1 32,5%+0,7 * 13,2%+ 0,5 11,9% * 0,6
responden a kp10 (5) (26) (5) (8)
Incremento
. 159,5% * 20,2 150% * 6,7 119,2% +5,3 | 120,5%+ 4
Maximo

Tabla 7. Efecto de la incubacidn con E2 sobre la cinética de la [Ca2+]i en respuesta al
tratamiento con kp-10 en células adenohipofisarias de ratas hembra peripuberales. Se analizaron un
total de 149 células somatotropas de placas incubadas con medio sin E2 (VEH) y 227 células
somatotropas de placas incubadas con medio con E, (E2). En cuanto a células gonadotropas, se
analizaron 239 células de placas VEH y 414 células de placas E,. Las células analizadas proceden de al
menos dos placas por tratamiento en cada experimento de un total de tres experimentos
independientes. (*) p < 0,05 vs. VEH.

En cultivos celulares obtenidos a partir de adenohipdfisis de ratas adultas OVX,
la presencia de E2 actua de forma similar a lo observado en cultivos de hipofisis de
ratas hembra peripuberales sobre porcentaje de células gonadotropas y de células
somatotropas que respondieron a la administracidon de kp-10. Asi, la presencia de E2
no modificé el porcentaje de células gonadotropas que responden a la administracion
de kp-10 con un incremento de la [Caz+]i (11,1% en presencia de E2 frente a 9,8% en
ausencia de E2), ni tampoco afectd a la amplitud de la respuesta (Tabla 8). Sin
embargo, el nimero de células somatotropas que respondieron a la administracién de
kp-10 aumentd significativamente en presencia de E2 (9,4% en presencia de E2 frente
a 5,2% en ausencia de E2), sin que se modificara el incremento maximo de dicha
respuesta (Tabla 8). Al igual que en el caso anterior, la presencia de E2 en el medio de
cultivo celular no modificd significativamente el porcentaje total de células
somatotropas o gonadotropas presentes en los cultivos de células adenohipofisarias

de ratas adultas OVX (Tabla 8).

79

RESULTADOS



RESULTADOS

Somatotropas Gonadotropas
VEH E2 VEH E2
Células 33,3%+4,8 22,8%+2,3 12,8%+0,7 9,5% % 0,6
Inmunorreactivas (77) (53) (51) (27)
% células que 5,2%+ 0,7 9,4% + 0,6 * 9,8%+ 0,4 11,1%+0,8
responden a kp10 (4) (5) (5) 3)
Incremento
. 139,8%+10,2 | 125,3%+2 126,6% + 7 128,9%% 5,6
Maximo

Tabla 8. Efecto de la incubacion con E2 sobre la cinética de la [Ca2+]i en respuesta al
tratamiento con kp-10 en células adenohipofisarias de ratas adultas ovariectomizadas. Se analizaron un
total de 231 células somatotropas de placas incubadas con medio sin E2 (VEH) y 232 células
somatotropas de placas incubadas con medio con E, (E2). En cuanto a células gonadotropas, se
analizaron 398 células de placas VEH y 286 células de placas E,. Las células analizadas proceden de al
menos dos placas por tratamiento en cada experimento, de tres experimentos independientes. (*) p <
0,05 vs. VEH.

1.2.2. Efecto de la presencia de E2 sobre la secrecion hormonal en

respuesta a kp-10.

La evaluacion del efecto de la presencia de E2 sobre la secrecion de LH y GH en
respuesta al tratamiento con kp-10 se realizd, de forma similar a lo descrito en el

apartado anterior, sobre cultivos de células adenohipofisarias procedentes de ratas

hembra peripuberales y ratas adultas OVX.

- Efecto de la presencia de E2 sobre la secrecion hormonal en

respuesta a kp-10 en ratas hembra peripuberales.

La administracién de dosis 107 y 10% M de kp-10 a cultivos de células
adenohipofisarias de ratas hembra peripuberales mantenidos en ausencia de E2,
incrementd de forma significativa la liberacion de LH con respecto al control (Fig 31A).
Esta capacidad para estimular la secreciéon de LH no se vio modificada cuando los

cultivos celulares se incubaron previamente durante 48 h con 10® M de E2 (Fig 31B).
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Fig. 31. Efecto de la incubacién con E2 sobre la accidn de kp-10 en la secrecion de LH en ratas
hembra peripuberales. Se evalué la secrecién de LH en respuesta a 10° y 10% M de kp-10 en células
adenohipofisarias mantenidas en cultivo durante 48 h en ausencia (A) o en presencia (B) de E2 (10 M).
Los valores representan la media de tres experimentos independientes. (a) p < 0,05 vs Control.

Bajo las mismas condiciones experimentales, la liberacion de GH aumentd
significativamente tras 4 h de incubacién con dosis 10° y 10® M de kp-10 en cultivos
celulares mantenidos durante 48 h en ausencia de E2 (Fig. 32A). De forma similar, la
concentracion de GH presente en el medio de cultivo tras 4 h de tratamiento con 10°y

10® M de kp-10 no se vio modificada por la presencia durante 48 h de E2 en el medio

(Fig. 32B).
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Fig.32. Efecto de la incubacidn con E2 sobre la accidn de kp-10 en la secrecion de GH en cultivos
de células adenohipofisarias de ratas hembra peripuberales. Se evalud la secrecion de GH en respuesta a
10° y 10® M de kp-10 en cultivos de células hipofisarias mantenidas durante 48 h en ausencia (A) o en

presencia (B) de E2 (10"8 M). Los valores representan la media de tres experimentos. (a) p < 0,05 vs.
Control; (b) vs. kp10 10° M.
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- Efecto de la presencia de E2 sobre la secrecion de hormonas en
respuesta a kp-10 en ratas adultas OVX.

Con objeto de profundizar en el estudio del efecto del E2 sobre la secrecion de
LH y GH in vitro en respuesta a kp-10, realizamos cultivos de células adenohipofisarias
procedentes de ratas adultas ovariectomizadas (OVX), a las que bien se les
suministraba E2 (OVX E2) o bien vehiculo (OVX VEH) mediante un implante
subcutdneo. Tras 15 dias, los animales se sacrificaron y se realizaron cultivos de células
hipofisarias que se mantuvieron durante 48 h con medio que contenia o carecia de E2
(10® M), y sobre los que finalmente se administraba la kp-10 (10°® M) durante 4 h.

En los cultivos celulares de hipofisis de ratas OVX VEH mantenidos durante 48 h
en ausencia de E2, el tratamiento con 108 M de kp-10 no modificé significativamente
los niveles basales de LH. En cambio, cuando estos cultivos se incubaron durante 48 h
en presencia de E2, el tratamiento durante 4 h con kp-10 aumenté de forma
significativa la secrecién de LH (Fig. 33A). En los cultivos de células de adenohipdfisis
de ratas OVX E2, mantenidos durante 48 h en presencia de E2, el tratamiento con 10®
M de kp-10 produjo una inhibicion de la liberacion de LH (Fig. 33B).
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Fig.33. Efecto de la incubacién con E2 sobre la secrecion de LH en respuesta al tratamiento con
10" M de kp-10 en cultivos de células adenohipofisarias de ratas ovariectomizadas (OVX). (A) Secrecién
de LH de células adenohipofisarias de ratas OVX sin reemplazamiento hormonal (OVX VEH) mantenidas
en cultivo durante 48h en presencia o ausencia de E2. (B) Secrecion de LH de células adenohipofisarias
de ratas OVX con reemplazamiento hormonal con E2 (OVX E2) mantenidas en cultivo en presencia E2.
(*) p < 0,05 vs. resto de tratamientos; (a) vs. Control.
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El estudio de la liberacion de GH en este mismo modelo experimental demostro
gue en los cultivos de células adenohipofisarias de ratas OVX VEH mantenidos en
ausencia de E2, el tratamiento con kp-10 (10® M, 4 h) estimuld significativamente la
secrecion de GH. Ademds, este efecto estimulador se vio potenciado cuando los
cultivos celulares se incubaron previamente durante 48 h en presencia de E2 (Fig.
34A). Por el contrario, en los cultivos de células adenohipofisarias de ratas OVX E2, los

niveles de GH no se modificaron tras el tratamiento durante 4 h con kp-10 (Fig. 34B).
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Fig.34. Efecto de la incubacion con E2 sobre la secrecién de GH en respuesta al tratamiento con
10" M de kp-10 en cultivos de células adenohipofisarias de ratas ovariectomizadas (OVX). (A) Secrecién
de GH de células adenohipofisarias de ratas OVX sin reemplazamiento hormonal (OVX VEH) mantenidas
en cultivo durante 48 h en presencia o ausencia de E2. (B) Secrecion de GH de células adenohipofisarias
de ratas OVX con reemplazamiento hormonal con E2 (OVX E2) mantenidas en cultivo en presencia E2.
(a) p < 0,05 vs. Control; (b) vs. kp10; (c) vs. Control + E2.

1.3. Regulacion de la expresion del sistema kissl/kisslr en la
hipofisis.

Una vez analizada la funcionalidad del sistema kiss1l/kisslr en la hipdfisis,
realizamos una serie de estudios con objeto de determinar la regulacion de la
expresion de este sistema en la glandula. Para ello, evaluamos la expresién de los
genes kiss1 y kiss1r durante el desarrollo postnatal, la regulaciéon de su expresion por
los factores hipotalamicos GnRH y GHRH, asi como por esteroides sexuales en la
hipdfisis de rata, y por ultimo estudiamos la expresién de ambos genes y su regulaciéon

en diferentes condiciones metabdlicas en la hipdfisis de raton.
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1.3.1. Regulacion del sistema kissl/kisslr durante el desarrollo

postnatal en la hipofisis de rata.

Con el objeto de estudiar la expresion del sistema kissl/kisslr a nivel
hipofisario durante el desarrollo postnatal, analizamos los niveles de expresion de
ambos genes mediante qrt-PCR en muestras de hipdfisis de ratas de diferente sexo y
edad. En particular, y para ambos sexos, se obtuvieron muestras en las distintas etapas
del desarrollo postnatal: etapa neonatal, infantil, prepuberal, puberal y adulta.

El perfil de expresidon del ARNm de kiss1r en la hipdfisis de ratas macho en los
diferentes estadios del desarrollo revelé un significativo aumento de su expresién en
animales neonatos de 1 dia (Fig. 35A). En cambio, en el caso de hipdfisis de ratas
hembra, se observd un mayor nivel de expresion de kiss1r en animales de 2 dias de
edad, siendo este aumento aproximadamente 4 veces mayor al observado para el

resto de las edades estudiadas (Fig. 35B).
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Fig.35. Perfil de expresion de kiss1r en hipdfisis durante el desarrollo postnatal de la rata.
Niveles de ARNm de kiss1r obtenidos mediante ensayos de rt-PCR sobre muestras hipofisarias de ratas
macho (A) y de ratas hembra (B) de 1, 2, 5, 10, 15, 20, 30 y 45 dias. El valor 100% corresponde al nivel de
ARNm observado en el dia 1. Los datos representa la media + SEM de al menos 5 animales (*) p < 0,05
vs. resto grupos.

Por su parte, el estudio de la expresién de kiss1 en las diferentes etapas del
desarrollo postnatal de ratas macho, al igual que sucede para kissir, mostré un nivel
significativamente superior de ARNm en animales de 1 dia de edad, niveles que

disminuyen a lo largo del desarrollo (Fig. 36A). En cambio, en ratas hembra, el nivel
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mas elevado de ARNm de kiss1, aproximadamente tres veces mayor que en el resto de
edades estudiadas, se observo a los 30 dias de edad, momento en el que las ratas

hembra alcanzan la pubertad (Fig. 36B).
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Fig.36. Perfil de expresion de kiss1 en hipdfisis durante el desarrollo postnatal de la rata.
Niveles de ARNm de kiss1 obtenidos mediante ensayos de rt-PCR sobre muestras hipofisarias de ratas
macho (A) y de ratas hembra (B) de 1, 2, 5, 10, 15, 20, 30 y 45 dias. El valor 100% corresponde al nivel de
ARNm observado en el dia 1. Los datos representa la media + SEM de al menos 5 animales (*) p < 0,05
vs. resto grupos.

Las diferencias observadas durante el desarrollo postnatal en la expresién
hipofisaria de kiss1 y de su receptor, nos condujo a estudiar su importancia y posible
significado funcional. Para ello, evaluamos la respuesta a kp-10 ensayando la dindmica
de la [Ca®']; en células adenohipofisarias monodispersas en cultivo, procedentes de
ratas macho y hembra de 1 y 5 dias de edad, y posteriormente determinamos el tipo
celular mediante inmunoidentificacion post-facto. De esta forma, en estudios
preliminares pudimos comprobar que en ratas macho de 5 dias de edad, el 10% de la
células somatotropas identificadas respondieron a la administracion de kp-10 con un
incremento en la [Ca%'];, mientras qgue en animales de 1 dia de edad, tan solo
respondieron a kp-10 un 5% de las células somatotropas estudiadas. En cambio, en
ratas hembra se observd una tendencia opuesta, ya que el porcentaje de células
somatotropas de animales de 5 dias que respondieron al tratamiento (4,5%), fue
sensiblemente inferior al de células somatotropas de animales de 1 dia que
respondieron a kp-10 (7,7%) (Fig 37A).

En cuanto a las células gonadotropas que respondieron a la administracion de
kp-10, la proporcién de células en ratas macho de 1 dia de edad fue el doble que en

animales de 5 dias (26,3% frente a 13,3%). En el caso de las hembras, se observé la
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misma tendencia que en machos, aunque las diferencias en el porcentaje de respuesta

son menores (11,1% frente a 6,3%) (Fig. 37B).
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Fig.37. Porcentaje de células hipofisarias de ratas macho y hembra, de 1 y 5 dias de edad que
responden al tratamiento con kp-10. (A) Porcentaje de células somatotropas que responden a kp-10 (10°
6 M). (B) Porcentaje de células gonadotropas que responden al tratamiento con kp-10. Los datos
representan los valores de 1 experimento en animales de 1 dia y la media 2 experimentos en animales
de 5 dias.

1.3.2. Regulacion de la expresion del sistema kiss1/kisslr por

factores hipotalamicos en la adenohipdfisis de la rata.

Con el fin de estudiar la potencial accion reguladora que pudieran ejercer los
factores hipofisiotrépicos hipotaldamicos analizamos su efecto sobre la expresion de los
genes kiss1 y kiss1r, asi como de otros receptores de interés en la hipdfisis. Para ello,
examinamos su expresion mediante grt-PCR sobre muestras de ADNc procedentes de
cultivos de células adenohipofisarias de ratas macho y hembra peripuberales, que
habian sido previamente tratados durante 4 h con dosis 10 M de kp-10, GnRH y
GHRH.

- Regulacion de la expresion de kiss1/kiss1r por kp-10 y GnRH.

