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ABREVIATURAS

ABP: androgens-binding hormone/ hormona fijadora de andrégenos.

AMPCc: adenosin monofosfato ciclico.

ARC: arcuate nucleus/ nucleo arcuato.

AVPV: anteroventral periventricular nucleus/ nucleo anteroventral periventricular.
Ca™": calcio.

DAG : diacilglicerol.

DYNA: dinorfina A.

Eje HPG: hypothalamic-pituitary-gonadal axis/ eje hipotalamo-hipéfisis-gonadas.
ER: endoplasmic reticulum/ reticulo endoplasmico.

ERa: estrogens receptor alpha/ receptor a estrogenos alfa.

ERp: estrogens receptor beta/ receptor a estrogenos beta.

F: phenylalanine/ fenilalanina.

FSH: follicle-stimulating hormone/ hormona foliculo estimulante.

GDP: guanosine diphosphate/ guanosin difosfato.

GH: growth hormone/ hormona del crecimiento.

GnlH: gonadotropin-inhibitory hormone/ hormona inhibidora de gonadotropinas.
GnRH: gonadotropin-releasing hormone/ hormona liberadora de gonadotropinas.

GnRHr: receptor of gonadotropin-releasing hormone/ receptor a la hormona liberadora de
gonadotropinas.

GPCRs: G protein coupled receptors/ receptores acoplados a proteinas G.
GTP: guanosine triphosphate/ guanosin trifosfato.

IP3: inositol trifosfato.

K: potasio.

Kissr: kisspeptin receptor/ receptor a kisspeptina.

Kp(s): kisspeptin(s)/ kisspepina (5).

LH: luteinizing hormone/ hormona luteinizante.



MRNA: messenger ribonucleic acid/ acido ribonucleico mensajero.
NKB: neuroquinina B.

NLR: nacleo recessus lateralis.

NPPv: nlcleo posterior periventricular.

NVT: ventral tuberal nucleus/ nacleo ventral tuberal.

P: proline/ prolina.

PeN: periventricular nucleus/ nucleo periventricular.

PIP,: phosphatidylinositol 4,5-biphosphate/ fosfatidil inositol difosfato.
PKA: protein kinase A/ proteina cinasa A o proteincinasa A.

PKC: protein kinase C/ proteina cinasa C o proteincinasa C.

PLC: phospholipase C/ fosfolipasa C.

POA: preoptic area/ area preoptica.

PR: progesterone receptor/ receptor a progesterona.

PRL.: prolactin/ prolactina.

S: serine/ serina.

Y tyrosine/ tirosina.



RESUMEN

Las kisspeptinas son el producto codificado por el gen kissl, el cual fue descubierto
inicialmente en 1996 por su capacidad para inhibir la metastasis tumoral a través de su
receptor Kisslr (originalmente nombrado GPR54). Actualmente estos neuropéptidos son
considerados los principales reguladores del eje reproductivo hipotdlamo-hipofisis-gonadas
(HPG) en varias especies de vertebrados, donde promueven la secrecion de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) y el consecuente inicio de las funciones reproductivas.
Nuevas investigaciones han demostrado la existencia de dos genes paralogos de Kisspeptina y
de su receptor en varias especies de peces Yy anfibios. Estos nuevos genes se han denominado
kiss1, kiss2, kisslr y kiss2r, respectivamente. En el presente estudio se realiz6 una revision
sobre las diferentes acciones que ejercen kissl y kiss2 en los distintos grupos de vertebrados,
enfatizando la regulacion neuroendocrina sobre el eje reproductivo. También se revisd sobre
su preservacion estructural, funcional y evolutiva en los grupos de vertebrados donde se ha

reportado la presencia de kissl y kiss2.

Palabras clave: eje HPG, GnRH, isoforma, kisspeptina(s), kissl, kiss2, Kissr, paralogo,

reproduccion, vertebrados.



INTRODUCCION

El eje reproductivo

La reproduccion es una fase crucial y una funcion de gran importancia en la vida de los
organismos, ya que de esta depende la preservacion de las especies. En vertebrados, la
reproduccion se lleva a cabo por una compleja regulacion en el eje hipotalamo-hipofisis-
gonadas (HPG; por sus siglas en ingles), donde estos tres 6rganos fungen como los
principales secretores, receptores y moduladores de las sefiales hormonales necesarias. El
inicio de la funcién reproductiva se da por medio de sefiales ambientales, las cuales son
captadas en el sistema nervioso central y convertidas posteriormente en sefiales neurales y
hormonales, las cuales inciden sobre las neuronas hipotaldmicas secretoras de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) (Jacobi y Martinez de la Escalera, 2008). La accion
fundamental de la GnRH es estimular la secrecidn y sintesis de gonadotropinas: la hormona
foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH); aunque GnRH también parece
participar en aspectos relacionados con la conducta sexual, en particular, el sistema GnRH2
(Oka, 2009). EIl control que ejerce la GnRH sobre el ciclo reproductivo depende de su
secrecion pulsatil (Kordon et al., 1994; Chen y Fernald, 2008).

En los mamiferos, las gonadotropinas son sintetizadas en la adenohipofisis por células
especializadas, denominadas células gonadotropas. En hembras, la FSH estimula en los
ovarios el desarrollo del foliculo ovarico en cada uno de los ciclos estrales y/o menstruales,
dependiendo de la especie; dentro de estas acciones destaca su estimulacion sobre las células
de la granulosa de los ovarios para la secrecion de estrogenos (Dominguez, 1993; Kordon et
al., 1994). En machos, la FSH actla en los testiculos estimulando la produccién de la proteina
de unidén a andrégenos (ABP; por su siglas en ingles) en las células de Sertoli, lo que facilita
que la testosterona o dihidrotestosterona al unirse a la ABP pasen mas facilmente a la luz de
los tubulos seminiferos, promoviendo la produccion de espermatozoides (Dominguez, 1993;
Kordon et al., 1994). Por otra parte, en hembras, la LH actia en conjunto con la FSH
estimulando la liberacion de los ovocitos, 1o que constituye el proceso de ovulacion. La LH
también estimula la formacion del cuerpo lUteo, el cual secreta progesterona. Los estrégenos y
la progesterona preparan al Utero para la implantacion del huevo fertilizado y a las glandulas
mamarias para la secrecion de leche. En machos, la LH estimula las células de Leydig para

producir testosterona (Dominguez, 1993; Kordon et al., 1994).
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Por todas las acciones antes mencionadas, se propuso por mucho tiempo a la GhRH como el
modulador neuroendocrino de la reproduccion. Sin embargo, en el 2003 se descubrid que las
acciones de la GnRH eran reguladas por otro sistema neuroendocrino: la kisspeptina y su
receptor (de Roux et al., 2003; Seminara et al., 2003). Proponiendo al sistema kisspeptina-

receptor a Kisspeptina-GnRH, como el principal regulador del inicio de la pubertad y la
reproduccion de los vertebrados (Roa et al., 2008).



JUSTIFICACION

Debido a que el sistema kisspeptina/kissr se mantiene conservado funcionalmente a lo largo
de la escala filogenética de los vertebrados y ademés juega un papel muy importante en el
control neuroendocrino de la reproduccion, el inicio de la pubertad, el control de la metastasis
tumoral, el control de la reproduccién estacional y la relacion entre el balance energético,
alimentacion y reproduccion (Elizur, 2009; Li et al., 2009-a), hace especialmente interesante
su estudio y comprension, con el fin de conocer mas sobre el papel que desempefia dentro del
eje reproductivo HPG y sus posibles alteraciones, asi como el disefio y sintesis de péptidos
con capacidad agonista y/o antagonista para sus posibles aplicaciones clinicas, farmacoldgicas

y en la salud y la reproduccion animal.

Otro aspecto interesante es tratar de comprender como este sistema responde a los cambios
ambientales, por ejemplo, el fotoperiodo, los cambios de temperatura, el balance energético,
etcétera, y como estos cambios afectan las sefiales esteroideas al inicio de la pubertad y a lo
largo del desarrollo reproductivo de los organismos, teniendo una opcion para explicar las
diferentes estrategias y comportamientos reproductivos en las diferentes especies a lo largo de

una variedad inmensa de hébitat.

Por lo anterior, en el presente trabajo se propone una recopilacion del conocimiento actual del
sistema kisspeptina/kissr por medio de una revision y un analisis bibliografico, haciendo
hincapié sobre las funciones que desempefia en la regulacion del eje reproductivo y en el

inicio de la pubertad de los vertebrados.



OBJETIVO

v' Realizar una revisién de material bibliografico sobre kisspeptina, receptores a

kisspeptina y el papel que desempefian en la reproduccion de los vertebrados.

Objetivos particulares

v Realizar un analisis filogenético con base en la presencia de kiss1 y kiss2 en diferentes

grupos de vertebrados.

v" Analizar el grado de conservacion de las secuencias de aminoéacidos y de nucle6tidos

reportadas para Kissl y kiss2.

~10 ~



MATERIALES Y METODOS

Para la realizacion del presente trabajo se recopilaron, revisaron y analizaron varios articulos
cientificos de investigacion y de revision sobre Kisspeptina. Los articulos y revisiones se
consiguieron con ayuda de las bases de datos y paginas web dedicadas a la divulgacion de
revistas cientificas, tales como PubMed (http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed) y Ila

biblioteca del IBT (http://biblioteca.ibt.unam.mx/revistas.php).

Para el anélisis filogenético se realiz6 la propuesta de una modificacion de un éarbol
filogenético donde se muestra la presencia o ausencia de kiss1 y kiss2 en distintos grupos de

vertebrados.