Para este estudio realizamos tratamientos de 4 h con kp-10 (10 M) y/o GnRH
(10® M), y analizamos la expresién de kiss1, kiss1r y GnRH-R. Asi, pudimos observar
que en células adenohipofisarias de ratas macho peripuberales la expresidon de kiss1
aumentd de forma significativa en respuesta al tratamiento con kp-10 (10® M) (Fig.

38A). En cambio, la incubacién con GnRH (10® M) no alterd significativamente los
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niveles de ARNm de kiss1 e incluso, inhibio el efecto estimulador de la kp-10 al
administrarla de forma combinada con una dosis equimolar de ésta (Fig. 38A). Por su
parte, la aplicacién de idénticos tratamientos sobre cultivos de células hipofisarias de

ratas hembra peripuberales, no modificd significativamente la expresion de kiss1 (Fig.

38B).
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Fig.38. Efecto de GnRH y kp-10 sobre los niveles de ARNm de kiss1 en células adenohipofisarias
en cultivo de ratas peripuberales. Se presenta el perfil de expresidn del gen kiss1 tras el tratamiento con
kp-10 y/o GnRH (10'8M) en células adenohipofisarias en cultivo de ratas macho (A) y hembra (B). Los

valores representan la media de al menos tres experimentos independientes. (*) p < 0,05 vs. resto de
tratamientos.

De forma similar, analizamos la expresién de kiss1r en células adenohipofisarias
de ratas macho observando que la administracién de kp-10 (108 M) y GnRH (10 M)
de forma separada no modificd los niveles basales de ARNm de kiss1r, mientras que el
tratamiento combinado con ambos péptidos estimuld la expresion del receptor de las
kps (Fig. 39A). En el caso células de adenohipdfisis de ratas hembra peripuberales, la
incubacién con GnRH (10°® M) duplicd los niveles basales de ARNm de kiss1r, mientras
que el tratamiento con kp-10 (10'8 M) no modificé dichos niveles, inhibiendo la
estimulacion causada por GnRH cuando se administré en combinacién con el factor

hipotalamico (Fig. 39B).
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Fig.39. Efecto de GnRH y kp-10 sobre los niveles de ARNm de kisslr en células
adenohipofisarias en cultivo de ratas peripuberales. Se presenta el perfil de expresidén del gen kiss1r tras
el tratamiento con kp-10 y/o GnRH (10°M) en células adenohipofisarias en cultivo de ratas macho (A) y
hembra (B). Los valores representan la media de al menos tres experimentos independientes. (*) p <
0,05 vs. resto de tratamientos.

Por ultimo, analizamos la expresiéon de GnRH-R, y pudimos observar que el
tratamiento de cultivos de células adenohipofisarias de ratas macho peripuberales con
GnRH (10® M, 4 h) provocé un marcado incremento en los niveles de ARNm de su
propio receptor, 5 veces por encima del nivel basal. Por contra, el tratamiento con kp-
10 (10® M) no modificé los niveles basales de ARNm de GnRH-R, ni potencié
significativamente el efecto estimulador de la GnRH (Fig. 40A). Por su parte, en cultivos
de células hipofisarias procedentes de ratas hembra peripuberales se observé un perfil
de expresidn similar al descrito en machos en respuesta a la administracién de kp-10'y
GnRH, de manera que los niveles de ARNm de GnRH-R aumentaron significativamente
tras el tratamiento con GnRH (10 M) administrado solo o en presencia de una dosis

equimolar de kp-10 (Fig. 40B).
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Fig.40. Efecto de GnRH y kp-10 sobre los niveles de ARNm de GnRH-R, en células
adenohipofisarias en cultivo de ratas peripuberales. Se muestra el perfil de expresién del gen GnRH-R
tras el tratamiento con kp-10 y/o GnRH (10‘8M) en células adenohipofisarias en cultivo de ratas macho
(A) y hembra (B). Los valores representan la media de al menos tres experimentos independientes. (a) p
< 0,05 vs. Control, (b) vs. kp-10 (10"8 M).

- Regulacion de la expresion de kiss1/kiss1r por kp-10 y GHRH.

En este andlisis, evaluamos el efecto del tratamiento con kp-10 y/o GHRH (10
M, 4 h) sobre los niveles de expresion de kiss1, kiss1r y GHRH-R, en cultivos de células
adenohipofisarias de ratas peripuberales. Como muestra la figura 41, el tratamiento
tanto con kp-10 como con GHRH administrados de forma individual o conjunta,
incrementd significativamente los niveles de ARNm de kiss1 en células
adenohipofisarias de ratas macho peripuberales (Fig. 41A). En cambio, en el caso de las
células hipofisarias procedentes de ratas hembra peripuberales, mientras que la
administracion de GHRH aumentd significativamente la expresion de kiss1, el
tratamiento con kp-10 sola no modificé los niveles de ARNm de kissl vy, al
administrarla conjuntamente con GHRH inhibié la accidon estimuladora de ésta (Fig.

41B).
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Fig.41. Perfil de expresion del gen kiss1 tras el tratamiento con kp-10 y/o GHRH (10"8M, 4 h)en
células adenohipofisarias en cultivo de ratas macho (A) y hembra (B). Los valores representan la media
de al menos tres experimentos independientes. (a) p < 0,05 vs. Control; (*) vs. resto de tratamientos.

Por su parte, la expresion de kiss1r no se modificd en células adenohipofisarias
de ratas macho peripuberales tras el tratamiento con kp-10 y/o GHRH (108 M, 4 h)
(Fig. 42A). Sin embargo, un andlisis similar realizado sobre células adenohipofisarias en
cultivo de ratas hembra peripuberales, evidencié que, al igual que para kiss1, el
tratamiento con GHRH (10® M) estimuld la expresién de kisslr. Mientras que el
tratamiento con kp-10 sola no modificd los niveles basales de ARNm de kiss1r, la
administracion simultanea con GHRH inhibid el efecto estimulador de la misma (Fig.

42B).
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Fig.42. Perfil de expresién del gen kiss1r tras el tratamiento con kp-10 y/o de GHRH (10°M, 4h)
y en células adenohipofisarias en cultivo de ratas macho (A) y hembra (B). Los valores representan la
media de al menos tres experimentos independientes. (a) p < 0,05 vs. Control.
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Por ultimo, el analisis de los niveles de expresién de GHRH-R permitié observar
un perfil de expresidon muy similar en la respuesta de las células de ratas macho vy
hembra al tratamiento con kp-10 y GHRH administrados solos o de forma combinada
(10® M, 4 h). Asi, la administracién de kp-10 aumenté de forma significativa los niveles
basales del ARNm de GHRH-R (Fig. 43). Por el contrario, la administracién de GHRH (10
8 M, 4 h) redujo la expresion de GHRH-R de forma significativa en células
adenohipofisarias de ratas macho e incluso inhibid, por debajo de los niveles basales,

el aumento de los niveles de ARNm observados tras la administracion de kp-10 tanto

en células procedentes de ratas macho como hembra (Fig. 43).
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Fig.43. Perfil de expresidn del gen GHRH-R tras el tratamiento con kp-10 y/o de GHRH (10"8M,
4h) en células adenohipofisarias en cultivo de ratas macho (A) y hembra (B). Los valores representan la
media de al menos tres experimentos independientes. (a) p < 0,05 vs. Control; (b) vs. kp-10 (10 M).

1.3.3. Regulacién de la expresion del sistema kiss1l/kisslr por

esteroides sexuales en la hipdfisis de rata.

Para este estudio, una vez realizados los tratamientos con kp-10 sobre los
cultivos adenohipofisarios de ratas hembra peripuberales mantenidos en presencia o
ausencia de E2 (descritos en el apartado 1.2.2. de material y métodos), las células se
procesaron para el aislamiento de ARN y posterior sintesis de ADNc, que se utilizd
como molde para las reacciones de qrt-PCR en el andlisis de expresidn de kiss1r, kiss1,
GHS-R, GHRH-R y GnRH-R.

El andlisis de la expresion de kiss1 y su receptor nos permitié observar que en
los cultivos de células adenohipofisarias mantenidos durante 48 h en presencia de E2,

el tratamiento con 10° M de kp-10 aumentd de forma significativa la expresion tanto
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de kiss1 como de kisslr, efecto que no se observd en los cultivos mantenidos en

ausencia de E2 (Fig 44).
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Fig.44. Expresion del sistema kiss1/kisslr en células adenohipofisarias en cultivo de ratas
hembra peripuberales. Expresién de kiss1 (A) y de kissir (B) en células hipofisarias mantenidas en
cultivo durante 48 h con medio en presencia o ausencia de E2 (10"8M), en respuesta a tratamiento con
con 10°M y 10°M de kp-10 o medio solo (C, control). Los valores representan la media de tres
experimentos independientes. (*) p < 0,05 vs. datos precedentes.

De forma similar, el analisis de los niveles de ARNm de los receptores de
ghrelina (GHS-R), GHRH (GHRH-R) y GnRH (GnRH-R) reveld que el tratamiento con kp-
10 (10° M, 4 h) estimulé la expresion de GHS-R y GHRH-R en los cultivos celulares
mantenidos durante 48 h en presencia de E2 (Fig 45A y B). Mientras que la expresion

de GnRH-R no vario en respuesta a kp-10 ni en presencia ni en ausencia de E2 (Fig 45C)
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Fig.45. Expresion de GHS-R, GHRH-R y GnRH-R en células adenohipofisarias en cultivo de ratas
hembra peripuberales. Expresion de GHS-R (A), GHRH-R (B) y GnRH-R (C) en células hipofisarias
mantenidas en cultivo durante 48 h con medio en presencia o ausencia de E2 (10"8M) en respuesta al
tratamiento con 10° 0 10°M de kp-10 o con medio solo (C, control). Los valores representan la media
de tres experimentos independientes. (*) p < 0,05 vs. datos anteriores.
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1.3.4. Regulacion de la expresion del sistema kissl/kisslr bajo

distintas condiciones metabdlicas en la hipofisis de raton.

Para este estudio utilizamos muestras de hipdfisis de ratones macho adultos,
en las que analizamos la expresion de kiss1r bajo diferentes condiciones metabdlicas
como el ayuno (12,24 y 48 h), la obesidad y la interaccidén con factores metabdlicos de
relevancia como la leptina.

El analisis de la expresidon de kiss1r en hipdfisis de ratones macho sometidos a
ayuno durante 12, 24 y 48 h, reveld que el ayuno no afecta de forma significativa la

expresion de kiss1r (Fig. 46).
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Fig.46. Efecto del ayuno sobre los niveles de expresion de kiss1r en hipdfisis de ratones macho.
Se presenta el perfil de expresion de kissir en ratones alimentados de forma normal (Control),
sometidos a ayuno durante 12, 24 y 48 horas. Los datos representan la media + SEM de al menos 5
animales por grupo.

Con objeto de evaluar el efecto de la obesidad sobre los niveles de ARNm de
kiss1r en la hipofisis, determinamos su expresiéon en ratones normales (WT) y en
ratones obesos deficientes en leptina (ob/ob), y consecuentemente obesos. Asi,
pudimos determinar que en ratones ob/ob, el nivel de expresién de ARNm de kiss1r en

hipdfisis es comparable al encontrado en ratones WT (Fig 47).
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Fig.47. Efecto de la obesidad inducida por la carencia del gen de la leptina sobre los niveles de
expresidon de kisslr en hipdfisis de ratones macho. Se presenta el perfil de expresiéon de kiss1r en
ratones silvestres (WT) y ratones obesos ob/ob (ob/ob). Los datos representan la media * SEM de al
menos 5 animales por grupo.

A continuacion, estudiamos el efecto del reemplazamiento con leptina en
ratones ob/ob (Lep), comprobando que la expresiéon de kissir es superior a la
observada en ratones ob/ob alimentados de forma normal (Veh) y de ratones ob/ob
alimentados con la misma cantidad de comida que comen los ratones ob/ob tratados

con leptina (PF) (Fig 48)
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Fig.48. Efecto del reemplazamiento con leptina en ratones macho obesos ob/ob sobre los
niveles de expresion kiss1r en hipdfisis de ratones macho. Se presenta el perfil de expresion de kiss1r en
ratones obesos ob/ob; alimentados de forma normal (Veh), tratados con leptina (Lep), o alimentados
con la misma cantidad que comen los ratones tratados con leptina (PF). Los datos representan la media
+ SEM de 5 animales. (*) p < 0,05 vs. Veh y PF.
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Por altimo, analizamos la regulacion de la expresion kissir en hipdfisis de
ratones obesos en los que la obesidad fue causada por la alimentacion con una dieta
rica en grasa. Para ello, determinamos los niveles de ARNm de kiss1r de ratones
alimentados con una dieta normal, con bajo contenido en grasa (LFD) y de ratones
alimentados con una dieta rica en grasa (HFD). Este estudio reveld que la expresion de
kiss1r disminuyd significativamente en la hipdfisis de ratones con obesidad inducida

por una dieta rica en grasa (HFD) (Fig 49).
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Fig.49. Efecto de la obesidad inducida por la dieta sobre la de expresidon de kiss1r en hipdfisis
de ratones macho. Nivel de expresidn de kiss1r en hipdfisis de ratones con una dieta baja en grasa (LFD)
y de ratones con obesidad inducida por una dieta rica en grasa (HFD). Los datos representan la media +
SEM de 6 animales por grupo. (*) p < 0,05 vs. LFD.

2. Regulacion de la expresion del sistema kiss1/kisslr en dianas externas

al sistema hipotalamo-hipofisario en rata y raton.

La observacion de que el sistema kiss1/kisslr posee capacidad funcional y que
estd sujeto a una estrecha regulacién no solo en el hipotalamo sino también a nivel
hipofisario, nos llevé a investigar la posible presencia y regulacidén de este sistema en
organismos distales al eje hipotalamo-hipofisario. Puesto que los resultados obtenidos
mostraban un efecto directo de la kp-10 sobre la liberacion de hormonas hipofisarias,
especificamente sobre LH y GH, seleccionamos dos érganos diana de estas hormonas
como punto inicial para estudiar la presencia y regulacion de kiss1 y de su receptor en
los mismos. En concreto, analizamos la expresion de este sistema en el testiculo, como
ejemplo de drgano diana de LH, y analizamos asimismo muestras del tejido adiposo,

como un érgano diana de GH.
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2.1. Expresion del sistema kiss1/kiss1r en el testiculo.

Para estudiar la regulacion de la expresion del sistema kiss1/kiss1r en testiculo,
en primer lugar analizamos su perfil de expresién durante el desarrollo postnatal en
muestras procedentes de ratas de distintas edades. A continuacién, para profundizar
en el posible papel integrador de las kps entre la reproduccion y el metabolismo,
estudiamos los niveles de ARNm de kiss1 y de su receptor en muestras de testiculo de

ratones sometidos a diferentes condiciones metabdlicas.

- Expresion del sistema kissl/kisslr en el testiculo de la rata

durante el desarrollo postnatal.

El analisis de los niveles de ARNm kiss1 en el testiculo de rata, demostré un
aumento significativo en animales de 15 dias respecto al resto de edades analizadas,
excepto en ratas de 5 dias, donde también se detectd un aumento que no alcanzé
significancia estadistica. Ademas, se observé una disminucion de los niveles de
expresion de kiss1 a partir de los 15 dias de edad, alcanzandose un nivel minimo a los
45 dias de kiss1, momento en el que estos animales ya alcanzan la pubertad (Fig 50A).
En el mismo disefio experimental se analizd la expresion de kiss1r, observando que la
expresion de éste era baja en animales de 2 dias y aumentaba notablemente en el
testiculo de ratas de 5, 10 y 15 dias de edad, para disminuir progresivamente a partir

de esta edad hasta alcanzar niveles minimos a los 45 dias (Fig 50B).
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Fig. 50. Perfil de expresidn de kiss1 y kiss1r en el testiculo durante desarrollo postnatal de rata.
Niveles de ARNm de kiss1 (A)y kiss1r (B) obtenidos mediante ensayos de rt-PCR sobre muestras de
testiculo de rata de 2, 5, 10, 15, 20, 30 y 45 dias. Los datos representan la media + SEM de al menos 3
animales por grupo de edad. (a) p < 0,05 vs. 2d; (b) vs. 5d; (c) vs. 10d; (d) vs. 15d; (e) vs. 20d; (f) vs. 30d;
(g) vs. 45d.
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- Expresion del sistema kiss1/kiss1lr en el testiculo de ratén bajo
distintas condiciones metabdlicas.

Una vez analizada la expresion del sistema kiss1/kisslr en testiculo de rata
durante el desarrollo postnatal, y con el objetivo de esclarecer el posible papel
integrador de kiss1 entre los ejes metabdlico y reproductor, analizamos la expresién de
este sistema en muestras de testiculo de ratones sometidos a distintas condiciones
metabdlicas.

En primer lugar, analizamos el efecto del ayuno sobre el perfil de expresion del
sistema kiss1/kisslr, determinando sus niveles en el testiculo de ratones sometidos a
12, 24 y 48 horas de ayuno. Estos estudios demostraron un marcado aumento de la
expresion de kiss1 dependiente del tiempo, de forma que en animales sometidos a 24
y 48 horas de ayuno, los niveles de ARNm de kiss1 fueron significativamente mayores a
los de animales alimentados de forma normal (control) (Fig 51A). Al analizar el perfil de
expresion de kiss1r se observd un patron similar, si bien el aumento de los niveles de

ARNm solo fue significativo en animales sometidos a 48 horas de ayuno (Fig 51B).
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Fig.51. Efecto del ayuno sobre los niveles de ARNm de kiss1 y kiss1r en el testiculo de raton.
Perfil de expresidon de kiss1 (A) y kisslr (B), en ratones alimentados de forma normal (Control) o
sometidos a ayuno durante 12, 24 y 48 horas. Los datos representan la media + SEM de al menos 5
animales por grupo. (a) p < 0,05 vs. Control; (b) vs. Ayuno 12h.

A continuacién estudiamos el efecto del reemplazamiento con leptina en
ratones obesos ob/ob, en los que se observd un claro aumento de los niveles de
expresion de kiss1 tras el tratamiento con leptina respecto a los detectados en ratones
alimentados de forma normal (Veh) y en ratones alimentados con la misma cantidad

de comida que los tratados con leptina (PF) (Fig 52A). Al analizar el perfil de expresion
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de kiss1r se observo un patrén de respuesta similar, de manera que los niveles de

expresion del receptor aumentaron significativamente en animales obesos tratados

con leptina (Fig 52B).
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Fig.52. Efecto del reemplazamiento con leptina sobre los niveles de expresion de kiss1/kiss1r en
el testiculo de ratones obesos ob/ob. Perfil de expresidn de kiss1 (A) y kissir (B), en ratones obesos;
alimentados de forma normal (Veh), tratados con leptina (Leptina), o alimentados con la misma
cantidad que comen los ratones tratados con leptina (PF). Los datos representan la media + SEM de 5
animales por grupo. (*) p < 0,05 vs. Veh y PF.

Por ultimo, estudiamos la regulacion de la expresidon del sistema kiss1/kiss1r en

el testiculo de ratones obesos, en los que la obesidad fue causada por una

alimentacion rica en grasa. En este caso, no se observaron cambios ya que los niveles

de expresion de ambos genes son similares en ratones con dieta baja en grasa (LFD) y

en ratones con obesidad inducida por la alimentacion con una dieta rica en grasa (HFD)

(Fig 53).
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Fig.53. Efecto de la obesidad inducida por la dieta sobre la expresidn de kiss1 y kisslr en el
testiculo de raton. Expresion de kiss1 (A) y de kiss1r (B) en el testiculo de ratones con una dieta baja en
grasa (LFD) y de ratones con obesidad inducida por alimentacidn con una dieta rica en grasa (HFD). Los
datos representan la media + SEM de al menos 6 animales por grupo.
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2.2. Expresion del sistema kiss1/kiss1r en el tejido adiposo.

Para determinar la regulacion de kissl y su receptor en tejido adiposo,
estudiamos en primer lugar su perfil de expresién durante el desarrollo postnatal en
muestras procedentes de ratas macho y hembra de distintas edades vy, a continuacién,
analizamos los niveles de ARNm de kissl y de su receptor en muestras de tejido

adiposo de ratones macho sometidos a diferentes condiciones metabdlicas.

- Expresion del sistema kiss1/kiss1lr en el tejido adiposo de la rata

durante el desarrollo postnatal.

Para ello, cuantificamos mediante rt-PCR los niveles de ARNm de ambos genes
en muestras de tejido adiposo, tanto visceral como subcutdneo, procedentes de ratas
macho y hembra de 20, 30 y 45 dias de edad.

Al analizar los niveles de ARNm de kiss1r en tejido adiposo de ratas macho se
observd que su expresion en muestras de grasa visceral de animales de 20 dias es tres
veces superior a la medida en muestras de animales de 30 y 45 dias (Fig 54A). En
cambio, en el caso de las muestras de grasa subcutdnea no se observd ningiin cambio

significativo en la expresion de kiss1r en las tres edades estudiadas (Fig. 54B).
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Fig.54. Perfil de expresion de kiss1r en el tejido adiposo visceral y subcutaneo de ratas macho
durante el desarrollo postnatal. Se presenta el nivel de ARNm de kiss1r en muestras de grasa visceral (A)
y subcutanea (B) de ratas de 20, 30 y 45 dias, referidos al nivel medido a los 20 dias (100%). Los datos
representan la media £ SEM de 4 animales por grupo. (*) p < 0,05 vs. resto de tratamientos.

99

RESULTADOS



RESULTADOS

Los mismos estudios llevados a cabo sobre muestras procedentes de tejido
adiposo de ratas hembra mostraron un patrén de expresion totalmente distinto. Asi,
se observo un incremento en el nivel de ARNm de kiss1r en muestras de tejido adiposo
visceral de animales de 30 dias, edad alrededor de la cual las ratas hembra alcanzan la
pubertad (Fig 55A). Por contra, en el caso de la grasa subcutanea, los niveles de ARNm
de kisslr permanecen constantes hasta los 45 dias de edad, momento en que

aparecen los niveles maximos de expresion del receptor de las kps (Fig. 55B).
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Fig.55. Perfil de expresion de kiss1r en el tejido adiposo visceral y subcutaneo de ratas hembra
durante el desarrollo postnatal. Se presentan los valores de ARNm de kiss1lr en muestras de grasa
visceral (A) y subcutdnea (B) de ratas de 20, 30 y 45 dias, referidos al nivel medido a los 20 dias (100%).
Los datos representan la media £ SEM de 4 animales por grupo. (*) p < 0,05 vs. resto de tratamientos.

Por su parte, la evaluacion de los niveles de expresion de kiss1 en estos mismos
estudios mostrd tendencias muy similares a los perfiles de ARNm de su receptor. De
manera que en muestras de tejido adiposo visceral de ratas macho, los niveles de
ARNm de kiss1 fueron significativamente superiores en ratas de 20 dias, disminuyendo
posteriormente (Fig. 56A). En el caso de muestras de tejido adiposo subcutaneo, los
niveles de ARNm de kiss1 se mantuvieron inalterados en las edades analizadas (Fig.

56B).
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Fig.56. Perfil de expresidon de kiss1 en el tejido adiposo visceral y subcutdaneo de ratas macho
durante el desarrollo postnatal. Se muestran los niveles de ARNm de kiss1 en muestras de grasa visceral
(A) y subcutanea (B) de ratas de 20, 30 y 45 dias, referidos al nivel medido a los 20 dias (100%). Los
datos representan la media + SEM de 4 animales por grupo. (*) p < 0,05 vs. resto de tratamientos.

En muestras de tejido adiposo visceral procedentes de ratas hembra, los niveles
de expresion de kiss1 aumentaron marcadamente alrededor de los 30 dias,
recuperandose posteriormente (45 dias) niveles similares a los de 20 dias (Fig 57A). En
cambio, en muestras de tejido adiposo subcutaneo, los niveles maximos de ARNm de
kiss1 se alcanzaron a los 45 dias de edad, coincidiendo con los niveles maximos de

expresion de su receptor (Fig 57B).
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Fig.57. Perfil de expresidn de kiss1 en el tejido adiposo visceral y subcutaneo de ratas hembra
durante el desarrollo postnatal. Se presentan los valores de ARNm de kiss1 en muestras de grasa
visceral (A) y subcutanea (B) de ratas de 20, 30 y 45 dias, referidos al nivel medido a los 20 dias (100%).
Los datos representa la media + SEM de 4 animales por grupo. (*) p < 0,05 vs. resto de tratamientos.
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- Influencia de los esteroides sexuales en la expresion del sistema

kiss1/kiss1r en tejido adiposo.

Diversas observaciones clinicas realizadas en los ultimos afios indican que los
esteroides sexuales estan implicados en la regulacién funcional y molecular del tejido

adiposo en mujeres 142

. En este contexto, nos propusimos estudiar la regulacion de la
expresion del sistema kiss1/kisslr por E2 en tejido adiposo de rata. Concretamente,
analizamos la expresion de los genes kiss1 y kisslr en muestras de tejido adiposo
visceral y subcutaneo de ratas OVX con y sin reemplazamiento hormonal.

En los estudios de expresion en grasa visceral se observd que el
reemplazamiento hormonal con E2 redujo significativamente los niveles de ARNm de
kiss1 en los animales OVX. En cambio, en muestras de grasa subcutdnea, los niveles de
kiss1 fueron similares a los de grasa visceral y no se modificaron por el
reemplazamiento con E2 (Fig 58A). En el caso de la expresion de kisslr, se observé
gue, en muestras de grasa visceral, los animales OVX con reemplazamiento con E2
presentan, al igual que para kiss1, una reduccion de los niveles de ARNm con respecto
a los animales OVX VEH. Por el contrario, los niveles de kiss1r en grasa subcutdnea en
animales OVX sin reemplazamiento son inferiores a los de la grasa visceral, y no varian

con el reemplazamiento con E2 (Fig 58B).
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Fig.58. Expresidn del sistema kiss1/kiss1r en el tejido adiposo visceral y subcutaneo de ratas
OVX. Se presenta los valores de ARNm de kiss1 (A) y de kiss1r (B), en grasa visceral y subcutanea con o
sin reemplazamiento con E2. Los datos representan la media + SEM de 9 animales. (a) p < 0,05 vs. VEH
Visceral.
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-Expresion del sistema kiss1/kiss1r en el tejido adiposo de ratén.

Para profundizar en el estudio de la regulacion del sistema kiss1/kiss1r en el
tejido adiposo, asi como su posible implicacion en el control del metabolismo y en la
integraciéon de los ejes reproductor y metabdlico, utilizamos muestras procedentes de
ratones macho adultos sometidos a distintas condiciones experimentales dentro del
paradigma de extremos metabdlicos. En concreto, analizamos mediante rt-PCR la
expresion del receptor kisslr en muestras de tejido adiposo procedentes ratones
macho adultos sometidos a distintos tiempo de ayuno, de ratones con obesidad
inducida por la dieta y de ratones obesos, ob/ob, tratados con leptina. En todos los
casos analizamos muestras tanto de grasa visceral como de grasa subcutdnea, ya que
se ha descrito en numerosas ocasiones una regulacion diferencial en ambos depdsitos
de la expresion de distintos genes, como es el caso de la leptina, que se expresa mas
en grasa subcutanea.

El analisis del perfil de expresion de kiss1r en tejido adiposo de ratones macho
adultos sometidos a 12, 24 y 48 horas de ayuno, demostré que los niveles de ARNm
del receptor en muestras de grasa, tanto visceral como subcutdnea, procedentes de
animales sometidos a ayuno durante 24 y 48 horas, eran significativamente superiores

a los observados en ratones alimentados de forma normal (Fig. 59A y B).
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Fig.59. Efecto del ayuno sobre los niveles de ARNm de kiss1r en el tejido adiposo visceral y
subcutaneo de ratdon. Se muestran los niveles de expresion de kiss1r en grasa subcutanea (A) y en grasa
visceral (B). Los datos representan la media + SEM de 5 animales por grupo. (a) p < 0,05 vs. Control.
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Se cuantificd la expresion de kissir en el tejido adiposo de ratones obesos
ob/ob para estudiar el efecto del reemplazamiento con leptina. Como muestra la figura
60A, la grasa subcutdnea de los ratones ob/ob tratados con leptina (Lep) presentaba
unos niveles de ARNm de kiss1r significativamente superiores a la de los ratones
obesos sin reemplazamiento con leptina y alimentados de forma normal (Veh), asi
como en los controles alimentados con la misma cantidad de comida que los ratones
tratados con leptina (PF) (Fig 60A). Por su parte, en el andlisis realizado sobre grasa
visceral se observd que los niveles de ARNm de kissir fueron significativamente mas
elevados en ratones tratados con leptina (Lep) que en ratones Veh, y numéricamente
mas altos que en animales PF, si bien estas diferencias no alcanzaron significaciéon

estadistica (Fig 60B).
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Fig.60. Efecto del reemplazamiento con leptina de ratones obesos ob/ob sobre los niveles de
expresion de kissir en el tejido adiposo. Se presentan los valores de expresién de kiss1r en grasa
subcutanea (A) y en grasa visceral (B) de ratones alimentados de forma normal (Veh), tratados con
leptina (Leptina), o alimentados con la misma cantidad que comen los ratones tratados con leptina (PF).
Los datos representan la media £ SEM de 5 animales por grupo. (*) p < 0,05 vs. resto de tratamientos;
(a) vs. Veh.

Finalmente, completamos el estudio de la expresidon de kiss1r en tejido adiposo,
analizando el efecto de la obesidad inducida por la dieta sobre su perfil de expresion
en ratones normales. En estos estudios se observd que, tanto en grasa subcutdnea
como en grasa visceral, los niveles de ARNm de kissir fueron significativamente
inferiores en animales con obesidad inducida por una dieta rica en grasa (HFD), que en

ratones alimentados con una dieta baja en grasa (LFD) (Fig. 61).
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Fig.61. Efecto de la obesidad inducida por la dieta sobre los niveles de expresion de en el tejido
adiposo de raton. Se presentan los niveles de ARNm de kisslr en grasa subcutanea (A) y de grasa
visceral (B) de ratones con una dieta baja en grasa (LFD) y de ratones con una dieta rica en grasa (HFD).
Los datos representan la media + SEM de 3 animales por grupo. (*) p < 0,05 vs. LFD.