El grado de conservacion de las secuencias tanto de aminoacidos como de nucleétidos, se

realiz6 con ayuda de las secuencias de Kissly Kiss2 reportadas dentro del GenBank.

Las secuencias utilizadas se muestran en el siguiente orden: nombre cientifico; nombre comun

(numero de acceso del GenBank).

Las secuencias de kissl fueron las de Homo sapiens; humano (NM_002256.3), Mus
musculus; raton (NM_178260.3), Monodelphis domestica; zariglieya (NM_001144132.1),
Danio rerio; pez cebra (AB245404), Carassius auratus; pez dorado (FJ236327), Oryzias
latipes; pez medaka (NM_001122921.1), Dicentrachus labrax; european sea bass o lubina
(FJ008914) y Xenopus laevis (NM_001170453).

Las secuencias de kiss2 fueron de Danio rerio; pez cebra (NM_001142585), Carassius
auratus; pez dorado (FJ465138), Oryzias latipes; pez medaka (AB439562), Dicentrachus

labrax; lubina (FJ008915) y Xenopus siluriana (EU853683.1).

Los alineamientos de las secuencias mencionadas se realizaron por ClustalW2

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/).
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ESTADO DEL ARTE

Kisspeptina

Recientemente, numerosos estudios han demostrado que el sistema kissl/kisslr juega un
papel esencial en el control neuroendocrino del eje reproductor de los vertebrados, donde
actla estimulando la secrecion de GnRH a nivel hipotalamico (Gutiérrez, 2009; Akazome et
al., 2010). Las kisspeptinas (kps) son péptidos que acttan como reguladores de las neuronas
hipotalamicas secretoras de GnRH, las cuales expresan kisslr (Murphy, 2005; Roa y Tena-
Sempere, 2007), a su vez, las neuronas GnRH regulan la secrecién hipofisaria de FSH y LH,
participando en el desarrollo y la maduracion gonadal, el inicio de la pubertad y en el
funcionamiento normal del eje reproductivo (Li et al., 2009-a; Selvaraj et at., 2010; Tena-
Sempere, 2010; Yang et al., 2010). Las kps son originadas por el procesamiento proteolitico
diferencial de un precursor comun codificado por el gen kissl, resultando en una prepro-
proteina de 145 aminoacidos, que da lugar como producto mayoritario a la kisspeptina-54
(kp-54) también llamada metastina; nombre que se le dio debido a que originalmente se
descubri6 por su capacidad para inhibir la metéstasis tumoral en melanoma maligno humano
(Lee et al., 1996; Ohtaki et al., 2001). También se originan una serie de fragmentos mas
cortos, los cuales presentan una secuencia mas conservada, como la kisspeptina-14 (kp-14) y
kisspeptina-13  (kp-13) que, junto con la kisspeptina-10 (kp-10), comparten los 10
aminoacidos de la region C-terminal (Figura 1-A). Esta region presenta el extremo terminal
arginina-fenilalanina (Arg-Phe-NH2) caracteristico de la super familia de péptidos RF-amida,
con funciones de neurotransmision y neuromodulacion (Kriegsfeld, 2006; Popa et al., 2008;
Castafio et al., 2009; Gutierrez, 2009; Yang et al., 2010) (Figura 1-B). Kp-10 es la regién mas
conservada y biolégicamente activa, responsable de la union de las kisspeptinas a su receptor,
GPR54, recientemente nombrado receptor a kisspeptina (kissr) y de su activacion (Kotani et
al., 2001; Muir et al., 2001; Ohtaki et al., 2001).
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A)
Prepro-Kisspeptin

1 1920 65 68 121124 145
NH2| I /II UL | 15,4 kDa
kp-54 I 59kpa
kp-14 [ =2 1,7 kDa

kp-13 (. 1,6 kDa

121
kp-10 m— 1,3 kDa
B)
Homo sapiens YNWNSFGLRFGKR
kp-10

Figura 1. A) Esquema de la estructura de prepro-kisspeptina, donde se muestran sus derivados proteoliticos,
incluyendo kp-54 o metastina y kp-10, la cual representa la parte mejor conservada y biolégicamente activa,
responsable de la unién al receptor kissr (Tomado de Castafio et al., 2009). B) Deduccién de la secuencia de
aminoacidos de kp de humano, la parte subraya muestra los 10 a.a. que codifican para kp-10, donde se puede
observar la regién terminal RF-amida.

En los dltimos afios, nuevos estudios han demostrado la existencia de dos genes pardlogos
para kisspeptina, llamandolos kissl y kiss2, ambos genes han sido identificados en varias
especies de peces y anfibios, donde se ha demostrado que tanto kiss1 como kiss2 son potentes
activadores del eje reproductor HPG a través de sus diferentes receptores (Felip et al., 2009;
Kitahashi et al., 2009; Lee et al., 2009; Li et al., 2009-a; Akazome et al., 2010), ya que
también se han reportado varios genes que codifican para diferentes subtipos de receptores a
kisspeptina (Parhar et al., 2004; Mohamed et al., 2007; Nocillado et al., 2007; Filby et al.,
2008; Mechaly et al., 2009-2010).

Se sabe que en mamiferos, particularmente en rata, raton, oveja y primates, kisspeptina es
secretada a nivel hipotalamico por neuronas de los nicleos anteroventral periventricular
(AVPV), periventricular (PeN) y arcuato (ARC), y en el &rea predptica (POA) (Gottsch et al.,
2004; Roa y Tena-Sempere, 2007). A la fecha, solo se ha reportado un gen de kisspeptina

(kiss1) para mamiferos placentados y un marsupial, la zariglieya (Monodelphis domestica). La
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excepcion para este grupo de vertebrados es el ornitorrinco o platypus (Ornithorhynchus
anatinus), un monotrema, el cual presenta los dos genes kisspeptina (kissl y kiss2) (Lee et al.,
2009).

En raton, la expresion de kissl en el nacleo ARC esta negativamente regulada por el estradiol
y la testosterona, mientras que en los nacleos AVPV y PeN presenta una regulacion positiva.
Por lo tanto, se propone que en mamiferos, las neuronas kissl de los nucleos hipotalamicos
ARC y AVPV estan implicadas en la regulacién del eje reproductivo HPG por medio de los
mecanismos de retroalimentacion negativa y positiva, respectivamente, inhibiendo la
expresion de kissl en el nicleo ARC e induciéndola en el nucleo AVPV (Smith et al., 2005-a,
b) (Figura 2). Aunque para el nacleo PeN no se ha descrito adn el mecanismo de
retroalimentacion (feedback). Ademas, también se ha demostrado la coexpresion del mRNA
de GnRH y kissr en el POA de rata (Irwig et al., 2004), aportando méas evidencias de que el

sistema Kkisspeptina/kissr es un poderoso factor que regula las funciones neuronales de GnRH.
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Figura 2. Modelo de los mecanismo de retroalimentacion negativa (feedback-) y positiva (feedback+). Kp es
secretada a nivel hipotalamico por neuronas de los ndcleos AVPV y ARC, donde estimula la secrecion de
GnRH, la cual, induce la secrecién de gonadotropinas (LH y FSH). Estas hormonas son liberadas al torrente
sanguineo, alcanzando las génadas, en las que inducen la liberacion de esteroides sexuales, los cuales, a través de
un mecanismo de retroalimentacion negativa (feedback-) regulan la actividad de las neuronas kissl a nivel
hipotalamico, inhibiendo la expresion de kissl en el nicleo ARC por medio del estrogeno (E2), e induciéndola
en el ntcleo AVPV por medio de receptores de progesterona (P), contribuyendo a la retroalimentacion positiva
(feedback+) (Tomado de Tena-Sempere, 2010).

Interesantemente, en vertebrados no mamiferos como agnatos y teledsteos, se ha descrito la
presencia de dos genes kiss, denominados kissl y kiss2 (Figura 3). Esta caracteristica se ha
observado en Petromyzon marinus (lamprea), una especie de agnato, y también en algunos
teledsteos de agua dulce como Oryzias latipes (medaka), Danio rerio (pez cebra) y Carassius
auratus (pez dorado), un teledsteo marino, Dicentrarchus labrax (lubina) y una especie de
perciforme pelagico, Scomber japonicus (chub mackerel) (Kanda et al., 2008; Felip et al.,
2009; Kitahashi et al., 2009; Li et al., 2009-b; Selvaraj et al., 2010; Yang et al., 2010). Sin
embargo, esta situacion no es universal, ya que también se ha reportado solo la presencia de
kiss2 en algunas especies de peces, como es el caso de Ephinephelus coioides (orange-spotted

grouper) (Shi et al., 2010), Takifugu niphobles (pequefio pez globo) (Shahjahan et al., 2010),
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Hippoglossus hippoglossus (Atlantic halibut) (Mechaly et al., 2010) y Solea senegalensis
(Mechaly et al., 2011), siendo posible que, en efecto, sdlo exista la presencia de una isoforma
de Kkisspeptina en estas especies, 0 que posiblemente la otra isoforma esté por descubrirse.
Ademas existe un novedoso caso en Solea senegalensis, reportdndose una segunda isoforma
de kiss2 generada por splicing alternativo, denominandolas: Ss kiss2_v1 y Ss kiss2_v2; donde
la primera produce la proteina funcional y la segunda presenta una retencion intrénica
(Mechaly et al., 2011).