3. Diseiio y analisis funcional de nuevos analogos de la kp-10 de rata.

Los resultados hasta aqui expuestos, junto con estudios publicados en los
ultimos afios, demuestran el importante papel que desempeiian las kps no solo a nivel
hipotaldmico, sino también a otros niveles (hipdfisis, tejido adiposo, testiculo,
pancreas, placenta, etc), donde ejercen funciones clave en el control neuroendocrino
de la reproduccién, y pueden ademas estar implicadas en otras acciones biolégicas.
Por todo ello, resultaria muy interesante y de gran utilidad obtener agonistas y
antagonistas de la kp-10, en especial por sus potenciales aplicaciones terapéuticas.

Asi pues, iniciamos el disefio, sintesis y andlisis funcional de una serie de
analogos estructurales derivados de la kp-10 de rata, obtenidos mediante
sustituciones puntuales de cada uno de los aa del decapéptido por Alanina (Ala) (Tabla

9).

105

RESULTADOS



RESULTADOS

hkp10  Tyr!-AsnZTrp3-Asn®-Ser>-PheS-Gly’-Leu®-Arg®-Phe®-NH,
rkp10  Tyr'-Asn2-Trp3-Asn*-Ser>-Phe®-Gly’-Leud-Arg®-Tyr'°-NH,

kp10 Alal Ala-Asn-Trp-Asn-Ser-Phe-Gly-Leu-Arg-Tyr-NH,
kp10 Ala2 Tyr-Ala-Trp-Asn-Ser-Phe-Gly-Leu-Arg-Tyr-NH,
kp10 Ala3 Tyr-Asn-Ala-Asn-Ser-Phe-Gly-Leu-Arg-Tyr-NH,
kp10 Alad Tyr-Asn-Trp-Ala-Ser-Phe-Gly-Leu-Arg-Tyr-NH,
kp10 Ala5 Tyr-Asn-Trp-Asn-Ala-Phe-Gly-Leu-Arg-Tyr-NH,
kp10 Ala6 Tyr-Asn-Trp-Asn-Ser-Ala-Gly-Leu-Arg-Tyr-NH,
kp10 Ala7 Tyr-Asn-Trp-Asn-Ser-Phe-Ala-Leu-Arg-Tyr-NH,
kp10 Ala8 Tyr-Asn-Trp-Asn-Ser-Phe-Gly-Ala-Arg-Tyr-NH,
kp10 Ala9 Tyr-Asn-Trp-Asn-Ser-Phe-Gly-Leu-Ala-Tyr-NH,
kp10 Alal0 Tyr-Asn-Trp-Asn-Ser-Phe-Gly-Leu-Arg-Ala-NH,

Tabla 9. Secuencia aminoacidica de la kp-10 humana (hkp10), de rata (rkp10), asi como de una
serie de andlogos sintéticos derivados de rkp10, y obtenidos mediante sustituciones puntuales de cada
uno de los aa del decapéptido por Alanina.

Una vez sintetizada esta bateria de péptidos realizamos una serie de estudios
funcionales determinar sus caracteristicas estructurales y su capacidad de unirse y
activar al receptor kiss1r de rata.

En primer lugar, estudiamos la actividad funcional de cada uno de estos
péptidos sobre la linea celular CHO-K1rkisslr mediante andlisis de la dindamica de la
[Ca®"]; usando para ello el sistema de evaluacidn multiple FlexStation Il. Estos estudios
mostraron que los andlogos de la kp-10 generados por sustituciones puntuales en los
residuos aminoacidicos 1a 5y 7 a 9, presentaban valores de ECsg en el rango de 1,04 x
108 M a 1,27 x 107 M, muy similares a los valores obtenidos para la kp-10 humana y
de rata sin modificar (ECso = 1,54 — 2,6 x 10 M). Estos datos son indicativos de que
estos analogos conservan la capacidad de unirse y activar al receptor. En claro
contraste, los andlogos de la kp-10 generados por la sustitucion puntual de las
posiciones 6 y 10 por Alanina, denominados [Alas]kp—lo v [Alam]kp—lo, mostraron un
incremento en el valor ECsg con respecto a las kp-10 sin modificar (> 6,46 uM), lo que
implica una disminucidn de su capacidad para unirse y activar al receptor (Tabla 10, Fig

62A).
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Agonista Antagonista
Peptldo Eficacia Max. Eficacia
n pEC5o , pICSO
(%) Max. (%)
rKp-10 11 100 8,00 0,03
hKp-10 4 100,3+7,3 7,81%0,23
[Ala'lkp-10 | 6 87,2+2,3 7,85%0,11
[Ala’]kp-10 | 6 91,2+54 7,88%0,11
[Ala’lkp-10 | 5 92,2+55 8,23+0,18
[Ala*lkp-10 | 5 89,6+5,6 7,19%0,04
[Ala’]kp-10 | 4 79,0+2,8 7,80%0,02
[Ala®]kp-10 | 7 499+28 548%0,24 |10 6,06 + 0,26
[Ala’]kp-10 | 4 88,9+3,7 7,70+0,21
[Ala®]kp-10 | 5 84,1+55 7,27+0,19
[Ala’lkp-10 | 6 74,2+4,2 6,87+0,14
[Ala]kp-10 | 4 24,1+5,6 <5 10 inactivo

Tabla 10. Parametros funcionales de la respuesta de las células CHO-K1rkiss1lr al tratamiento
con diferentes kps determinadas mediante la tecnologia FlexStation Il. La eficacia maxima se expresa

como el porcentaje de la amplitud inducida por la administracion 10°M de la kp-10 de rata.

Basandonos en estos resultados, llevamos a cabo ensayos de competicion para
analizar el posible caracter antagonista de los anélogos, [Ala®]kp-10 y [Ala*’]kp-10. Para
ello, se usaron dosis crecientes de los andlogos en presencia de una concentracion fija
de kp-10 y se midieron los cambios en la [Ca®'];. En estos ensayos, sélo el analogo
[Ala®kp-10, presentd ciertas propiedades antagonistas con un valor de ICso de 9,31 x
107 M (Tabla 10, Fig 62B). Sin embargo, en estudios para caracterizar la capacidad

antagonista de este analogo de la kp-10 se observé que el péptido [Ala®lkp-10 no se

comporta como un antagonista competitivo reversible tipico (Fig. 62C).
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Fig.62. Evaluacion in vitro de las propiedades funcionales de la kp-10 y sus andlogos. Se
evaluaron los efectos de concentraciones crecientes de los diferentes analogos derivados de la kp-10
midiendo mediante el sistema FlexStation Il los niveles de la [Ca2+]i en células CHO-K1 que expresan de
forma estable el receptor kiss1r. (A) Curvas dosis respuesta de la [Ca2+]i observados para la kp-10 y sus
analogos Alal,2,3,4,5,7,8 y 9. (B). Curvas dosis respuesta de la [Ca™: para la kp-10 y sus analogos
[Alae]kp-lo y [Alalo]kp-lo. (C) Ensayos de competicién con los analogos [Alae]kp-lo y [Alae]kp-lo con kp-
10. Los valores representan la media + SEM de al menos tres experimentos independientes.

Para profundizar en el estudio de las propiedades de los analogos derivados de
la kp-10, examinamos su efecto sobre la dindmica de la [Ca’']; en células CHO-K1
individuales que expresan de forma estable el receptor kisslr. De forma similar a los
estudios con poblaciones celulares, la administracién de los andlogos de kp-10 con
sustituciones puntuales de los residuos aminoacidicos de 1 a 5 y de 7 a 9 no se
observaron cambios apreciables en la proporcién de células que responden al
tratamiento, en comparacién con el porcentaje de células que respondieron a la
administracion de la propia kp-10 sin modificar o de la forma larga de la kp humana

(kp-54). En cambio, los tratamientos con los analogos [Ala®lkp-10 y [Ala*’lkp-10
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mostraron un descenso significativo de la proporcion de células que respondieron al
tratamiento (Fig. 63A).

En estos estudios, pudimos observar ademas que las células requerian mas
tiempo requerido para alcanzar el incremento maximo de la [Ca%']; tras el tratamiento
con los analogos [AIaG]kp—lo v [Alalo]kp—lo, en comparacién con el tiempo para
alcanzar el incremento maximo en respuesta a kp-54, kp-10 y el resto de analogos (Fig.

63B).

A = B o T
5 z ot
% g
2 200
2. ﬁ
8
32 100
* ;
* slliliE - []
NI NI
AT o P oo Ao o o oo
FEFEFFEFFTEFEFTES FEFEFEFEEIT IS
Péptido 10°M Péptido 10°M

Fig.63. Analisis in vitro de las propiedades funcionales de los analogos de la kp-10 sobre células
CHO-K1rkiss1r individuales. Estudios de microfluorimetria para determinar el porcentaje de células que
responden al tratamiento con una dosis 10° M de kp-54, kp-10 y de sus analogos (A) y el tiempo
necesario para alcanzar el incremento maximo de la [Ca2+]i en respuesta al tratamiento (B). Los valores
representan la media de un minimo de tres experimentos, en cada experimento se analizaron dos placas
de forma independiente, y en cada placa se analizdé un minimo de 40 células CHO-K1-rkisslr
individuales. (*) p < 0,05 vs. resto de tratamientos.

El conjunto de los resultados obtenidos in vitro indica que las posiciones 6y 10
del decapéptido deber ser cruciales para la unién y/o activacion del receptor, y
posiblemente por tanto para la actividad funcional de la kp-10.

En el contexto de la colaboracién establecida con los grupos dirigidos por el Dr.
Vaudry y el Dr. Tena-Sempere para estudiar de forma mas completa las propiedades
de estos andlogos, el grupo del del Dr. Tena-Sempere se llevaron a cabo estudios in
vivo para monitorizar la capacidad de los andlogos [Ala®lkp-10 y [Ala*®]kp-10 de la kp-
10 para reproducir o antagonizar los efectos de la propia kp-10 sobre la dinamica de
secrecion de LH. Puesto que los resultados de estos ensayos son cruciales para
comprender mejor las propiedades de dichos analogos, se incluyen aqui los principales
hallazgos producto de esta colaboracion. Concretamente, en primer lugar se analizé la

respuesta de secrecidon de LH tras la administracién i.c.v. de un bolo de kp-10 o de los
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analogos en ratas macho adultas. Los resultados mostraron que la sustitucién en la
posicion 6 de la kp-10 provocd una reduccion significativa del efecto estimulador del
decapéptido sobre la secrecidon de LH, ya que la concentracién de LH liberada en
respuesta a la inyeccién del andlogo [Ala®]kp-10 apenas alcanzé un cuarto de la
hormona liberada en respuesta a la administracion de kp-10 sin modificar. De hecho,
mientras que la kp-10 aumenta 8 veces los niveles de LH en suero que persisten
elevados 120 min después de la administracién i.c.v., una dosis equimolar de [Alas]kp—
10 aumenta cuatro veces los niveles circulantes de LH solo a los 15 min después de la
inyeccion, desapareciendo el efecto a los 60 min. Por su parte, los resultados muestran
que la sustitucién [Ala'®kp-10 elimina completamente la capacidad del compuesto
para inducir secrecién de LH tras la administracién i.c.v., con respuestas de LH
dinamicas e integradas similares a las observadas en los controles donde solo se

inyecta vehiculo (Fig. 64).
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Fig 64. Andlisis in vivo del efecto de los analogos [AIaG]kp—lo y [Alalo]kp-lo en la secrecién de LH
en ratas macho adultas. Los animales recibieron una inyeccién i.c.v. de una dosis 1nmol de [AIaG]kp—lo,
[Alalo]kp-lo o kp-10, y se recogieron muestras de sangre para determinar la concentracién de LH antes
(0 min), y 15, 60 y 120 min después de la administracion del tratamiento. Las ratas inyectadas i.c.v. con
el vehiculo sirven como control. Ademas del perfil tiempo respuesta (panel izquierdo), también se
muestran las respuestas secretoras integradas tras la administraciéon de los analogos de la kp-10,
calculadas como el area bajo la curva (AUC), del estudio de 120 min (panel derecho). Los valores
hormonales representan la media + SEM de al menos 10 determinaciones independientes por grupo.
(**) p < 0,01 vs. correspondiente grupo inyectado con el vehiculo; (a) vs. correspondiente grupo
inyectado con kp-10.

Seguidamente, con el objetivo de estudiar el potencial efecto antagonista de
los andlogos de la kp-10, se analizd el efecto de la administracion in vivo de una

combinacién de [Alas]kp—lo o] [AIalO]kp—lo con kp-10 sobre la liberaciéon de LH., No
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obstante, considerando la gran potencia de la kp-10 para inducir secrecién de LH tras
la administracion i.c.v., se co-administré una dosis 1 nmol de cada analogo con una
dosis 100 pmol de kp-10. La inyeccion de kp-10 indujo una robusta respuesta secretora
de LH que alcanza el maximo a los 15 min y disminuye progresivamente. Tras la co-
inyeccion i.c.v. de kp-10 con [Ala®]kp-10 o [AIalO]kp—lo se observé un perfil de
secrecion similar, con respuestas individuales similares a las provocadas por la
administracién de kp-10 sola. De la misma manera, la respuesta integrada de LH (120
min) tras la inyeccion de kp-10 fue similar a la obtenida tras la co-administracién con

[Ala®]kp-10 o [Ala*’]kp-10 (Fig 65).
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Fig 65. Analisis del efecto in vivo de la co-administracion de kp-10 con los andlogos [Alae]kp-lo
o [Alalo]kp-lo sobre la secrecidon de LH en ratas macho adultas. Los animales recibieron una inyeccion
i.c.v. de una dosis 100 pmol de kp-10, sola o en combinacién con un bolo 1 nmol de [Alae]kp-lo o
[Alalo]kp-lo. Se recogieron muestras de sangre para determinar la concentracion de LH antes (0 min), y
15, 60 y 120 min después de la administracién del tratamiento. Las ratas inyectadas i.c.v. con el vehiculo
sirven como control. Ademas del perfil tiempo respuesta (panel izquierdo), también se muestran las
respuestas secretoras integradas tras la administracion de los analogos de la kp-10, calculadas como el
area bajo la curva (AUC) del estudio de 120 min (panel derecho). Los valores hormonales representan la
media + SEM de al menos 10 determinaciones independientes por grupo. (**) p < 0,01 vs.

correspondiente grupo inyectado con el vehiculo.

Por ultimo, se estudid el efecto in vivo de los analogos [Alae]kp-lo y [Alalo]kp-
10 sobre la respuesta secretora de LH en ratas macho ORX. Como se habia descrito
previamente, la orquidectomia induce un estado de elevada expresidon de kiss1 en el
hipotdlamo, que se traduce en un aumento de los niveles circulantes de LH. Por lo
tanto, se asume que el bloqueo central de las kps deberia dar lugar a una reduccién

detectable de los niveles circulantes de LH en animales ORX. En concreto, se siguié un
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protocolo de inyeccidn i.c.v. repetida de bolos de 1 nmol de [Ala®]kp-10 o [Ala*’]kp-10,
con un total de tres inyecciones a intervalos de 60 min, y se monitorizaron los niveles
de LH 15 min después de cada inyeccion. Como se esperaba, la orquidectomia produjo
una elevacion de los niveles basales de LH sobre los valores control de ratas macho
intactas (10,5 £ 0,9 ng/ml en ORX vs, 0,8 + 0,16 ng/ml). La administracion i.c.v. repetida
de 1 nmol de [Ala®]kp-10 produjo un incremento en los niveles circulantes de LH a los
15 min de cada inyeccién. En cambio, la inyeccién central de [Alalo]kp—lo no modificé

los niveles de LH en ninguno de tiempos estudiados (Fig 66).
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Fig 66. Analisis del efecto in vivo de los analogos [AIaG]kp-lo y [Alalo]kp-lo en la hipersecrecion
de LH de ratas orquidectomizadas (ORX). Una semana después de la ORX, los animales recibieron tres
inyecciones i.c.v. consecutivas (a intervalos de 60 min) de una dosis 1 nmol de [AIaG]kp-lo o [Alaw]kp—lo,
y se recogieron muestras de sangre para la determinacién de LH mediante puncién yugular tras 15 min
de cada inyeccidn i.c.v de los analogos. Las ratas ORX inyectadas i.c.v. con el vehiculo sirven como
control. Los valores hormonales representan la media + SEM de al menos 10 determinaciones
independientes por grupo. (**) p < 0,01 vs. correspondiente grupo inyectado con el vehiculo.
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1. Sistema kiss1/kiss1r en la adenohipdfisis.

1.1. Funcionalidad del sistema kiss1/kiss1r en la adenohipéfisis.

Un gran nimero de estudios realizados en los ultimos afios ha demostrado que el
sistema kiss1/kisslr desempefia una funcién crucial en el control neuroendocrino del
eje reproductor, que consiste basicamente en la induccién de un potente efecto
estimulador sobre la secrecion de gonadotropinas, que se ejerce a nivel hipotalamico,
mediante la activacién de las neuronas GnRH y la consiguiente liberacién de GnRH >”
182,183 por el contrario, y a pesar de que los primeros estudios sobre el receptor KISSIR
(GPR54) ya demostraron una elevada expresion del mismo en la hipo6fisis de humanos
y otras especies 42 el posible significado funcional de este sistema no se ha analizado
con detalle a nivel hipofisario. En el presente trabajo describimos por primera vez la
expresion simultanea de kiss1 y kiss1r en células adenohipofisarias en cultivo de ratas
peripuberales. Estas observaciones originales han sido confirmadas en estudios
posteriores, de manera que otros grupos también han detectado la presencia de kiss1r
en fracciones de células hipofisarias de oveja ®°, y mas recientemente mediante
inmunohistoquimica de doble marcaje se ha demostrado la presencia de ambas
proteinas en células gonadotropas de rata hembra adulta, y también en la linea de

1 Ademds, en estos Ultimos estudios no se

células gonadotropas murina LBT2
descarta la posibilidad de que ambos genes se expresen en otros tipos celulares
hipofisarios, pues se ha detectado inmunorreactividad en células que no se

corresponden exclusivamente con células gonadotropas .

Inicialmente, el analisis de la accion de la kp-10 sobre la liberacion de LH en cultivos
celulares o en fragmentos de hipofisis dio lugar a un conjunto de diferentes resultados,
en ocasiones contradictorios, cuestionando la relevancia de una posible funcién del

3% 413 "En claro contraste, los resultados de

sistema kiss1/kiss1r a nivel hipofisario
nuestros ensayos in vitro demuestran por primera vez que la kp-10 actia de forma
directa sobre una subpoblacién de células gonadotropas y somatotropas en cultivo,
provocando un aumento en la [Ca2+]i y consecuentemente, un significativo incremento
de la liberacién de LH y GH. Por ello, el conjunto de nuestros datos indica de forma

inequivoca que kisslr se expresa a nivel hipofisario, se traduce en una proteina
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funcional y puede transducir la accion de la kp-10, ocasionando una respuesta celular

consistente y medible.

La observacién, mediante ensayos de cinética de la [Ca2+]i, de que tan solo una
parte de la poblacién de células gonadotropas responden al tratamiento con kp-10
puede explicar el moderado efecto estimulador ejercido por el decapéptido sobre la
liberacion de LH en cultivos de células adenohipofisarias. La administracion de GnRH
durante 30 min sélo y/o combinado con kp-10 nos permitié observar que Gnicamente
en los cultivos adenohipofisarios de ratas macho, la kp-10 fue capaz de potenciar el
efecto estimulador de GnRH. Nuestros resultados concuerdan con lo publicado
previamente por Navarro et al.,, que demuestra en diferentes modelos un efecto

liberador de LH por la kp-10 en cultivos de hemihipéfisis * *2

. Ademas, un estudio
posterior realizado sobre células de hipdfisis ovina también demuestra un aumento de
la secrecion de LH tras una incubacion de tres horas con kp '#, y mas recientemente,
estudios realizados en cultivos celulares de adenohipdfisis de terneros y de cerdo
concluyen que la kp-10 también estimula la liberacién de LH “°. Sin embargo, y en
contraste con lo anterior, no se ha observado ningun efecto de la kp-10 sobre Ila
liberacién de LH en cultivos celulares de hipéfisis de ratas hembra adultas *° o en
incubaciones de fragmentos de hipdfisis de ratas macho adultas 3. parece entonces
razonable sugerir que las células gonadotropas de ratas peripuberales pueden ser
especialmente sensibles a la accién directa de la kp-10, y que por lo tanto, la edad, y
posiblemente el género del animal puedan determinar la respuesta de las células
gonadotropas al tratamiento con kp-10. Aunque para esclarecer definitivamente este
punto sera necesario realizar analisis mas detallados, nuestros resultados sobre los

cambios en la expresion de kisslr durante el desarrollo postnatal parecen apoyar esta

idea.

Por otra parte, estudios recientes indican que las diferencias observadas acerca del
efecto in vitro de la kp-10 a nivel hipofisario podrian deberse, ademas de a la edad y a
los diferentes parametros experimentales empleados, a los distintos estadios del
desarrollo o del ciclo estral analizados. Asi, en ovejas, los cultivos primarios de hipdfisis
muestran una elevada secrecidon de LH en respuesta a kp sélo en las muestras tomadas

durante la fase folicular del ciclo ®, mientras que no se observé respuesta en células
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obtenidas durante la fase luteinica o en ovejas OVX *. De forma similar, se ha descrito

185

gue la sensibilidad a dosis bajas de kp es maxima en células de ratas en diestro ~°. Por

otro lado, el efecto in vivo de las kps sobre la liberacion de LH en mujeres es mayor
durante la fase preovulatoria y menor en la fase folicular del ciclo menstrual ®. Asi
pues, el conjunto de datos disponibles sugiere que la sensibilidad de las células
hipofisarias a la accion de la kp-10 depende del momento del desarrollo postnatal asi
como del ambiente esteroideo en que se encuentre el animal. En este sentido, el
estadio peripuberal de las ratas utilizadas en nuestro estudio parece conferir a las
células una mayor sensibilidad a la accién de las kps que la observada en otras edades

y condiciones. Como se discutird mas adelante, el papel de los esteroides sexuales, de

acuerdo con nuestros resultados, parece resultar decisivo en esta sensibilidad.

Nuestros resultados demuestran que, ademas de actuar de forma directa sobre las

células gonadotropas, la kp-10 también incrementa la [Ca®"],

en células somatotropas,
algo que resulto inesperado, aunque no sorprendente, ya que en estudios previos se
han descrito diferentes péptidos que ejercen acciones similares sobre estos dos tipos
celulares. Tal es el caso del PACAP, que estimula tanto células gonadotropas como

células somatotropas en distintas especies '*’'%°

. Este hallazgo refuerza la conocida
vinculacion funcional existente entre estos dos tipos celulares, cuyos productos
hormonales y cuya regulacion muestran una estrecha interaccion a distintos niveles en
determinados momentos del desarrollo postnatal.

Por otro lado, el analisis de las respuestas de estos tipos celulares demostré que la

kp-10 provoca cinéticas de la [Ca®"];

con dos perfiles diferentes, perfil tipo pico y tipo
plateau, en ambos casos. Estas distintas cinéticas pueden estar relacionadas con la
activacion de diferentes cascadas de sefalizacién en un mismo tipo celular, como se ha
descrito previamente en el caso de las respuestas de las células somatotropas porcinas

a PACAP y a GHRH #9191,

El analisis de los resultados obtenidos demuestra que, de acuerdo con su capacidad
para inducir un aumento de la [Ca®"]; en células somatotropas, la kp-10 estimula la
secrecion de GH en cultivos de células adenohipofisarias de ratas peripuberales. De

manera similar a lo observado en las células gonadotropas, la proporcién de células
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somatotropas que muestra un aumento de la [Ca®*]; en respuesta al tratamiento con
kp-10 es relativamente baja, lo que puede explicar que su efecto estimulador sobre la
liberacion de GH sea inferior al causado por GHRH, y que la kp-10 no potencie el efecto
estimulador de GHRH. Estudios mas recientes, realizados sobre cultivos celulares de
hipdfisis de vaca, han confirmado que las células somatotropas responden al

70, 192

tratamiento con kp-10 con una liberacién de GH , Yy ademas han demostrado que

la kp-10 estimula la liberacién de prolactina en esta especie 0,

En conjunto, los resultados obtenidos en este estudio y los de otros autores apoyan
la idea de que las kisspeptinas, en determinados momentos de la vida del animal
pueden complementar la reconocida accion estimuladora de la kp sobre la liberaciéon

de gonadotropinas via GnRH **> '3

mediante una accion directa a nivel hipofisario.
Teniendo en cuenta que las kps estan presentes en regiones hipotalamicas tipicamente
reguladoras de la actividad hipofisaria y que se han detectado niveles apreciables de
kps en la circulacion portal ®, es razonable pensar que estos péptidos puedan
contribuir a la regulacién de esta glandula como nuevos péptidos hipofisiotropicos, no
sélo en el caso de las gonadotropas, sino también en el de las somatotropas **.
Ademas, puesto que ambos genes, kiss1 y kisslr, se expresan en hipofisis de ratas
peripuberales, cabria también la posibilidad de que se establezca un bucle
autocrino/paracrino funcional (Fig 1). Con todo, la potencial relevancia fisioldgica de
los efectos que ejercen las kps sobre una subpoblacidn de somatotropas y
gonadotropas estd aun por determinar. El hecho de que los ratones carentes de kiss1 o
kisslr no muestren defectos evidentes en la respuesta hipofisaria a GnRH, o que no
presentes problemas obvios de crecimiento no invalida la posibilidad de que las kps
puedan cumplir funciones moduladoras y/o reguladoras importantes para el correcto

funcionamiento de gonadotropas y somatotropas en periodos concretos de la vida del

animal.

116



~ f Neurona
GnRH
\i

kisspeptina

Hypothalamus

“~Neurohipdfisis

LH GH

Fig 67. Diagrama simplificado que muestra las posibles vias de accién de las kps sobre las células
adenohipofisarias. Las kps hipotaldamicas ademads de actuar sobre las neuronas GnRH, podrian actuar
también como neuropéptidos hipofisiotrépicos sobre una subpoblacion de células hipofisarias que
incluye gonadotropas y somatotropas.

1.2. Regulacion de la accion del sistema kiss1/kisslr por esteroides sexuales en la

adenohipofisis.

Esta claramente establecido que existe una conexion entre en la secrecion de GH y
el estado reproductivo, que es especialmente estrecha en momentos tales como la
pubertad, y que esta correlacién implica procesos de regulacion a nivel hipotalamico,
hipofisario y gonadal, en los que juegan un papel destacado los esteroides sexuales **.
Sin embargo, los mecanismos moleculares y celulares que median la relacidn entre los
ejes somatotrépico y gonadotrépico no son del todo conocidos. Igualmente, es bien
sabido que ambos ejes estan a su vez interrelacionados con el estado metabdlico del
individuo. En este contexto, resulta significativo que diferentes estudios realizados en
los ultimos afios hayan propuesto al sistema kiss1/kisslr como un potencial integrador
de los ejes metabdlico y reproductor, asi como lo es que las kps puedan actuar, como
aqui se demuestra, tanto sobre la secrecidon de LH como de GH. Por todo ello, nos
propusimos analizar las posibles interacciones entre estos tres ejes reguladores,
analizando distintas condiciones experimentales susceptibles de influir de manera
global en tales interacciones, para lo cual seleccionamos como punto de partida el

estudio del efecto de los esteroides sexuales.
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En efecto, datos recientes demuestran que los esteroides sexuales regulan la

61, 62 63, 64

expresion de kiss1 en el hipotdlamo de mujeres ®2, monos , ratas *°, ratones y

ovejas °% ®

. Por tanto, una vez demostrada la accién directa de kp-10 sobre células
somatotropas y gonadotropas, decidimos analizar si el E2 también regula el sistema
kiss1/kiss1r a nivel hipofisario. Para ello, estudiamos la accién de la kp-10 sobre células
adenohipofisarias en cultivo en situaciones experimentales de ausencia o presencia de
E2. Por un lado, utilizamos adenohipdfisis de ratas hembra peripuberales, en las que la
producciéon enddgena de E2 es ya relevante pero aun baja. Por otro lado, estudiamos
una situacion drastica de presencia o ausencia de E2, empleando ratas adultas OVX, a
uno de cuyos grupos se les proporciond un tratamiento de reemplazamiento hormonal
mediante la implantacidon de una capsula de E2 (OVX E2), mientras que al otro se les
implantdé una capsula vacia (OVX VEH). Las células adenohipofisarias procedentes tanto
de las ratas peripuberales como de las ratas adultas se mantuvieron en cultivo durante
48 h en medio en presencia o ausencia de E2 (ver detalle del disefio experimental en
apartado 4.5.2.).

Esta aproximacidn mostro que la presencia de E2 en el medio de cultivo produce
un aumento del porcentaje de células somatotropas que responden al tratamiento con
kp-10 mostrando un incremento de la [Caz+]i, tanto en los cultivos adenohipofisarios
procedentes de ratas peripuberales como en los de ratas OVX. En cambio, en estos
mismos cultivos no se alterd la proporcion de células gonadotropas que respondieron
a kp-10 tras la incubacién en presencia de E2. Estos datos indican que el ambiente
esteroideo puede facilitar la accién de la kp-10 a nivel hipofisario, y que lo hace de
forma diferencial, sensibilizando a las somatotropas, pero no a las gonadotropas, a la
accion de la kp-10.