Las dos formas de kisspeptina también se han encontrado en anfibios, como Xenopus laevis y
Siluriana tropicalis (Lee et al., 2009; Moon et al., 2009), mientras que en Anolis carolinensis,
un pequefio lagarto, sélo se ha encontrado kiss2 (Lee et al., 2009). El hecho de que kiss2 sélo
se encuentre en anfibios, reptiles y algunas especies de peces, y de que esté ausente en
mamiferos (con excepcion de Ornithorhynchus anatinus), podria estar indicando que este gen

paralogo muy probablemente pudo perderse durante la evolucion.

kissl
O.latipes ATKKRQDLSSYNLNSFGLRYGK
D.labrax TIKKRQDVSSYNLNSFGLRYGK
Xenopus LVEREKDLSTYNWNSFGLRYGK

X Kk Kk ekkkhkkhkkkhkk Kk

Kiss2
O.latipes LCADR--RSKFNYNPFGLRFGKR
D.labraz LCNDR--RSKFNFNPFGLRFGKR
Xenopus SCHLRFTRSKFNFNPFGLRFGKR

* * khkkhkkhkk e khkhkkhkkhkkhkkkk*k

Figura 3. Alineamiento por ClustalW2 de las secuencias de aminoacidos (a.a.) de kissl y kiss2 de medaka
(Oryzias latipes), lubina (Dicentrachus labrax) y Xenopus laevis. Se puede observar la diferencia en los a.a.
terminales: RY corresponde a kissl y RF a kiss2. También al inicio de la secuencia se observa una diferencia,
kiss1 presenta una Y y kiss2 una F. En la tercera posicion de ambas secuencias se puede apreciar una pérdida de
similitud. En la quinta posicidn difieren una de otra, kissl con una S y kiss2 con una P, pero individualmente
parecen ser conservadas. El (*) muestra las regiones bien conservadas, los (:) la regiones semiconservadas.

En Oryzias latipes la expresion de kissl se detectd en neuronas de los nucleos hipotalamicos
ventral tuberal (NVT), posterior periventricular (NPPv) y en la habérnula; mientras que kiss2
fue encontrada en neuronas del ndcleo recessus lateralis (NLR). Se sabe que en esta especie
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kissl es la que participa en el control reproductivo (Kanda et al., 2008; Kitahashi et al.,
2009). En Danio rerio, las neuronas que expresan kissl fueron localizadas en la region
ventromedial de la habérnula, y las neuronas kiss2 en el nucleo posterior tuberal y en las
zonas dorsal y ventral del hipotdlamo periventricular, asi como en el POA y el mesencéfalo
(Kitahashi et al., 2009; Servili et al., 2011). Ambos grupos cientificos proponen que tanto
kiss1 como Kkiss2 regulan la reproduccion en el pez cebra, pero que Kiss2 es mas potente
estimulando la sintesis y secrecion de gonadotropinas. Un estudio en Dicentrarchus labrax
demostrd que Kiss2 posee una mejor actividad estimuladora sobre la secrecion de FSH y LH
en esta especie (Felip et al., 2009). En Carassius auratus, Kissl actla directamente en la
hipdfisis, induciendo la secrecion de LH, prolactina (PRL) y hormona del crecimiento (GH)
(Yang et al., 2010). La inyeccion intraperitoneal de kiss2 en un organismo maduro de
Ephinephelus coioides promovi6 el incremento de los niveles del mMRNA de GnRH1 en el
hipotdlamo y de FSH en la hipdfisis. Estos resultados proveen una amplia evidencia de la
participacion de Kkisspeptina en la reproduccion de peces; sin embargo, las acciones
especificas ejercidas tanto por kissl como por Kiss2, ain no son muy claras, ya que estas

varian a través de las especies.

Para ambos grupos de vertebrados (mamiferos y teledsteos), kisspeptina estimula la secrecion
de GnRH a nivel hipotaldmico (Murphy, 2005). En el caso de mamiferos esta llega a la
adenohipofisis por medio del sistema porta hipotalamo-hipofisario, mientras que en teleosteos
las neuronas GnRHeérgicas inervan la hipofisis directamente. El resultado es la secrecion de
gonadotropinas (LH y FSH). Estas hormonas son liberadas al torrente sanguineo, alcanzando
las gonadas, en las que estimulan la esteroidogénesis y la gametogénesis (Roa y Tena-
Sempere, 2007; Kanda et al., 2008).

Basados en analisis filogenéticos y de sintenia, Felip et al., (2009), proponen que kissl y kiss2
se encuentran presentes muy tempranamente en la evolucién de los vertebrados, ya que la
coexistencia de ambos genes en un solo genoma puede ser detectada desde Agnathos
(lamprea) hasta Gnathostomados (teledsteos, anfibios y monotrema). Aunque a la fecha, la
ausencia de ambos genes en el linaje de las aves no se ha podido explicar, interesantemente,
las regiones del Cromosoma 26 y del Cromosoma 1 de pollo, guardan cierta relacién de
sintenia con regiones que contienen kissl y kiss2, respectivamente, en otras especies de
vertebrados. Por lo tanto, se cree que en las aves pudieron haberse perdido ambos genes. Aun

asi, este grupo taxonémico conserva la mayoria de los blancos rio abajo (“downstream”) de la
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sefializacion de kisspeptina (GnRH's, receptor a GnRH, LH y FSH), las cuales son

fundamentales en el control de la reproduccion de aves de granja (Proudman et al., 2006).
Estado de preservacion de Kisspeptina

La secuencia de kissr se encuentra muy bien conservada desde peces hasta mamiferos, a
diferencia de la secuencia de kisspeptina, la cual es altamente divergente incluso entre peces,
solo la parte que codifica para kiss-10 (la requerida para que el receptor se una) se mantiene
conservada (Figuras 4-A y 4-B). Aun asi, kisspeptina de humano es capaz de activar Kissr de
pez. Indicando que el sistema Kkiss/kissr se encuentra funcionalmente conservado en
vertebrados no mamiferos, soportando la idea de tener un papel fundamental en el inicio de la
pubertad y en la regulacién de la reproduccion. Ademas tanto en peces como en mamiferos, el
sistema kiss1/kisslr parece estar parcialmente regulado por esteroides gonadales (Elizur,
2009), ya que se sabe que en estas especies los niveles de dichos esteroides fluctian durante
las etapas del ciclo reproductivo (kime, 1993; Harmin et al., 1995), al igual que los niveles de

la expresion de Kiss.

En las figuras 4 y 5 se muestra una comparacion de las secuencias de nucleétidos y de
aminoéacidos de kissl y Kkiss2, respectivamente, donde se puede observar la naturaleza poco
conservada de las kisspeptinas. Esta caracteristica provoca una dificultad para realizar un

correcto alineamiento de las secuencias y para un posible analisis filogenético.

A) kissl /nucleotidos

D.labrax —-—-GGCACGAGCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCT——====————— 46
O.latipes  —-————--- GA———————mmm 2
H.sapiens  —-—-———---- GAGAAC--TCTTGAG-ACCGGGAGCCCAGCTGCC-———======———————— 31
M.musculus —————————— "
Monodelphis —--—---- ATGAGATC--CTCAGTGTATTGGCAGCTTCTGCTGT—————————=———————— 34
Xenopus -GAGGTATGAGAGCAGCATAAGGAGAGAGCAGCATAAGGAACGGAGTAGTGACTGACAGA 59
C.auratus  -—-——————- AAACACATCCT-——=——=————————————————————————————— ————— 11
D.rerio TATGAAGCGAACACAAGC T — === === = —m e e e 19
D.labrax —-CTCTCTCTCTC-TCTCTCCTCAGTCAGC—=====——=———————————————————— AC 75
O.latipes  —-————=-——-—————-———- TCAGTCA-=——==—=—————————————————————— ———— AC 11
H.sapiens —-CACCCTCTGGA-CATTCACCCAGCCAGGTGGTCTCGTCACCTCAGAGGCTCCGCCAGAC 89
M.musculus ------ CCTGGA-———===——————— AGG—===——————— e ——— AGAC 13
Monodelphis -TACTTTCTGTA-TCTCCATTTGG--AG-—————=—=—=————————————————————— AGAC 62
Xenopus ATAGTGGCTGGAGCACTGATACAAAGAGAAGA———————————————————————— AGAT 95
C.auratus -CCATACCTGCA-=-=————-— AGTGTGAAA———————————————————————— ——— AAAC 35
D.rerio -CCATACCTGCA-—=-————- AGTGT-ARAA——————————————————————————— GAAC 42
* *
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D.labrax
O.latipes
H.sapiens
M.musculus
Monodelphis
Xenopus
C.auratus
D.rerio

D.labrax
O.latipes
H.sapiens
M.musculus
Monodelphis
Xenopus
C.auratus
D.rerio

D.labrax
O.latipes
H.sapiens
M.musculus
Monodelphis
Xenopus
C.auratus
D.rerio

D.labrax
O.latipes
H.sapiens
M.musculus
Monodelphis
Xenopus
C.auratus
D.rerio

D.labrax
O.latipes
H.sapiens
M.musculus
Monodelphis
Xenopus
C.auratus
D.rerio

D.labrax
O.latipes
H.sapiens
M.musculus
Monodelphis
Xenopus
C.auratus
D.rerio

D.labrax
O.latipes
H.sapiens
M.musculus
Monodelphis

T m o oo CGCCTTCAGCACA
T m o oo CACCTTCGACAGA
TCCTGCCCAGGCCAGGACTGAGGCAAGCCTCAAGGCACTTCTAGGACCTGCCTCTTCTCA
To—mm—mmmmmm o GTA--————————————————- GACCTGCCCCTTCCTC
TT—————————m——m - CA-——————m——mm - GACAAGTTTGCTCCTG
TTATTTTTT---———-—————=~— TAAA-———————————————— AAGTGGGTTGTTTAGT
T m o oo AGTTTTGGTCCCA
T m o o CTTCTCTTTCTGA
*

CCGAG--GAAT---TTCAGCAGGTCTGTCAC--———--— GATG----- CCCCGACTCATTG
---AA--GAGT---TTCA---——————-—— T-——-——- GGCG-—--- GCTCCACTAATAG
CCAAGATGAA----CTCACTGGTTTCTTGGC--———~ AGCTA------- CTGCTTTTCCT
CCAGAATGAT----CTCAATGGCTTCTTGGC--———~ AGCTG------- CTGCTTCTCCT
TTGA---GAA----CCC--TGGACGC—--AC--——-- AGGTA------- CAAGCT---CT
CAAGGCTGAAAACATACGCTATTTTTGTGGCCAACAAAGATGATTATGCCCGGTTTGTAT
———————— AA----CGCATTAA---——--—=--—---AAATG-----AACCTACTTACCA
———————— AA----CACATTAA-—--—--——--—=--AA-TG--—---ATGCTGCTTACTG

* * *

TCGCTCTGAT--——--—- GATAGCTGCTTTGTCAACAG---—=--——=-—- AGATCTA---
TTGCTGTGAT--——---—- AATGTGGGCTGTGTTGGCAC-———-——==—=~— AGGTGTGGAC
CTGTGCC-ACCCACTTTGGGGAGCCATTAGAAAAGGTGGCCTCTGTGGGGAATTCTAGAC
CTGTGTC-GCCACCTATGGGGAGCCGCTGGCAAAAGTG-———————=——= AAGCCTGGAT
CTGAGCC-A——-——=--—= GGAAGCATCT---TCATCTG---——-——=-—- ACTTTTCTGC
CTGTTCTTGTTTTTGT TGGGAATTCACTTGGGAAGGTC--—-~ TGACCGCACAGCCAGAA
TAATTTT-———--———-—~ GATGTTGTCAGGGGCARATG————————=-~ GGGATCCATAC
TCATATT--—--——-——- GATGTTGTCAGTGGCGAGGG-—-——--—=-— TACACACAAAC
---—CAACACCAGC-A----- TGATATCCAGCTACCACAGTAAAGATCAGGTAA-———— T
CGCCCACCACCGCC-A---—- TCA-GTCCACCATCCACACAGAAGACAATGCTC-——-— T
C-CACAG-GCCAGC-A---GCTAGAATCCCTGGGCCTC-CTGGCCCCCGGGGAGCAGAGC
C-CACAG-GCCAGC-A---GTCCGGACCCCAGGAACTCGTTAATGCCTGGGAAAAGGAAT
T-C-TAG-GACAGCCA---GGTCG-ACTCCTGGCCCAC-CTGATTCCCTGGGAAGGGAGG
A-TGCAG-GTGAGCTATATAGCCAAGTGCCTGGACAGAGTCAGTGGCTCGGCTC————— C
CCTTCAG-GCCATT--—--- TTCAATATTATTTAAAAAATGAAACTCCTAAAAAA---TC
CCCTCTG-GGCATT--—--- TTCAGTATTACTTAGAAGATGAAACTCCAGAGGAAACATC

ACTCAAAGCCCTGAGAGATTTAAGCCA --TGCATCAATACTGGCATCAGCAA-AGAAT -~
GCTCAAGATGCTGAGGAATTTCAACTA-—~C—————-=-— CTCTCTTCCTCCA-TGAA---
CTGCCGTGCACCGAGAGG-—-AAGCCAGCTGCTACT--GCCAGGCTGAGCCGTCGGGG—-
C-GCGGTATGCAGAGAGC-—-AAGCC---TGGGTCT--GCAGGGCTGCGCGCTCGTAG--
CCACAATGCTTGGAGA————-~- AGCC----AGAACA--GACAGGACAGACA--CAGAGAC
TTGCTGTGTCCTGAAAAG---ATGCCAGACTCATCGAGGGCAGAACAGACACCTGTAC-~
ACTCCAGGTTCTCAGGGG----AACTG————-————————- ATACTCGTCCCACGGCT--
ACTCCGGGTCCTCAGGGG----AACAG——---———-————= ACACTCGTCCCACAGAT -~
* * * *
~TCCGGGAATTTACCTGCT-GATAAG-GT~~——~ CCA--———- TTCAGCTGATGG---AA
————— GGAGTG-----GCC—-AAAGAGTGA-—---TCG------TTCATCTGATGG---AG
~GACCTCGCTGTCCCCGCCCCCCGAGAGC -~ --TCCGGGAGCCCCCAGCAGCCGGGCCTG
~GTCGTCGCCATGCCCGCCGGTTGAGGGC -~ -~CCCGCGGGGCGCCAGCGGCC——-CCTG
TGGCCATGCTCTGTCCCTCTGATGAGGCC ——--TCTG---ACCCCTTGTGGCCAGGTCTG
TTGCTCTATTATG-CCGCAGGAAGAAATCATTTTCTACAGGACATCACTGGTCTA-~CAG
—————— GGATCT--CCGTCTCCCAAGCTC-—---TCAGGGCACTTCTCCA--TGAGTGCA
—————— GGATCT--CCTCCATCTAAACTC-----TCAGCGCTCTTCTCCA--TGGGTGCA
*
AGTTTCCCAGGTCAGAATGGTTGATCTCAAAGCT ----GGTCCTCCCTCAGACTATCAAG

GGACTCCAATGGTGGGATGCTGGATGGTGAAGGC----GCTCCACCCTGTGGCTATAAAG
TCCGCCCCCCAC--AGCCGCCAGATCCCCGCACCCCAGGGCGCGGTGCTGGTGCAGCGGG
TGTGCCTCCCGC--AGTCGCCTGATCCCTGCGCCCCGCGGAGCGGTGCTGGTGCAGCGGG
TGTCCCACTCGC--AGCCGACTGATCACAGCACCCCAAGGAGCATTGCTGGTGGAGCGGG
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93

251
123
149
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269
186
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312
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250
259
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Xenopus
C.auratus
D.rerio

D.labrax
O.latipes
H.sapiens
M.musculus
Monodelphis
Xenopus
C.auratus
D.rerio

D.labrax
O.latipes
H.sapiens
M.musculus
Monodelphis
Xenopus
C.auratus
D.rerio

D.labrax
O.latipes
H.sapiens
M.musculus
Monodelphis
Xenopus
C.auratus
D.rerio

D.labrax
O.latipes
H.sapiens
M.musculus
Monodelphis
Xenopus
C.auratus
D.rerio

.labrax
.latipes
.sapiens
.musculus
Monodelphis
Xenopus
C.auratus
D.rerio

= mOUuU

D.labrax
O.latipes
H.sapiens
M.musculus
Monodelphis
Xenopus
C.auratus
D.rerio

GCTCCCTACTGCCTAGCCAATCTATTTCTGCACCTACAGGGGAGTTCTTGGTGGAAAGAG
AATCCTCACCG---AAACACACGGGGGTGGGCTCC---TGTAAAACCTTACACAAAAAGG
GGTCCTCAGAA---AAACACATGGTGGTGGTCTCC---AGAAAGTCCTTACACCAAGAGG

* *

AAACGTCAAGATGTGTCCTCATACAACCTCAACTCCTTTGGTCTACGTTACGGAAAGTGA
AAACGCCAGGACCTGTCCTCATACAACCTAAACTCTTTTGGTCTCCGTTATGGAAAATGA
AGA----AGGACCTGCCGAACTACAACTGGAACTCCTTCGGCCTGCGCTTCGGCAAGCGG
AGA----AGGACCTGTCCACCTACAACTGGAACTCCTTCGGCCTGCGCTACGGCAGGAGG
AGA----AGGACATGTCAACCTACAATTGGAACTCCTTCGGCCTGCGTTATGGGAAGCGC
AAA----AAGATCTCTCTACCTACAACTGGAACTCTTTTGGCCTCAGATATGGCAAGAGA

AAGC---AAAAGGT TGCATACTACAATCTCAATTCCTTCGGCCTCCGCTATGGAARAAAA
AGAC---AGAATGTAGCTTACTACAATCTCAACTCCTTCGGCCTCCGCTATGGCAAGAGA
* * * * * * Kk Kk Kk x *k kk kk Khk k% *  x ** %

CACAAGACCTGATGTCTGTTGT -TA-———-———-——--——- TTCTGTGTT-AG----AGCT
CA---——-—- GGTGTCTGCT = === == == = m— —m e o
GAGG----- CGGCACCAGGGAA-CCACGGCAGAAGCGCTGGGCGGGGCTGAG--—-GGCG
CAGG----- CGGCGC--GGG--—--— CAGCA----—=--—-- CGGGGCTGAG----TGCT
CAGA-—--- CAA-AC————————————— o CGGGG--AAA----GGCT
GACT----- CCGGGTCAGAAAA-TT——-——=—————————— CCAAGGTGAAG----ATCT
AAGCAAAA--CATGCTTGCTGAGTTTAAACAAAAAATACCTATGAAGTGAAGTGAGGACC
GAACAGGA--CATGCTCACACGATTGAAACAGAAAAGTCCTGTAAAGTGAAG——--GACC