Inesperadamente, el efecto sensibilizador ejercido por el E2 a nivel celular
(reflejado en aumentos de la [Ca%*];), no se tradujo en un incremento de la capacidad
estimuladora de la kp-10 sobre la secrecidn de GH. Esto sugiere, por una parte, que los
niveles endégenos de E2 en ratas peripuberales serian ya suficientes para que la kp-10
desarrolle su maxima capacidad estimuladora sobre la secrecion de GH y LH. Pero,
ademas, estos datos también permiten proponer que el sistema kiss1/kisslr debe
realizar otras funciones a nivel hipofisario, distintas al control de la secrecion hormonal

gue aun estan por esclarecer.
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El efecto facilitador del E2 sobre la accion de la kp-10 fue mas evidente en el caso
de las células adenohipofisarias de ratas adultas OVX VEH, pues se observa que la
presencia de E2 en el medio es necesaria para que la kp-10 ejerza una accién
estimuladora sobre la liberacion de LH, y potencia ademas el efecto estimulador de la
kp-10 sobre la secrecién GH.

Sin embargo, es probable que esta accion del E2 sea compleja, y dependa de la
concentracion y el tiempo de exposicion, ya que en ratas OVX E2, la exposicidon
prolongada de la hipodfisis a una elevada concentracion de E2 parece causar un efecto
contrario al que cabria esperar, pues en las células gonadotropas de estos animales el
tratamiento con kp-10 reduce inesperadamente los niveles basales de LH (ya de por si
anormalmente bajos), mientras que en las células somatotropas esta exposicion
prolongada a E2 parece desensibilizarlas a la accién de la kp-10, que no modifica los

niveles basales de GH.

En resumen, el conjunto nuestros resultados indica que la presencia de E2 en el
medio capacita a las células adenohipofisarias para responder al tratamiento con kp-
10, vy lo hace de forma diferencial aumentando la sensibilidad de las células
somatotropas a dicho tratamiento. El hecho de que los esteroides sexuales no solo
regulen la expresion de kiss1 a nivel hipotaldamico sino que también modulen la accién
de la kp-10 a nivel hipofisario, refuerza la posibilidad de que el sistema kiss1/kiss1r
participe en la integracién funcional de los ejes reproductor y somatotrdpico, y apoya
nuestra idea inicial de que este sistema puede ejercer otras funciones relevantes en la

hipofisis, ademas de la regulacién de la secrecion hormonal.

1.3. Regulacidn de la expresion del sistema kiss1/kiss1r en la adenohipdfisis.

Expresion de kissl/kisslr en la adenohipdfisis de rata durante el desarrollo

postnatal.

Una de las propiedades que caracterizan a un sistema como potencialmente
relevante desde un punto de vista fisiolégico es, junto con su capacidad para regular la
funcién de una diana (ej. secreciéon hormonal), la de ser regulado por factores

fisioldgicamente importantes (ej. desarrollo postnatal, esteroides sexuales,
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condiciones metabdlicas, reguladores hipotalamicos, etc.). En este sentido, el analisis
de la expresion del sistema kiss1/kiss1r a nivel adenohipofisario durante el desarrollo
postnatal de la rata reveld que los niveles de ARNm de ambos genes fluctian de forma
considerable a lo largo del tiempo y lo hacen de forma diferente segun el sexo del
animal y el gen que se considere. Asi, mientras que los niveles maximos de ARNm del
receptor aparecen muy pronto durante el periodo neonatal, el dia 1 en machos y el dia
2 en la hipdfisis de ratas hembra, el nivel maximo de expresion de kiss1 también se
alcanza en este periodo (dia 1) en machos, pero aparece mas adelante, el dia 30, en
hembras, coincidiendo por tanto con el inicio de la pubertad. Esta ultima observacién
coincide ademas con los estudios de expresion realizados durante el desarrollo
postnatal a nivel hipotaldmico, en los que se han observado niveles maximos de ARNm
de kiss1 y kiss1r en el inicio de la pubertad, en este caso no sélo en ratas hembra sino
también en macho *°. El aumento de la expresion del sistema kiss1/kiss1r en el inicio
de la pubertad de ratas hembra tanto en el hipotdlamo como en la hipd&fisis, sugiere
gue dicho sistema puede contribuir a la activacion del eje gonadotrdpico en este
momento del desarrollo. En apoyo de esta idea, estudios funcionales llevados a cabo in
vivo han demostrado que la administracion central de kp-10 en ratas prepuberales
incrementa notablemente los niveles plasmdaticos de LH en esta edad temprana,
siendo los niveles absolutos mas elevados en el caso de la hembra que en el macho “.
Parece légico especular que el dimorfismo sexual de la expresion de kiss1 en hipdfisis
durante el periodo peripuberal, y concretamente la presencia de niveles mas elevados
en la rata hembra y muy bajos en macho, podrian contribuir a mantener niveles de LH

mas altos en hembras respecto a machos.

De particular interés nos parecio la observacién de que la expresion de kiss1 y
kiss1r en hipdfisis de rata varia de forma notable y brusca durante el periodo postnatal
temprano. Ello sugiere que el sistema kiss1/kiss1r puede ser un factor relevante para la
funcion de las células hipofisarias durante el desarrollo perinatal. La comparacién de
nuestros datos con estudios ontogénicos de expresion de componentes del eje
somatotrépico (GHRH-R y GHS-R) y del eje gonadotrépico (GnRH-R), puso de
manifiesto la existencia de una similitud entre los perfiles de expresion del sistema

kiss1/kiss1ir y de GHRH-R y GHS-R, pero no con el perfil ontogénico de GnRH-R. Asi,
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estudios de expresidon en hipdfisis de rata muestran que los niveles mas elevados de
ARNmM de GHRH-R y GHS-R aparecen en los dias 1 y 30 tanto en ratas macho como en

195, 196

hembra . Sin embargo, los estudios expresiéon de GnRH-R a nivel hipofisario

muestran que los niveles de ARNm de este receptor alcanzan el pico maximo a los 20

dias en ratas hembra, y en ratas macho alcanzan el mdximo en la pubertad 197,198

Las marcadas diferencias observadas entre los perfiles de expresion de kiss1 y
kiss1r durante el periodo perinatal y el resto de los periodos del desarrollo postnatal
analizados, nos llevd a realizar una serie de ensayos preliminares para comprobar si
estas diferencias poseian una consecuencia funcional detectable. En efecto, mediante
estudios de microfluorimetria pudimos observar que el porcentaje de células
gonadotropas que aumentan la [Caz+]i en respuesta al tratamiento con kp-10 es
aparentemente superior en ratas de 1 dia que en las de 5 dias, tanto en cultivos
procedentes de ratas macho como en hembras. De forma similar, en ratas hembra, el
porcentaje de células somatotropas que responden a kp-10 es mayor en ratas de 1 dia.
Es preciso recordar que los estos datos deben tomarse con cautela hasta tanto se
cuente con un mayor niumero de observaciones, algo técnicamente complicado por el
reducido tamafio de las glandulas y la dificultad de obtener un nimero suficiente de
las mismas de forma simultanea. Pese a ello, resulta llamativo que estas observaciones
iniciales concuerden de forma tan clara con los resultados de los estudios de
ontogenia, en los que los niveles maximos de expresion de kiss1 y kisslr de ratas
macho, y de kiss1r de ratas hembra aparecen en el periodo neonatal. Como excepcidn,
el porcentaje de células somatotropas que responden a kp-10 en los cultivos
adenohipofisarios de ratas macho es mayor en animales de 5 dias, lo que hace pensar
gue los elevados niveles de expresion de kissir observados en los estudios de
ontogenia en el periodo perinatal podrian corresponder de forma predominante a la
poblacién de células gonadotropas. Obviamente, para comprender mejor estos
cambios, seria muy interesante complementar nuestros estudios en el futuro mediante
analisis inmunocitoquimicos donde se detecte la presencia de kissl y kisslr en
somatotropas y gonadotropas durante este periodo perinatal, algo también dificil de
llevar a cabo dada la escasez de anticuerpos fiables para ambas proteinas. En todo

caso, consideramos que el conjunto de nuestros resultados sobre la expresion de
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ambos genes y la diferente sensibilidad de las células a kp-10 proporcionan pruebas
suficientes para proponer que el sistema kiss1/kiss1r puede contribuir a la regulacion a
nivel hipofisario del eje gonadotrdpico, y quizas también somatotrdpico, durante el

desarrollo temprano de la rata.

Regulacién de la expresién de kiss1/kiss1r por kp-10, GnRH y GHRH en cultivos de

células adenohipofisarias de rata.

La respuesta de las células adenohipofisarias a sus reguladores depende no sdlo de
la concentracién de éstos que alcanza la célula en un determinado momento, sino
también de la cantidad de receptores disponibles para cada regulador en la superficie
celular. Por ello, la expresiéon de los receptores y, en su caso, de sus ligandos,
constituye un importante punto de control donde ejercen también su accion los
factores hipotalamicos. En el presente trabajo, los estudios sobre la regulacién
homoéloga, es decir, por kp-10, y heterdloga (por GHRH y GnRH), de la expresion del
kiss1 y kisslr mostraron que este sistema esta sujeto a un control muy especifico,
dependiente tanto del tipo de regulador como del sexo del animal. De hecho,
observamos que el tratamiento con kp-10 aumenta el nivel de ARNm de kiss1 en
cultivos de células adenohipofisarias de ratas macho peripuberales, pero no en
hembras, lo que demuestra que las kps pueden regular, de forma homdloga, su propia
expresion en la hipdfisis, y que esta regulacion es dependiente del sexo. Mas aun,
mientras que el tratamiento con GnRH no afectd por si solo a la expresidn de kiss1, su
administracion conjunta con kp-10 elimind el efecto estimulador de ésta, lo que,
asumiendo una accién directa de ambos péptidos sugiere que el aumento de expresion
inducido por la kp-10 ocurre a nivel de las gonadotropas.

Pero, ademas, la kp-10 aumenta los niveles de expresiéon de GHRH-R en cultivos de
adenohipdfisis de ratas tanto macho como hembra peripuberales, lo que confirma la
capacidad de las kps para actuar sobre las somatotropas, y pone de manifiesto que su
accién reguladora sobre el eje somatotrépico no se limita sélo a aumentar la secrecién
de GH, sino que también se extiende al control de la expresién del receptor del
principal estimulo de las somatotropas, cuyo incremento es probable que favorezca

una mayor respuesta posterior a GHRH.
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Por su parte, el tratamiento con GHRH estimuld la expresién de kiss1 tanto en
células adenohipofisarias de ratas macho como de hembra, siendo su accion en éstas
ultimas bloqueada en presencia de kp-10: Estos resultados sugieren, por un lado, que
kiss1 se expresa, ademds de en gonadotropas, en somatotropas, donde es regulado
por GHRH, y por otro, que en este tipo celular también existe un marcado dimorfismo
sexual en la regulacién del sistema kissl/kisslr. En linea con esta idea, la GHRH
aumenta niveles de ARNm de kiss1r en cultivos de células adenohipofisarias de ratas
hembra peripuberales, pero no en macho. Ademas, como cabia esperar, la GHRH
redujo los niveles expresién de su propio receptor, GHRH-R, mediante un marcado
efecto inhibidor que incluso bloquea por completo la estimulacién inducida por la kp-
10 sobre la expresion de este receptor. Asi pues, nuestros resultados indican que la
expresion del sistema kiss1/kisslr estd regulada de forma heterdloga por el factor
hipotalamico GHRH, principal estimulo del eje somatotrépico, y que ésta regulacidon
varia en funcién del género.

El tratamiento con GnRH confirmd el inequivoco dimorfismo sexual de la
regulacidn del sistema kiss1/kisslr en hipodfisis, puesto que la administracion de esta
hormona sélo aumentd los niveles de ARNm de kiss1r en cultivos celulares de ratas
hembra. Mas aln, en estas células, la administracion combinada de GnRH con kp-10
blogued la estimulacién inducida por GnRH, mientras que el mismo tratamiento
conjunto estimuld notablemente la expresidon de kiss1r en células de ratas macho, en
las cuales ninguno de los dos péptidos por separado modificd dicha expresién. De
acuerdo con estos resultados, estudios previos de expresion realizados en hipdfisis de
ratas adultas indican que la GnRH estimula la expresion de kiss1r en hipofisis " y
muestran ademas que la presencia de kp-10 modula el efecto regulador de GnRH de
una forma dependiente de género. Por otro lado, tanto en células de ratas macho
como de hembra, la administracion de GnRH aumentd la expresién de GnRH-R, efecto
gue no se vio alterado por la presencia de kp-10. Estos resultados concuerdan con
estudios previos que demuestran que la propia GnRH es el principal regulador de la
expresion de su receptor, y que dicha expresién disminuye tras la eliminacién de la
secrecién endégena de GnRH y aumenta por la administracién de GnRH %% 2%

Asi pues, el conjunto de nuestros resultados demuestra que la expresion del

sistema kiss1/kisslr en cultivos de células adenohipofisarias de ratas peripuberales
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esta sujeto a una regulacion sutil, especifica, y fuertemente dependiente del género,
gue implica tanto un control homdlogo como otro heterdlogo, ejercido por los dos
factores primordiales en la regulacién de somatotropas y gonadotropas, cuyos
receptores son, a su vez, susceptibles de ser modulados por las kps. Estas
observaciones refuerzan la posibilidad de que el sistema kissl/kisslr ejerza una
funcién reguladora relevante a nivel hipofisario, donde podria actuar como integrador

de los ejes somatotrdpico y gonadotrépico.

Regulacién de la expresion de kiss1/kisslr por esteroides sexuales en cultivos de

células adenohipofisarias de rata.