*

GATATT-———=—=——==———————————— TTTATATATTTTCTTTGTACA-———=-——=~
—=TGTT-—==——==——==——————————— TTCTCCTGGTTTGTTTGT ~——————=-——=~
CA--GG-=——==—=—==——————————— - TGCGGGGCAGTGAACTTCAGACCCCAAAGGA
GG-=GC-=——==—==——————— - TGCAGG----TGGATTGTAGA--———-——=—
CG-=GG-=——==—===—————— - TGC————=——————————————— =
GGTAGT--———-——=—————————————- TCTAAGCAAAAAAGCAAAAGATCTTTGATCA
ACTGGG----- TCGG-GCTAAATC--TTGTGTAT---—- TGTTCTTTGAGGTT---——--—

—————————————————————————————————————————— TTCAGAGTGGGA--——-~-
—————————————————————————————————————————— O
GTCAGAGCATGCGGGGCGGGGGCGGGGGGCGGGGACGTAGGGCTAAGGGAGGGGGC ——— -
———————————————————————————————————————— GGCCAAGGCAGGG-———---—
CTTTTTTT——====—=====——==———~ GCAGTCAGAGATACCTTATACTGACTAA-——~-

-—-TTATATTA----ATTAGAAATGATCTGT---AGATTGATTTCTAGACAAAACAT-—-—--
-TTTCTGTTATTTTGTTGGGTGTAATTAGTTTCATTTGGGTGTTTAGGTAGGGGATATGT

—————————— GCTGGAGCTTCC A== == == == == —m——m o oo
——————————————— AGCTTCTA- ——— === == —————m——mm e
—————————— TATTAATCCCCTACA-——=——==——==—————————— e =
—————— TAGTGCAATAGTTCACAGACTTTAGTAA-CTGTGAGGA-—--——--—-CACGTTT

TTTTTTTTGTGTATTATTTTTCTG---TTGGTCCTCTCTGAGGTATTTGCCTTCATGTTT

---AAAGAAAAGTGTAATGTCACTGTTGAAAGCTCAATAAAAATGTTGGTTAAAGATT -~
———————————— TGTAA-—---——-——--——-——-AATAAAA-TATTCA-——-———-——-
---ACCCGAGGCAATAAAAGAAATGTTGCG---TAACTCAAAAAAAAAAAAAAAAAA———
---GACTTGTGCAATAAAAGCAATGCTGC--—-CGTC-——=———=——=————————————

GAGATGACATCGATTGGAAATACTATTGTGGATTGTCCTCCACTAATAAATAAAGCCTGG
T----GCTAGTAATAAATACAAATGTTTTGT --CAAACAATCTGAATAAAAGGATTTTAT
TAGGTGTTAAAAAGAAAGAAAAATACAAGA----AAAAAAGACAAATAAACGGACCTTAC
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370
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494
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442
591
459
478

506
374
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643
550
594
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B) kissl /a.a.

H.sapiens
M.musculus
Monodelphis
D.rerio
C.auratus
O.latipes
D.labrax
Xenopus

H.sapiens
101
M.musculus
Monodelphis
115

D.rerio
C.auratus
O.latipes
D.labrax
Xenopus

H.sapiens
M.musculus
Monodelphis
D.rerio
C.auratus
O.latipes
D.labrax
Xenopus

--MNSLVSWQLLLFLCATHFGEPLEKVASVGNSRPTGQQLESLGLLA--—-—-—-==——————
--MISMASWQLLLLLCVATYGEPLAKVK----PGSTGQQOSGPQELVN-—-————==——————
--MRSSVYWQLLLLLSVSPFGETSDKFAPVENPGRTGTSSLSQEASSSDFSALGQPGRLL

-—-—-PGEQSLPCTERKPAATARLSRRGTSLSPPPESSGSPQQPGLSAPHSRQIPAPQGAV

—-———-AWEKESRYAESKPGSAGLRARR-SSPCPPVEGPAGRQRP-LCASRSRLIPAPRGAV
AHLIPWEGRPQCLE-KPEQTG-QTQRLAMLCPSDEAS-DPLWPGLCPTRSRLITAPQGAL

—————————————————— TDTRP----TDGSPPSKLSALFSMGAGPOKNTWWWSPESP--
—————————————————— TDTRP----TAGSPSPKLSGHFSMSANPHRNTRGWAPVKP--
—————————————————— FNYLS--SSMKEWP--KSDR--SSDGGTPMVGCWMVKALHPV
—————————————————— LSHASILASAKNSGNLPADKVHSADGKEPRSEWLISKLVLPQ
——————————— EKMPDSSRAEQTPVLALLCRRKKSEFSTGHHWSTGSLLPSQSISAPTGEF

LVOREKDLPNYNWNSFGLRFGKREAAPGNHGRSAGRG-- 138
LVOREKDLSTYNWNSFGLRYGRRQAAR-————-— AARG-- 126
LVEREKDMSTYNWNSFGLRYGKRQTNRG———-— KARVPA 149
YTKRRONVAYYNLNSFGLRYGKREQDMLTRLKQKSPVK- 116
YTKRKOKVAYYNLNSFGLRYGKKKONMLAEFKQKIPMK- 115

AIKKRQODLSSYNLNSFGLRYGK-———————————————— 100
TIKKRQDVSSY¥NLNSFGLRYGK----—-—-—-—————————— 103

LVEREKDLSTYNWNSFGLRYGKRDSGSENSKVKIW---- 131

kk kAkkkAkk oKk

95

78
77
78
81
96

Figura 4. Alineamiento por Clustaw?2 de las secuencias de kissl de algunos vertebrados. Humano (H. sapiens),
ratén (M. musculus), zariglieya (Monodelphis domestica), pez cebra (D. rerio), pez dorado (C. auratus), medaka
(O. latipes) y Xenopus laevis (rana africana). La parte que codifica para kp-10 esta subrayada y encerrada en
color gris. A) Alineamiento de las secuencias de nucledtidos de kissl, se observa claramente el poco grado de
conservacion de kisspeptina, incluso los 30 a.a. que codifican para kp-10 muestran poca similitud. En este caso
se puede observar que no hay una relacion entre los 3 grupos de vertebrados. B) Deduccién y alineamiento de las
secuencias de aminoacidos de kissl. También se aprecia muy poca similitud, aunque la parte de kp-10 se
muestra mas conservada en forma de a.a. Aqui se aprecia cierto alineamiento por clado, poniendo en primer
lugar a los mamiferos, siguiendo los peces y por ultimo los anfibios. El (*) muestra las regiones bien
conservadas, los (:) la regiones semiconservadas y el (.) las regiones con méas de una modificacion.
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A) kiss2 /nucleotidos

D.rerio

C.auratus
D.labrax
0

D.rerio
C.auratus
D.labrax
O.latipes
Xenopus

.rerio
.auratus
.labrax
.latipes
Xenopus

[oRvEeNw

D.rerio

C.auratus
D.labrax
@)

D.rerio
C.auratus
D.labrax
O.latipes
Xenopus

.rerio
.auratus
.labrax
.latipes
Xenopus

ol vEoNw

.rerio
.auratus
.labrax
.latipes
Xenopus

[oRvEeNw]

.rerio
.auratus
.labrax
.latipes
Xenopus

ol vNoNw]

D.rerio
C.auratus
D.labrax

——————————————————————————————————— ATATAAGCT--C--------TACAA
TTTGTTCACTGAAGAGAGAAAGGCTCAGCTGTGCTCCATAAGCT--T--——-—=-— TCCAA
—————————————————————————————————— GGCACGAGGAGAC--------ACACA
————————————————————————————————— AGATA-GAGCAG-C------—--TCTCA
————————————————————— AACAAACATTCTAGATATAAACCCACAATATTTATTTCG
* *
TTCAGCA—————————————————————————— ATATGAATACCAGGGC-—--—--—- GC
TTCAGCA———————————————— - GCATGAAAATCAAGGC--——--—=--- AC
CACAG-A————————————m oo GGATGAGGCTCGTGGC—-——-——-— TC
GGCTGCA———————=—————————————————— GGATGACACGTGCGGT—-——-——-- TG
CTCAGAATTTCCGATTTTCCCCTTTCTCTCCCCAGTTGAAGGCAATGGCCAGGACAATGC
* x  * * k% * %

TGATTCTCTTCATGTCTGC---AATGGTCAGTCAGTCTACAGCTATGAGAGCAATACTC
TGATTCTCTTCATGTCTGC---AATGATCTGTCAGTCCACAGCTTTGAGAGCCTCATTC -
TG---GTCGTGGTGTGCGG---GCTGATC--CTGGGTCAGGATGGAGGGAGCG-TGGGA -
TG---CTCGTGCTGTGCGC---GCTGATC--GCAGCTCAGGACGGGGGGCGCG-CGGCT -
TGCTCCTCCTCCTTCTCACCCTGGTGATTTCCCAACATGCCGTGGGGGGAACCATGTTCA
* % * k%  *x * * k% x * ok *

--ACTGACATGGACACACCAGA-—---- GCCTATGCCAGACCCCA-AACCGCGTTTT--—

—-—-ACTGACATGGATATATCTGATTCTGAGCCCGTTCCAGACTCCA-AGCAGCACTAT---
—-—-GCAGCTCTGCCGGAACTCGACTCTGCACAGAGGACAGGAGCAACAGGTTCACTCCT-—
--GCTGGTCTGGCCGCGCGGGACTCTGGGCGCGGGACACACGCGACAGGTGTGCTGTGGA
GGGGCGACGAGGAGGGTCTAGAACTTGAGGAGATTGGCGGCCCAG-AGACAAGTTACCCA

* * * % * * *

———————— CTGTCAAT---GGAGCGAAGGCAGTTTGAGGAGCCCA-GCGCTT————-——-

———————— CTCTCAGT---GGAGCGGAGGCAGTTTGACGAGCCCA-GTTCTT————-——~

———————— CTCTGCGCTCAGGAG-GAGGACTGCAGGA-GAGTT--—--TTTTG-—--—~---

———————— TCCTCCGC--AGGAGCGAGGAC—~~--—=-GACTC----TGCGG-—----—~

GAAGGAGACCCACGGGAGAAGAGTGAGTCCTATGAGCTGATCCCAAGTGCTGACACTCTA
* k% ok * * %

——————— CTGACGACGCAAGTCTTTGCTTTTTCATCCAGGAAAA-AGACGAAACGAGTCA
——————— CAGACGACGCAAGCCTTTGTTTTTTCTTCCAAGAAAA-AGACGAATCGACACA
——————— GGGAGGATTCCAGCCCGTGTTTCTCTCTGAGAGAGAA-CGAGGAGC--AGCGG
——————— CAGGGGGGGCCGGGCTGTGCTCGTCCCTGCGGGAGGA-CGACGAGC--AGCTG
AGCTGGCCGGGCCGCTCCAACATCTGCTACTTTATCCGTGAGGGGAGATTAGA-GAGTCA

* * **x X * * * % * % * *

AATATCCTGCAAACATCGACTAGCACGCAGTAAATTCAACTACAATCCGTTTGGGCTGCG
TATTTCCTGCCAACATCGATTACCACGCGGTAAATTCAACTACAACCCGTTTGGGCTGCG
CAGCTCCTGT--GCAACGACCGCA--GGAGTAAATTCAACTTCAACCCGTTCGGCCTCCG
—————— CTGT--GCGCCGACCGCC--GCAGCAAGTTTAACTACAACCCGTTTGGGCTGCG
GCTCTCCTGCCACCTCCGTTTCACCCGGAGCAAATTTAACTTTAACCCTTTCGGGCTGCG

* k% * * % * * k% * Kk ok k kK *k kk Kk kkx k*k k%

ATTCGGAAAGAGAAA-CGAAGCGACAACCAGCGACTCTGACAGACTCAAACACAAGCACC
TTTGGGAAGCGAAA-TGAAGCGCCAAC-—=-—————— TGACAGACCCAAACACAAGCACC
TTCGGGAAGCG--C-TACATTTAC-AGAAGGGCCCTTAAAAGAGCCAGGACGAACAGGT
TTCGGGAAACGAGC-TCCGCCCCCCAGAGGAGCGC---ACCGAGCGCGCGCCATGAAGC
TTCGGGAAGCGGGCGCGTGGCGATGCCAATGGG----GAGGGACTGGCGCCCCTCGTGC

*kxk kk k%K * * * %

Q

Q

Q

H

TGCTGCCAATGATGCTTTACCTGAGAAAGCAATTAGA--AACGTCGTGA--—————— AAT
TGCTGCCAATGATGATTTACCTGAGAAAACAGTCAGA--AACTACTTGA-———--——— AAA
TCTCGCCCCTTTTTCTCTTCTCACGAGAACTGGAGGT--GCCTACCTGATGCCTACTGAT
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50
18
17
39

40
75
42
42
99

96
131
92
92
159

144
185
148
150
218

184
225
186
180
278

236
277
236
230
337

296
337
292
280
397

355
387
348
336
453

405
437
406



O.latipes TCCCTCTGATGTCCCTGTT-TCA-----—---— GGAGGT--GCCCACCTGA-———————— AC
Xenopus CCCGACGGCTCCTCCCTTTCCTGCTGAAGCTGAAGGACAAACGGTGCAGCG——-——~ AGA
* * * * *
D.rerio TCAAG------ TTTTCGTCAGAAGGATGCGATTTTCTT---GGTTGAAA-—--ACTTGGG
C.auratus TCACA------ TTTCTGTCAG-—-———————— TCTTCATCAGAATGGAAA----ACTGTGG
D.labrax GTGTC------ TTCCTCTGAGGACTT-—---— GTGTCCCATTGGTGAAAAGTCAACATGTG
O.latipes ACCCC-—----- CCCCCCC-AGGA-———————— TGTC—-————————— AAGG---ACATGTG
Xenopus GCGTCGGGGAATCCTGCTGAG————=—————— CCCC—————————— AAA----ACTTTGT
* % * * * * *
D.rerio GTAA--—-—-—-—-—-— TTACGATTCAGG-CACACTTTGCC-——=—=——————— GGTT--——-—--- A
C.auratus GTAA--—-----—- TTAT--TTCAGG-CACGCCCTGCC-——————————— TGTT-—-———-—-— A
D.labrax ACAAGTCTTTCCATGTGITTAAAA-TAGGCCTTTTACTTCAGATAAAAGGTTTCGGTGAA
O.latipes G-———-—-———---- GTGGG---GAGG-TGGG-—————————————————— GGTT--AGAGGG
Xenopus ATTC------- TCTCCGTTAAAGGGCAAGTTCTCTC———====————— AGAT---—-——- A
* * * K
D.rerio TTATGCTTTT---—-—========—-—-—- ATGGAATTAGAAAGCGCACTTTGTTT---TATT
C.auratus TTATGCTTTTTTTTTTATTTCCCAGTCATGGAATTTTATGGCGCGCTT-GTTT---CAGT
D.labrax TTAAACTTTTTGT---—-—-————————-— ACCTACCTTTACTGTG-ACATGATTTGAACATG
O.latipes TCAGCCTTTTTGT--—---—-—-———-—-—---— AC--AGTGTT--TGTG-AAATTATT----CATA
Xenopus TTTATTTTCT---—-—-—-———————-—-—-—— ACCTGCGGTGACGCCGGGAG--ATTC---CACT
* ** X% * * * % *
D.rerio GAGTTAT--—-—-————=—=—=—=—=—————- TGTAGCCTATTTGTGCAATAAACGTTTTA-——-—— T
C.auratus CCGTAAT--—-—————-—————————— TGTA-—-—-—- TTTGTGCAATAAACGTTTTA-———— T
D.labrax GAAGAATACGAGAGAAAAACACACTTACAACAG---TGTAAACAGAATGCTTTAGACAAT
O.latipes ATCAAAT--—-————————————————=— CAACA----TGGAAATAAAA-————————————
Xenopus GTATCGT-—-—-—-————————————————-—-—— CCTGTTTGGGTTTACTTTGCCTTCA-————
* * %
D.rerio ATTGTT---AAARAA——————————————————————————————————— AAAAAAAA--—
C.auratus TTTGTTT-GAAAAA-—————————————————————————————————— AAAAAAAAT--
D.labrax ATCATTTTGTAAAATGTTTGCTTTTCTCATCTCAGTTTTTAAGAAATCTAAATGAAACAG
O.latipes --——------ GAAAAA-————— - AAGTGAAA---
Xenopus -—-TGTTCTGCCAA-——————————————————————————————————————————————
* %

D.rerio  ————=———————mmm - AAAAAAA-———————————— A—mmm -
C.auratus ---————----- TTGTACCTACCTGTAAAAAAA-———————————— AAAAAAARAAA-————
D.labrax TCCAATGGACTTTTATGATGATGGGAAAGGAGTAGTTCATTTCACAATAAAAGCACTGTA
O.latipes —————=————————————————-—-—— AAAAAAA-———————————— AAAAAAA-———————
Xenopus  —-mm oo T o oo
B) kiss2 /a.a.

D.rerio MNTRALILFMSAMVSQS-TAMRAILTDMDTP--EPMPDPKPRFLSMERRQFEE———————
C.auratus MKIKALILFMSAMICQS-TALRASFTDMDISDSEPVPDSKQHYLSVERRQFDE-------—
D.labrax MRLVALVVVCGLILGODGGSVGAALPELDSA---QRTGATGSLLSALRRRTAG-——-———-—
O.latipes MTRAVVLVLCALIAAQDGGRAAAGLAARDSG---RGTHATG-VLWILRRSEDD-------
Xenopus ---MLLLLLLTLVISQHAVGGTMFRGDEEGLELEEIGGPETSYPEGDPREKSESYELIPS

o .. . * . *

D.rerio ---PSASDDASLCFFIQEKDETSQISCKHRLARSKFNYNPFGLRFGKRNEATTSD--SDR
C.auratus ---PSSSDDASLCFFFQEKDESTHISCQHRLPRGKFNYNPFGLRFGKRNEAPT-—---— DR
D.labrax ---EFFGEDSSPCFSLRENEEQRQLLCNDR--RSKFNFNPFGLRFGKRYIYRRA---LKR
O.latipes ---SAAG-GAGLCSSLREDDE--QLLCADR--RSKFNYNPFGLRFGKRAPPPRG---AHR
Xenopus ADTLSWPGRSNICYFIREGRLESQLSCHLRFTRSKENFNPFGLRFGKRARGDANGEGLAP

* o ok o Kk * Kk Ak kekkAkhkAkAkA Ak kK
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452
477
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580
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676
505
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588
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736
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117



D.rerio LKHKHLLPMMLYLRKQLETS————-- 125
C.auratus PKHKHLLPMMIYLRKQSETT------ 124
D.labrax ARTNRFSPLFLFSRELEVPT-—-—--- 122
O.latipes ARAMKLPLMSLFQ---EVPT------ 115

Xenopus LVPRRLLPFLLKLKDKRCSESVGESC 143

Figura 5. Alineamiento por Clustaw? de las secuencias de Kiss2 de algunos teledsteos y un anfibio. Pez cebra
(D. rerio), pez dorado (C. auratus), lubina (D. labrax), medaka (O. latipes) y Xenopus tropicalis (sapo africano).
La parte que codifica para kp2-10 esta subrayada y encerrada en color gris. A) Alineamiento de las secuencias de
nucledtidos de Kiss2, se observa el poco grado de conservacion de la secuencia, aunque Kiss2 parece ser un poco
mas conservada que kiss1. B) Deduccion y alineamiento de las secuencias de aminoacidos de kiss2. Al igual que
para kissl, la parte que codifica para kp2-10 se muestra mas conservada en forma de a.a. En ambos casos se
puede ver un alineamiento en base al grupo taxonémico, agrupando primero las 4 secuencias de peces y dejando
al Gltimo la de anfibio. EI (*) muestra las regiones bien conservadas, los (:) la regiones semiconservadas y el (.)
las regiones con mas de una modificacion.