La regulacion de la expresion del sistema kiss1/kisslr por esteroides sexuales a
nivel hipotaldmico ha sido objeto de intensos analisis en los ultimos afios en distintas
especies animales. Estos estudios se han centrado especialmente en detallar cémo el
E2 regula de forma diferencial la expresién de kiss1 en los nucleos ARC y AVPV, dos
puntos criticos para el control integrado de la produccién de GnRH. Asi, en roedores se
ha descrito que las neuronas kissl del nucleo ARC estan implicadas en la
retroalimentacién negativa de la secrecion de gonadotropinas inducida por E2,
mientras que las neuronas kiss1l del ntdcleo AVPV contribuyen a la retroalimentacién

63,201 £n nuestros estudios sobre

positiva por E2 de la secrecién de gonadotropinas
ratas hembra peripuberales, los niveles de ARNm tanto de kissI como de kisslr
aumentaron tras el tratamiento con kp-10 sélo en los cultivos celulares mantenidos en
presencia de E2, pero no en células cultivadas en ausencia de esteroides. Estos datos
indican que la presencia de esteroides sexuales es un requisito para la regulacién
homologa positiva del sistema kiss1/kiss1r en hipofisis, lo que concuerda con el papel
en general facilitador que ejerce el E2 sobre la capacidad de la kp-10 para estimular la
secrecion hormonal, mostrado en este mismo estudio. En consonancia con la idea de
qgue el E2 es importante para el estatus del sistema kiss1/kisslr en hipdfisis, se ha
descrito que la ovariectomia provoca en ratas adultas una marcada reduccién en los
niveles de ARNm de kiss1 a nivel hipofisario, que se restauran tras la inyeccion de E2,
pero no tras la administracién de un agonista o antagonista de GnRH ’*. Por tanto, los

resultados disponibles, incluidos los aqui presentados, confirman que los niveles

circulantes de estrégenos también contribuyen a definir y regular la expresiéon de kiss1
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y kiss1r en hipdfisis, donde parecen actuar en el mismo sentido positivo que lo hacen
sobre las neuronas kiss1 en el nicleo AVPV hipotalamico, o como se ha descrito in vitro
en la linea celular GT1-7, derivada de neuronas GnRH 202

En linea con lo anterior y con lo descrito previamente acerca del efecto positivo
diferencial del E2 sobre la sensibilidad de las células somatotropas y gonadotropas a la
kp-10 en términos funcionales, el estudio de la expresion de GHRH-R, GHS-R y GnRH-R
en cultivos de células adenohipofisarias de ratas hembra peripuberales reveldé una
respuesta diferencial a kp-10, dependiente tanto del E2 como del tipo celular. Asi,
mientras que la expresion de GnRH-R no varié tras el tratamiento con kp-10 ni en
presencia ni en ausencia de E2, los niveles de ARNm de GHS-R y GHRH-R si aumentaron
en respuesta a kp-10, pero sdlo en los cultivos mantenidos con E2, mostrando pues el
mismo perfil de expresion que el observado para el sistema kiss1/kiss1r. Estos datos
indican que la incubacion de los cultivos adenohipofisarios con E2 confiere a las células
la capacidad de responder al tratamiento con kp-10, aumentando no sélo la expresién
de kiss1 vy kiss1r, sino también, y de forma dependiente de tipo celular, la de GHS-Ry
GHRH-R, por lo que el E2 podria contribuir a sensibilizar a las células somatotropas a
sus principales reguladores. Estos resultados coinciden y refuerzan las observaciones
realizadas sobre el efecto del E2 en la accion directa de la kp-10 en células
adenohipofisarias en cultivo mediante medidas de la secrecion hormonal y de la
cinética de la [Ca2+]i, al indicar que la presencia de esteroides sexuales faculta a las
células hipofisarias a responder mejor a kp-10 y lo hace de forma diferencial,
aumentando especialmente la sensibilidad de las células somatotropas. Mas aun, esta
respuesta de las somatotropas a la kp-10 en presencia de E2, aumentando la expresién
de GHRH-R y GHS-R, podria ayudar a comprender mejor la falta de correlacidon que se
describid anteriormente entre el aumento de respuestas a kp-10 que provocaba el E2
en términos de [Ca**]; y la ausencia de un aumento correspondiente en la secrecién de
GH en respuesta a kp-10.

Expresion de kiss1/kisslr en adenohipdfisis de ratdn bajo distintas condiciones

metabdlicas.
Para profundizar en el estudio de la regulacion de la expresiéon del sistema
kiss1/kiss1r a nivel hipofisario, y analizar su posible papel como integrador de las

sefales metabdlicas y los ejes somatotrépico y gonadotrdpico, evaluamos el impacto
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gue producen algunos reguladores metabdlicos esenciales, asi como cambios en los
niveles energéticos, en la expresion de kiss1r a nivel hipofisario, empleando para ello
muestras procedentes de ratones mantenidos bajo distintas condiciones metabdlicas.
Los resultados mas significativos de este analisis demuestran que, mientras que la
ausencia de leptina (ratones ob/ob) no modifica por si misma los niveles de expresion
de kiss1r en la hipdfisis de raton, el reemplazamiento con leptina en ratones ob/ob si
provoca un aumento de los niveles hipofisarios de ARNm de kiss1r. Esta observacién
concuerda claramente con los resultados obtenidos en muestras de hipotalamo
procedentes de estos mismos ratones, en los que la ausencia de leptina no altera la
expresién de kisslr con respecto a animales normales ®3, pero en los que el
reemplazamiento con leptina también produce un incremento de la expresion de
kissir (y de kiss1) en comparacion con los niveles de ARNm de animales PF ®. De
hecho, este mismo estudio demuestra que la leptina, pero no la insulina o el IGF-1,
estimula la expresion de kiss1 en la linea celular hipotalamica de raton N6 8
sugiriendo asi que el papel fisiologico de la leptina estd fundamentalmente relacionado
con la prevencién de la caida de los niveles de expresion de kiss1 y kiss1r en el estado
de desnutricion mas que con la estimulacion de la expresién de kiss1 en condiciones de
abundancia energética. En relacion con esto, un estudio realizado con una linea celular
similar a las neuronas GnRH hipotalamicas humanas (FNC-B4), muestra que la leptina 'y
las hormonas sexuales estan implicadas en la regulacidn diferencial de la expresion del

sistema kiss1/kiss1r en este tipo celular 203

. En conjunto, estas observaciones junto con
nuestros datos indican que la leptina, un regulador clave del estado metabdlico,
controla la expresion del sistema kiss1/kiss1r no sélo a nivel hipotaldamico sino también
a nivel hipofisario, donde a su vez este sistema puede modular diferencialmente la
funcion de somatotropas y gonadotropas. Todo ello refuerza la hipdtesis de que el
tandem kiss1/kiss1lr puede actuar como un integrador del metabolismo, la funcidn
reproductora y el eje somatotrdpico a distintos niveles.

En apoyo de esta idea, nuestros analisis demuestran que la obesidad inducida por
la dieta (HFD) disminuye la expresion de kiss1r en hipofisis con respecto a los ratones
alimentados de forma normal (LFD), algo que contrasta con la ausencia de cambios

observados en el hipotdlamo de estos mismos ratones . En cambio, y también a

diferencia de lo que sucede en hipotalamo, donde el ayuno disminuye de los niveles de
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expresion de kiss1 y kiss1rtanto en ratén ® como en rata 8%

, el ayuno, incluso severo
(48 h), no modificé la expresion de kiss1r en hipodfisis. Esto sugiere que la regulacidon de
la expresidon de kiss1r por la ingesta en la hipdfisis es en general opuesta a la del
hipotalamo, de forma que en hipdfisis sus niveles se reducen en situaciones de exceso
energético, pero se mantienen inalterados en situaciones de insuficiencia energética.
En todo caso, nuestros resultados demuestran que la expresion del sistema
kiss1/kisslr esta regulada en hipdfisis de raton por diferentes factores metabdlicos y
senales de balance energético, y que lo esta de un modo distinto al del hipotalamo.
Por tanto, parece razonable pensar que este sistema podria funcionar en la integracidn

de sefiales del balance energético, el metabolismo, y los ejes somatotrépico y

reproductor tanto a nivel hipofisario como a nivel hipotalamico.

Asi pues, el analisis de la expresion del sistema kiss1/kiss1lr en cultivos celulares
adenohipofisarios de rata y en hipdfisis de ratén ha permitido identificar y caracterizar
distintos factores que pueden contribuir a regular la actividad y el funcionamiento de
este sistema en la hipdfisis (Fig. 68). Nuestros datos indican que la expresién de
kiss1/kiss1r esta sujeta a una regulacién muy sutil por diferentes factores, como son: el
estadio del desarrollo postnatal, la propia kp-10, factores hipotaldmicos, el estradiol y
diferentes condiciones metabdlicas. En todos los casos, el patron de regulacion del
sistema kiss1/kisslr presenta un mayor paralelismo con el patrén de regulacién del eje
somatotrépico que con el del eje gonadotrépico. Estos datos permiten sugerir la
existencia de una compleja interaccidn entre sefiales metabdlicas, somatotrdpicas y

sexuales, que en conjunto regulan la accion del sistema kiss1/kiss1r a nivel hipofisario.

Estadio del Factores hipotalamicos

desarrollo postnatal GHRH y GnRH

Condiciones metabdlicas
,l Ayuno

D Obesidad

: Leptina

).
Z \

METABOLISMO  REPRODUCCION

Fig. 68. Factores implicados en la regulacion de la expresion del sistema kissl/kisslr en la

adenohipofisis.
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2. Regulacion de la expresion del sistema kiss1/kisslr en dianas externas

al eje hipotalamo-hipofisario en la rata y el raton.

Lo expuesto hasta aqui, junto con la informacién de otros estudios, demuestra
que el sistema kiss1/kisslr estd presente y tiene capacidad funcional tanto a nivel
hipotalamico como a nivel hipofisario, donde ademas su expresién estd regulada por
diferentes factores, como los esteroides sexuales, el desarrollo postnatal, el estatus
energético y factores metabdlicos. A su vez, numerosas evidencias demuestran que
existe un control integrado entre el balance energético y la funcién reproductora 204,
205 que estd mediado por una serie de sefiales que actdan no sobre un Unico érgano,
sino a distintos niveles, a lo largo de todo el eje neuroendocrino-metabdlico,
gobernando la ingesta de nutrientes, la homeostasis energética, el metabolismo y la
fertilidad. Un ejemplo claro de este tipo de sefiales lo constituye la leptina, que opera
como un regulador pleiotrépico actuando principalmente a nivel hipotaldmico, pero

también sobre hipéfisis y gonadas ** %°°; la adiponectina, cuya expresién se ha

detectado en testiculo, ovario e hipdfisis 207-209, y la ghrelina, cuya expresion y la de su
receptor se ha detectado, ademas de en estdmago, hipotalamo e hipdfisis, en testiculo

210 por todo ello, nos planteamos si el sistema kiss1/kiss1lr podria contar con

de rata
organos diana adicionales, relacionados con sus acciones en hipotalamo e hipéfisis,
donde ejercer y completar su acciéon. Con el objetivo de identificar estos posibles
organos diana y contribuir a esclarecer si las kisspeptinas también representan una
senal integradora de los ejes reproductor, somatotrdopico y metabdlico, estudiamos su

expresion en muestras de testiculo y de tejido adiposo de rata y ratén .

2.1. Expresion del sistema kiss1/kiss1r en el testiculo.

Una serie de estudios han descrito la expresion de los genes kiss1 y/o kisslr en
diferentes tejidos periféricos, como el ovario y el testiculo ® 8, donde la funcién de este
sistema permanece poco explorada. En un estudio reciente se ha descrito que en el
ovario de la rata los niveles de ARNm de kiss1 fluctuan a lo largo del ciclo estral, y
documentan la capacidad del pico preovulatorio de LH para inducir la expresion de

kiss1 en este periodo. Esto sugiere que la kp producida de forma local ejerce un papel
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en el control de la ovulacion ®°. También se ha detectado la expresién diferencial de
kiss1y kiss1r en ovario durante ciclo estral y el fotoperiodo en hamster Siberiano 2*.
Sin embargo, no se habia realizado hasta el momento ningun estudio detallado
sobre la expresion del sistema kiss1/kisslr en el testiculo. En los ultimos afios se ha
demostrado que diferentes factores con papeles clave en el control del eje
somatotrépico (GHRH e IF-1) y en la homeostasis del peso corporal (leptina) estan

212214 por ello,

potencialmente implicados en la regulacion de la funcion testicular
evaluamos su perfil de expresion y su regulacion a este nivel, y asi determinar del
papel de la kp producida localmente en la fisiologia del testiculo y su posible papel

integrador del eje metabdlico y reproductor.

Nuestros resultados sobre el analisis de expresidon durante el desarrollo postnatal
en testiculo de rata indican, que los niveles maximos de ARNm de kiss1 y kiss1r
aparecen en animales de 15 dias. En este momento del desarrollo se produce la
aparicion de la poblacién adulta de células de Leydig, que sustituye a la poblacion fetal,

215 Esto nos hace

asi como la proliferacién y diferenciacidon de las células de Sertoli
pensar que las kps producidas de forma local podrian estar implicadas en el control del
desarrollo testicular. Sin embargo, seria necesaria la identificacién de los tipos
celulares que expresan estos genes para determinar el papel fisioldgico del sistema

kiss1/kiss1r a este nivel.

Por otro lado, nuestro estudio sobre la influencia de diferentes condiciones
metabdlicas en la expresidn del sistema kiss1/kiss1r en testiculo de ratén muestra que
en condiciones de ayuno severo, se produce un aumento de los niveles de ARNm de
ambos genes. Este aumento de expresién, podria considerarse como un mecanismo
compensador para el correcto desarrollo de la funcién reproductora en situaciones
metabdlicas desfavorables. Ademas, se observan distintos perfiles de expresion del
sistema kissl/kisslr en situaciones de ayuno a nivel testicular, hipofisario e
hipotaldmico. Esto indica una regulacion diferencial de este sistema, y que por tanto su
funcién varia dependiendo del érgano.

En ratones obesos ob/ob, el tratamiento con leptina aumenta de forma

significativa los niveles de ARNm de kiss1 vy kiss1r. Estudios previos proponen un efecto
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inhibidor de la leptina en la esteroidogénesis testicular en roedores y humanos * %1%

218 por ello seria necesario y de gran interés realizar nuevos experimentos que
permitieran determinar si el sistema kiss1/kiss1r esta o no implicado en este proceso, y
profundizar en el estudio de la funcion de este sistema en testiculo.

Por ultimo, observamos que los niveles de ARNm de kiss1 y kiss1r no se modifican
en condiciones de obesidad inducida por la alimentacién con una dieta rica en grasa,
HFD. Esto coincide con los perfiles de expresion de estos genes observados en
muestras de hipotdlamo de estos mismos ratones %, donde ademdas se observaron
unos niveles bajos de testosterona. La reduccién de estos niveles, podria explicarse por

el efecto inhibidor de la leptina en la esteroidogénesis testicular, ya que los niveles de

esta adipoquina aumentan en ratones obesos.

El conjunto de nuestros resultados muestra que el sistema kiss1/kisslr se expresa
en testiculo, que su expresion estd regulada por factores metabdlicos y a lo largo del
desarrollo postnatal, y que esta regulacion es diferente a la observada a nivel
hipotalamico e hipofisario. Estas observaciones refuerzan la idea de que el sistema
kiss1/kisslr actua como una sefal integradora, regulando de forma diferencial

distintos sistemas fisioldgicos.