A pesar de que kp-10 es la parte méas conservada de las secuencias, se ha demostrado que los
decapéptidos generados para kissl y kiss2, difieren en algunas posiciones especificas.
Realizando una comparacion de los diez aminoécidos de kp1-10 y kp2-10 de algunos grupos
de vertebrados, se puede considerar una clasificacion bastante buena para los péptidos de kp-
10 (Roa et al., 2008; Mechaly et al., 2011). Notoriamente, Kiss2 se distingue de la forma RY -
amida (presente en kiss1 de algunos vertebrados no mamiferos y de peces 0seos), presentando
la forma RF-amida (la cual se encuentra méas estrechamente vinculada con la forma kissl de
humanos y otros primates) (Figura 6). Otra caracteristica importante de resaltar es que kissl
presenta una tirosina (Y) en la primer posicién y una fenilalanina (F) o una Y en la Gltima
posicion, correspondiendo a las formas Y-Y y Y-F respectivamente. Por el contrario, Kiss2
siempre corresponde a la forma F-F, presentando una fenilalanina tanto en la primer como en
la altima posicidn (Figuras 3 y 6) (Kriegsfeld, 2006; van Aerle et al., 2008; Biran et al., 2009;
Felip et al., 2009; Kitahashi et al., 2009; Mechaly et al., 2011). La parte menos conservada se
encuentra en el tercer aminoacido, donde se observa muy poca homologia, incluso entre una
misma isoforma, aunque todos los aminoacidos presentes en esta posicion tienen algo en
comun, son altamente hidrofobicos (Akazome et al., 2010). En la posicion del quinto
aminoéacido existe una variacion entre Kissl y kiss2, donde kissl siempre presenta una serina
(S) y kiss2 siempre una prolina (P), pero individualmente parecen ser conservadas. Las
posiciones 2, 4 y de la 6 a la 9 se encuentran muy bien conservadas entre ambas isoformas de

kiss (Figuras 3y 6).
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12345678910

GKR RF-amida
GRR RY-amida
GKR RY-amida
GKR RY-amida
GKK RY-amida
GK- RY-amida
GK- RY-amida
GKR RY-amida
GKR RF-amida
GKR RF-amida
GKR RF-amida
GKR RF-amida
GKR RF-amida

H.sapiens kissl (Y-F)
M.musculus kissl (Y-Y)
Monodelphis kissl (Y-Y)
D.rerio kissl (Y-Y)
C.auratus kissl (Y-Y)
O.latipes kissl (Y-Y)
D.labrax kissl (Y-Y)
Xenopus kissl (Y-Y)
D.rerio kiss2 (F-F)
C.auratus kiss2 (F-F)
O.latipes kiss2 (F-F)
D.labrax kiss2 (F-F)
Xenopus kiss2 (F-F)

Figura 6. Comparacién de las secuencias de a.a. de kiss 1 y kiss2 de humano (Homo sapiens), raton (Mus
musculus), zariglieya (Monodelphis domestica), pez cebra (Danio rerio), pez dorado (Carassius auratus),
medaka (Oryzias latipes), lubina (Dicentrachus labrax) y Xenopus laevis. Los residuos conservados entre kiss1 y
kiss2 estan marcados con gris claro, los residuos especificos para kiss1 con GFISIOSGUEO Y los residuos tnicos de
kiss2 con [Teg8. Se puede apreciar el extremo terminal RF-amida de kiss1 de humano, similar a kiss2 de peces y
anfibios, mientras que kiss1 de mamiferos no primates y de otros vertebrados como peces y anfibios, siempre
pertenecen a la familia de neuropéptidos RY-amida. También se puede observar que kissl puede presentar la
forma Y-F (en caso de humanos) 0 Y-Y (para los demas vertebrados) y kiss2 siempre presenta la forma F-F. En
todos los casos Kissl presenta una S en la quinta posicion, mientras que Kiss2 una P.

En conclusion, kissl y kis2 serian genes paralogos, los cuales podrian tener un mismo o
diferente fin funcional. En muchos casos, uno de los paralogos es funcionalmente perdido,
convirtiéndose en un pseudogen, denominando a dicha caracteristica como una “no-
funcionalizacion”. Menos frecuente, una de las copias adquiere una nueva funciéon mientras
que la otra preserva la funcion ancestral, llamando a la primera: “neo-funcionalizacion”. En
un tercer escenario, ambos paralogos pueden perder un subconjunto diferente de las
funciones, complementandose entre si para cumplir con la funciéon ancestral: “sub-
funcionalizacion”. Con todos los datos que se tienen referente a las dos formas de Kiss, se
puede pensar que estos genes divergieron en los diferentes linajes, adquiriendo una de estas
tres nuevas caracteristicas sobre la funcién que desempefian regulando el eje HPG (Felip et
al., 2009; Akazome et al., 2010).

Basandose en estos datos, Akazome et al., (2010), proponen un esquema hipotético sobre la
evolucion de kiss en vertebrados, donde se sugiere un vertebrado ancestral que haya poseido

ambos genes de kiss. Ambas formas de Kkiss persistirian en agnatos, como la lamprea
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(Petromyzon marinus). Después, tanto kiss1 como Kiss2 se perderian en aves, mientras que en
los reptiles solo se conservaria kiss2. En el linaje de los mamiferos, se conservaria kissl en
marsupiales y placentados, mientras que los monotremas conservarian ambos genes, Kissl y
kiss2. Por otra parte, en los teleGsteos ocurriria una evolucion independiente a la de los
tetrapodos, donde podrian conservarse ambos genes y/o perderse solo uno (kissl), pero nunca

kiss2, el cual siempre esta presente en este grupo de vertebrados (Figura 7).

Placentados y marsupiales

kiss1
Mamiferos
Monotremas
Aves...??? Kis1/kis2
Reptiles/ kiss2
Tetrapodos
P Anfibios
Kiss1/kiss2
E.coioides, T.niphobles,
Vertebrado ancestral i H.hipoglosus, 5.senegalensis
kiss1/kiss2 kiss2
Teleosteos

D.rerio, C.auratus, O.latipes,
D.labrax, S.japonicus
Kiss1/kiss2

Agnathos
Kiss1/kiss2

Figura 7. Esquema hipotético donde se muestra la evolucion de kiss en los vertebrados. Se aprecia en qué linaje
se conservaron ambos genes (anfibios, teledsteos, agnatos y monotrema), en cuales se perdié Kiss2 (mamiferos
placentados y marsupiales) y en cuales se perdié kissl (reptiles y algunos peces). Interesantemente se pueden
perder ambos, como se observa en aves (Modificado de Akazome et al., 2010).

Tomando en cuenta la propuesta de este esquema, se facilita la explicacion de cual de los dos
genes de kiss ejerce la funcion reguladora sobre el eje HPG en los diferentes linajes. Por
ejemplo, en las especies que s6lo conservan un gen kiss (ya sea kissl o kiss2), evidentemente
ese gen es el que actia sobre las funciones reproductivas; esta caracteristica se refleja
claramente en los mamiferos placentados y marsupiales, donde kissl es quien regula el eje
HPG, y en Anolis carolinensis (representado a los reptiles) y algunos peces como el pez globo
y Solea senegalensis, donde kiss2 es quien regula la reproduccion. Por otra parte, las especies
que presentan ambos paralogos, como es el caso de monotremas, anfibios y varias especies
de teleosteos, se puede dar un proceso de neo-funcionalizacién, donde uno de los paralogos

preserva su funcion original sobre el eje reproductor y el otro asume funciones no
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reproductivas; como en el pez medaka y el pez dorado, donde kiss1 es quien esta involucrado
en la regulacion del eje reproductivo (Kanda et al., 2008; Li et al., 2009-b). También puede
presentarse el caso de que ambos paréalogos actiien sobre la funcion original, por ejemplo en el
pez cebra, donde tanto kiss1 como kiss2 acttian sobre el eje HPG, a lo que se le conoce como
una sub-funcionalizacién (Kitahashi et al., 2009; Servili et al., 2011). Un caso especial se
observa en las aves, donde hay una especie de “degradacion” o pérdida de ambos genes
(Proudman et al., 2006; Akazome et al., 2010). Aunque la regulacion del eje reproductivo
HPG en las aves sigue modulado por GnRH, uno de los principales blancos “rio abajo” de

kisspeptina.