2.2. Expresion del sistema kiss1/kiss1r en el tejido adiposo.
En la actualidad, el tejido adiposo se considera como un d6rgano endocrino
implicado en una gran variedad de funciones, que incluyen la regulacion del

metabolismo v la reproduccién 2*°

. En un estudio reciente se observé que el gen kiss1
se expresa en tejido adiposo de ratas hembras adultas, que su expresion esta regulada
de forma diferencial por hormonas sexuales, por la ingesta de alimento y por la
obesidad, y que ésta regulacion es independiente de hipotalamo, sugiriendo que las
kps podrian actuar como adipoquinas o como reguladores locales de la funcién del

tejido adiposo 220

Nuestros estudios de expresion en tejido adiposo de rata durante el desarrollo
postnatal, demuestran la presencia de kiss1 y kiss1r en muestras de grasa visceral y

subcutanea. Ademas, se observa que su perfil de expresidn varia en las distintas etapas

130



del desarrollo analizadas, coincidiendo con cambios en el ambiente esteroideo, y la
existencia de un dimorfismo sexual en la regulacidon del sistema kiss1/kiss1r. Esto,
junto con observaciones previas que demuestran el papel regulador de los esteroides
sexuales sobre la expresion de kiss1 y kiss1r a nivel hipotaldmico e hipofisario, nos
llevé a analizar el papel del estradiol en la expresion de ambos genes en tejido
adiposo. Asi, observamos en ratas adultas OVX que los niveles de ARNm de kiss1 y
kiss1r disminuyen en presencia de E2 en muestras de grasa visceral, y no se modifican
en muestras de grasa subcutanea. Esto demuestra el papel regulador diferencial del E2
sobre la expresion del sistema kissl/kisslr en tejido adiposo, y confirma las

observaciones realizadas por el grupo de Brown et al. %*°.

A continuacion estudiamos el efecto de diferentes condiciones metabdlicas en la
expresion de kiss1r en tejido adiposo de ratén, y pudimos observar que el ayuno
durante 24 y 48 h provoca un aumento de los niveles de ARNm de kiss1r. Esto coincide
con lo observado previamente en ratas hembra adultas, donde los niveles de ARNm de

kiss1 en grasa aumentan tras 18 h de ayuno 220

. Por tanto, se produce una regulaciéon
del sistema kiss1/kiss1r en tejido adiposo en situaciones metabdlicas desfavorables, de
forma similar a lo observado en muestras de testiculo de estos mismos ratones, y
diferente a lo observado en hipotalamo e hipdfisis. Esta regulacion a la baja del
sistema kissl/kisslr en tejido adiposo en situaciones desfavorables, también se
observa al analizar los niveles de ARNm de kiss1r en muestras de tejido adiposo de
ratones obesos HFD. Nuestros resultados coinciden con lo observado previamente en
tejido adiposo de ratas hembra HFD 220

Por ultimo, en ratones ob/ob tratados con leptina los niveles de ARNm de kiss1r
en tejido adiposo son mayores que en ratones control. Esto coincide con lo observado
en muestras de testiculo, pero no con lo observado en hipdfisis e hipotalamo de ratén.
Se ha observado recientemente que las neuronas kissl expresan el receptor de la
leptina, y que ésta es capaz de normalizar la expresion hipotaldmica defectuosa de
kiss1 en modelos de secrecién alterada de gonadotropinas, como es el caso de los

84,98

ratones ob/ob y las ratas con diabetes . La leptina, juega por tanto un papel crucial

en el control metabdlico del sistema kiss1/kisslr, y junto con las neuronas GALP,
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POMC, y NPY, las neuronas kiss1 parecen conducir la informacién sobre los niveles de

leptina e insulina hacia el eje reproductor neuroendocrino.

Nuestros datos confirman la presencia del sistema kissl/kisslr en tejido
adiposo de rata y ratdn, e indican que su expresién estd regulada a lo largo del
desarrollo postnatal y por sefiales metabdlicas. Estas observaciones apoyan el papel
del sistema kiss1/kisslr como via molecular para la regulacion del metabolismo y la
funcién reproductora, un fendmeno con potenciales implicaciones fisioldgicas vy

terapéuticas.

Como conclusién general, los datos de este estudio indican que el sistema
kiss1/kiss1r opera a distintos niveles, no solo dentro del eje hipotalamo- hipofisario,
sino en dianas externas como testiculo y tejido adiposo. La presencia del sistema, y la
regulacién de su expresidn por distintos factores, le confieren un papel coordinador en
el control de la funcién gonadal, e integrador del balance energético y la reproduccion.
Esta funcion integradora implica una compleja interaccién con otros neuropéptidos

hipotaldmicos, hormonas metabdlicas, niveles energéticos, y esteroides sexuales.

3. Diseio y analisis funcional de nuevos analogos de la kp-10 de rata.

La participaciéon del sistema kiss1/kisslr a distintos niveles y en funciones de
relevancia como el control neuroendocrino de la reproducion, de la metastasis
tumoral, de la invasion del trofoblasto, de la reproduccidon estacional a través del
fotoperiodo y su accion como vasoconstrictor, hace muy interesante el disefio de
nuevos péptidos con capacidad agonista y/o antagonista de kiss1r, por sus potenciales
aplicaciones clinicas y farmacoldgicas. Asi, los agonistas del receptor podrian utilizarse
como tratamiento en casos de trastornos en el inicio de la pubertad y para inducir la
ovulacién, mientras que los antagonistas podrian ser utiles en el tratamiento de la
pubertad precoz dependiente de gonadotropinas y como anticonceptivos femeninos.

Ademas, resultaria de especial utilidad el uso de los analogos de kisslr para la
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deteccién y tratamiento de algunos tipos de cancer como por ejemplo el cancer de
prostata, el carcinoma de vario, de vesicula biliar y el hepatocarcinoma. Por ello, en
este trabajo hemos llevado a cabo el disefio y sintesis de una serie de andlogos de la
kp-10 de rata, y asi poder determinar los requerimientos estructurales que confieren la
actividad agonista de kiss1r.

Los estudios sobre la relacién entre la estructura y la actividad peptidica
constituyen una valiosa herramienta para obtener informacion critica en el desarrollo
de nuevos andlogos de péptidos bioldgicamente activos con potenciales aplicaciones
clinicas. La consistencia de este tipo de estudios aumenta considerablemente
mediante la aplicacién combinada de otras aproximaciones interdisciplinares, como en
nuestro caso, donde el analisis estructural y los ensayos in vitro de la actividad de los
analogos de kisslr, se completan con ensayos funcionales in vivo realizados en
colaboracién con el laboratorio del Dr. Tena-Sempere.

Los resultados de los ensayos in vitro realizados para estudiar las caracteristicas
estructurales de los analogos derivados de la kp-10 revelan que los residuos Phe® y
Tyr10 en posicion C-terminal son esenciales para la actividad del péptido. Asi, hemos
examinado tanto poblaciones celulares mediante el sistema FlexStation Il, como a nivel
de célula individua, y hemos observado que los aa en posicién 6 y 10 del decapéptido
son residuos criticos para la actividad de la kp-10. El papel del residuo Tyr'® era
esperado, ya que previamente se habia descrito la relevancia de este aa en el

6,92, 221

mantenimiento de la capacidad funcional de la kp , asi como de otros miembros

de la familia de péptidos RF-amida, como el péptido estimulador de la secrecién de

prolactina y el neuropéptido FF, donde el motivo Arg-Phe C-terminal es también critico

222, 223

en su actividad bioldgica . Sin embargo, el reemplazamiento de Phe® por

diferentes aa como tirosina, triptéfano y fenilalanina, no supone una pérdida de la

222-224

potencia o eficacia de los péptidos RF-amida . En cambio, el reemplazamiento de

Phe® por residuos como el ciclohexilalanina, suprime la actividad biolégica de la kp-10
92

Nuestros resultados completan y amplian los estudios previos que han
analizado las caracteristicas funcionales y farmacolégicas de analogos derivados de la
kp-10 y kp-13 humana. En estos estudios, el andlisis in vitro de la hkp-10 revela que los

residuos Phe®, Lau®, Arg’ y Phe'® son esenciales para la actividad del decapéptido ** ***.
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Nuestros datos concuerdan con lo descrito previamente, pues encontramos que los
residuos Phe® y Tyr'® de la rkp-10 también son cruciales en la activacién del receptor.
Por el contrario, en nuestro estudio, los residuos Leu® y Arg9 no parecen presentar un
papel clave. Basandonos en los resultados de los estudios in vitro, seleccionamos los
analogos [Alas]kp—lo v [AIalO]kp—lo y evaluamos su efecto sobre la secrecidon de LH in
vivo. Concretamente, el andlisis sobre el efecto liberador de LH in vivo de los
compuestos [Alas]kp—lo y [Alam]kp—lo confirmd nuestras observaciones iniciales sobre
el papel esencial de las posiciones Phe® y Tyr'® en la capacidad agonista de la kp-10 in
vitro. Sin embargo, nuestros estudios in vivo revelaron algunas diferencias interesantes
sobre la relevancia funcional de estos dos residuos. Asi, aunque el residuo Phe® de la
kp-10 de rata resulta critico en la activacién maxima de kisslr in vivo, no es
indispensable para la unién del péptido a su receptor, ya que el andlogo [Alas]kp—lo es
capaz de estimular significativamente la liberacion de LH, en menor magnitud que la
kp-10. Estos datos indican su accién como un agonista parcial. Ademas, incluso una
dosis diez veces mayor del analogo [Ala®lkp-10 fue incapaz de inhibir el efecto
estimulador de la kp-10 exdgena, y tampoco fue capaz de suprimir los niveles elevados
de LH en ratas orquidectomizadas (ORX), en las que existe un elevado tono de kp “°.
Por tanto, y en contraste con los resultados obtenidos in vitro en células CHO-K1-
rkiss1r, no encontramos evidencias que apoyen el papel del analogo [Ala®]kp-10 como
antagonista en la accién de las kps in vivo. Por otro lado, nuestros resultados in vivo
confirmaron que [AIalO]kp—lo carece completamente de actividad, ya que es incapaz
de inducir la liberacién LH, no previene el efecto secretor de LH de la kp-10, y no afecta
a los niveles elevados de LH en ratas ORX tras su administracidon de forma repetida. Por
todo lo anterior y dada la inactividad del andlogo [Ala'®lkp-10, para actuar como
agonista o antagonista, proponemos que la posicion C-terminal del decapéptido puede
ser esencial para su unidén al receptor, aunque esta sugerencia necesita ser confirmada

experimentalmente.

Desde un punto de vista general, estos resultados revelan la importancia de
una caracterizacion integral de los derivados de kp, incluyendo su analisis in vivo. En
este sentido, resulta interesante sefialar que los estudios realizados hasta ahora con

los pentapéptidos derivados de la region C-terminal de la kp, han revelado la
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conservacién aparente de su capacidad en la activacion del receptor en modelos
celulares, aunque aun no han sido aun analizados en términos de secrecién de
gonadotropinas. Estos estudios se han centrado fundamentalmente en el
descubrimiento y/o disefio de analogos con propiedades superagonistas, que pudieran
usarse para rentabilizar la capacidad antimetastasica de la kp. Sin embargo, en el
campo de la endocrinologia reproductiva ya ha sido demostrada la gran potencia
funcional y eficacia de la kp-10 en estudios in vivo, por lo que en este campo en
particular, seria mas valioso obtener compuestos con capacidad antagonista del

sistema kiss1/kiss1r.

En resumen, nuestros resultados demuestran que el reemplazamiento del
residuo TyrlO—NHz de la kp-10 por un motivo L-Ala-NH, suprime la actividad agonista
del decapéptido tanto in vitro como in vivo, mientras que el reemplazamiento del
residuo Phe® por L-Ala da lugar a un débil antagonista in vitro, que in vivo muestra una
actividad agonista reducida. Estos datos abren el camino para el futuro disefio y
caracterizacion de nuevos agonistas y/o antagonistas del receptor kisslr con posibles

aplicaciones experimentales y clinicas.
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CONCLUSIONES

CONCLUSIONES.

1.- El sistema kiss1/kiss1r se expresa de manera funcional en células adenohipofisarias
de ratas peripuberales. En concreto, la kp-10 actua de forma directa sobre una
subpoblacion de células somatotropas y gonadotropas provocando un incremento de

la [Ca®*]; y la estimulacién de la secrecién de LH y GH.

2.- El estradiol favorece la accion de la kp-10 a nivel hipofisario de forma diferencial,

sensibilizando en mayor medida la respuesta de las somatotropas a este péptido.

3.- La expresion del sistema kissl/kisslr en la adenohipdfisis esta sujeta a una
regulacion especifica que implica de forma distinta a somatotropas y gonadotropas e
incluye diversos factores tales como el desarrollo postnatal, la propia kp, los factores
hipotaldamicos GHRH y GnRH, el estradiol, y las condiciones metabdlicas. Esta
regulacién compleja y sutil por una interaccién de sefiales metabdlicas y sexuales
hacen del sistema kiss1/kisslr un buen candidato para actuar como integrador de las

sefales de los ejes metabdlico, somatotrépico y reproductor en la glandula.

4.- El sistema kiss1/kisslr también estd presente en testiculo y en tejido adiposo,
donde su expresion estd regulada de manera diferencial por diversos factores
fisioldgicamente relevantes. Esto sugiere su implicacion en funciones adicionales al
control hipotalamico del eje reproductor y refuerza la idea de que puede funcionar
como sefial integradora de éste eje con los ejes somatotrépico y metabdlico actuando

a multiples niveles.

5.- Los ensayos realizados con analogos modificados de la kp-10 de rata demuestran
que el residuo Tyr10 es clave para la actividad del péptido tanto in vivo como in vitro.
En cambio la sustitucion del residuo Phe6 por alanina da lugar a un débil antagonista in
vitro que muestra una severa reduccion de su capacidad agonista in vivo. Estos datos,
sientan las bases para el disefio y caracterizacion de nuevos agonistas y/o antagonistas

de kiss1r con potenciales aplicaciones clinicas y experimentales.
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1.- The Kiss1/kiss1r system is functionally expressed in pituitary cells from peripubertal
rats. In particular, kp-10 directly acts on a subset of both gonadotropes and
somatotropes by increasing [Caz+]i and, consequently, stimulating LH and GH release,

respectively.

2.- Estradiol differentially facilitates kp-10 action at the pituitary level, by sensitizing,

especially in somatotropes, the response to this peptide.

3.- Expression of the kiss1/kiss1r system at the pituitary is under a specific regulation,
which differentially involves somatotropes and gonadotropes, and comprises diverse
factors such as postnatal development, kp-10 itself, hypothalamic factors as GHRH and
GnRH, estradiol, and several metabolic conditions. This fine and complex regulation
exerted by an interplay of metabolic and sexual signals at the pituitary indicate the
kiss1/kiss1r system as a good candidate to act as an integrator in the gland of signals

derived from metabolic, somatotropic and reproductive axes.

4.- The Kiss1/kiss1r system is also expressed at the testis and adipose tissue, where its
expression is differentially regulated by several physiologically relevant factors. This
suggests that this system also exerts additional functions, distinct from the
hypothalamic control of reproductive axis, and thus reinforces the proposal of this
system as an integrative signal of the later with the somatotropic and metabolic axes

by acting at various levels.

5.- Assays carried out on rat kp-10 modified analogs show that the Tyr10 residue is key
for the activity of the peptide both in vivo and in vitro. In contrast, Phe6 substitution by
alanine generates a weak antagonist in vitro, which shows a dramatic reduction in its in
vivo agonistic ability. These data provide the basis for the design and characterization
of new kisslr agonists and/or antagonists with potential clinical and experimental

applications.
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