Receptor a kisspeptina: kissr/GPR54

Los receptores metabotropicos difieren fundamentalmente de los receptores ionotropicos en
que afectan a los canales idnicos a través de la activacion de las proteinas G. Todos los
receptores metabotropicos de neurotransmisores forman parte de la familia de receptores
acoplados a proteinas G (GPCR’s). GPR54 o kissr pertenece a esta familia de receptores
(Kotani et al., 2001; Muir et al., 2001; Ohtaki et al., 2001), los cuales se caracterizan por
presentar una arquitectura molecular comuln, la cual consiste en 7 dominios
transmembranales, de los cuales, minimo cuatro contribuyen al sitio de fijacion para el
neurotransmisor, también cuentan con 3 asas extracelulares, 3 asas intracelulares, y sus
respectivos extremos carboxilo y amino terminal; la region intracelular forma el sitio de unién
a las proteinas G (Purves et al., 2001; Bear et al., 2007; Hadley & Levine, 2007).

Las proteinas G presentan una estructura heterotrimérica, esto quiere decir que estan
conformadas por tres subunidades (a, B Yy ). Se les llamé proteinas G porque la subunidad o
se une a nucleotidos de guanina, como guanosin trifosfato (GTP) y guanosin difosfato (GDP).
En su estado inactivo existe GDP unido a la subunidad a, al activarse ocurre un intercambio
de GDP por GTP y la subunidad o se disocia del complejo B-y (Purves et al., 2001; Bear et
al., 2007; Hadley & Levine, 2007; Kanda et al., 2008; Castafio et al., 2009) (Figura 8).
Existen cuatro principales vias de sefializacion mediadas por proteinas G, las cuales actlan a

través de efectores enzimaticos:
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1) Gs: cuando la adeniliciclasa (enzima presente en casi cualquier tipo celular)
se une a una proteina G estimuladora (Gs) para generar AMPc (adenosin

monofosfato ciclico) y activar asi la proteincinasa A (PKA).

2) Gi: cuando la proteina G inhibe la adeniliciclasa.

3) Go: al activar a la fosfolipasa C se producen dos segundos mensajeros,
inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG), resultando en la liberacion de
calcio intracelular y la activacion de la proteincinasa C (PKC),

respectivamente.

4) Gq: la activacion de la fosfolipasa A, produce la liberacién de acido

araquidonico.

Los productos terminales de cada una de estas vias de sefializacion, pueden abrir o cerrar los

canales idnicos de la célula blanco (Purves et al., 2001; Hadley & Levine, 2007).

Kissr juega un papel muy importante en la correcta funcion del inicio de la pubertad atribuido
al sistema Kiss/kissr; ya que se ha reportado que mutaciones sufridas en este receptor (de
humano y de rata) provocan desordenes en el correcto desempefio del sistema y alteraciones
del eje reproductivo, como el hipogonadismo hipogonadotropico idiopatico (de Roux et al.,
2003; Seminara et al., 2003), retardo del crecimiento gonadal, infertilidad y decremento en las
concentraciones de LH y FSH (Funes et al., 2003; d Anglemont de Tassigny et al., 2007).
Ademas, la expresion del mRNA de kissr se ha detectado en hipdfisis de rata (Richard et al.,
2009) y humano (Ohtaki et al., 2001).

Al igual que para kisspeptina, se han reportado varias isoformas para el receptor, las cuales se
denominan: kisslra, Kisslrb, kiss2ra y kiss2rb (Biran et al., 2008; Lee et al., 2009; Li et al.,
2009-b). Demostrandose que kisslra de pez cebra usa la via de transduccion de sefiales
proteina cinasa C (PKC), mientras que kisslrb puede actuar por ambas vias, PKC y proteina
cinasa A (PKA). Tanto kisslra como Kkisslrb de pez cebra son altamente expresados en
cerebro posterior, mientras que kisslra es moderadamente expresado en el telencéfalo y
kisslrb moderadamente en el diencéfalo y cerebro medio (Biran et al., 2008). Ademas, tanto

kiss1 como kiss2 han demostrado poder activar todos los subtipos de kissr's a diferentes
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potencias (Lee et al., 2009), sugiriendo que los receptores a kiss no son selectivos. Basandose
en estos datos, se ha llegado a una discusion sobre las relaciones ligando-receptor y las
funciones fisioldgicas que estas impliquen, asi como los eventos evolutivos a través de los

cuales se ha modificando dicha interaccion (Akazome et al., 2010; Mechaly et al., 2011).

Mecanismos de accién

En particular, el efecto estimulador de kisspeptina (ligando) sobre la secrecion de GnRH a
través de Kissr (receptor) utiliza mualtiples mecanismos de accion y vias de sefializacion, entre
las que destacan la activacion de la fosfolipasa C (PLC), con la subsecuente hidrolisis del
fosfatidil inositol 4,5-difosfato (PIP,) para generar inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol
(DAG). El IP; abre los canales de calcio (Ca*) del reticulo endoplasmico (ER) permitiendo la
salida y movilizacion de Ca" intracelular al citoplasma y el cierre de los canales de potasio
(K"). Por otra parte, el DAG activa la via PKC, la cual puede activar vias relacionas al
mitdgeno activador de proteinas cinasas (MAPK); especialmente ERK1, ERK2 y kinasa-p38
(p38k) (Castario et al., 2009; Oakley et al., 2009; Tena-Sempere, 2010) (Figura 8).

ARG F;F;i;?;?;?;F;F;?;?;?;?;F;?;?;g%;&'?;i;?;§;§;§;§;§;¥;F;F;?;F;?;?;F;?;F;?;?;i

(XX (XXX EEK KKK N‘% (CAGH XEBREX XX XX KKK

00006666 O LROOOOMOOONRNI s RO
SIS ;

7\

Figura 8. Activacién de la via de sefializacién por medio de la cual kisspeptina (kp) estimula la liberacion de
GnRH a través de GPR54. La cual involucra la activacion de la PLC, movilizacion de Ca® intracelular y
reclutamiento de ERK1, ERK?2 y kinasa-p38 (Tomado de Tena-Sempere, 2010).
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Neuronas-kiss

También se ha propuesto que el efecto de los esteroides gonadales en la expresion de kissl a
nivel hipotalamico deberia estar mediado por los receptores de hormonas esteroideas. Dado
que en ratones macho, alrededor del 65% de las neuronas kissl del niucleo ARC también
expresan el receptor androgénico y alrededor del 90% expresan el receptor alfa de estrégeno
(ERa), mientras que en ratones hembra, la mayoria de las neuronas kiss1 de los nicleos ARC,
AVPV y PVN expresan ERa y solo entre un 25% y 40% expresan el receptor a estrogeno beta
(ERP). En ratas, alrededor del 60% al 70% de las neuronas Kiss1 de los nicleos ARC y AVPV
expresan ERa y entre 10% y 20% expresan ERP. Por otra parte, en ovejas se encuentra una
proporcion de expresion mas similar entre ambos subtipos de receptores, habiéndose
reportado que el 90% de las neuronas kissl del POA expresan ERa y el 86% expresan el
receptor de progesterona (PR) (Gutiérrez, 2009). Otro dato interesante es que la mayoria de
las neuronas GnRH-1 (>80%) de peces, ratas y ratones adultos, expresan mRNA de kissr
(Irwing et al., 2004; Parhar et al., 2004; Han et al., 2005).

Las neuronas kiss1 del nicleo ARC de ovejas también expresan los neuropéptidos dinorfina
A (DYNA) y neuroquinina B (NKB), ambos ligados al ERa y PR, e implicados en la
regulacion de la secrecion de GnRH. Por lo que su co-expresion en las neuronas kissl puede
tener un importante papel en la modulacion del control de la secrecion de GnRH por
kisspeptina (Goodman et al., 2007; Gutiérrez, 2009; Tena-Sempere, 2010). Estos datos
también se han reportado en otras especies de vertebrados como rata, ratén y humano (Oakley
et al., 2009). En el ndcleo AVPV, las neuronas kisspeptina no expresan DYNA ni NKB en
ninguna de las especies estudiadas, sin embargo, las neuronas kisspeptina del nicleo AVPV
de ratdn co-expresan tirosina hidroxilasa, sugiriendo que estas células también podrian ser
dopaminérgicas (Goodman et al., 2007; Gutiérrez, 2009; Oakley et al., 2009; Tena-Sempere,
2010).

En medaka (Oryzias latipes) mediante la técnica de hibridacién in situ, se encontraron dos
poblaciones de neuronas Kisspeptina en los nucleos hipotalamicos posterior paraventricular
(NPPv) y ventral tuberal (NVT). Las neuronas kissl del NVT varian en ndmero por
dimorfismo sexual en condiciones de crianza (machos >> hembras) y son sensibles a
estrégenos ovaricos, mientras que las neuronas del NPPv no se ven afectadas por ninguna de

estas dos variantes. Esto sugiere cambios en la expresion del mRNA de kiss1 por ser sensibles
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a los esteroides, de acuerdo a los cambios de la estacion y la etapa reproductiva, sugiriendo
fuertemente que el sistema neuronal Kisspeptina se encuentra involucrado en la regulacion

central de las funciones reproductivas (Kanda et al., 2008; Oka, 2009).

Investigaciones electrofisioldgicas han demostrado que Kisspeptina ejerce un potente y
prolongado efecto estimulador sobre la excitabilidad eléctrica de la mayoria de las neuronas
GnRH (Dumalska et al., 2008; Clarkson et al., 2010). Esta accion estimuladora es resultado
de la capacidad de Kissr de activar mdaltiples canales i6nicos en las neuronas GnRH,
incluyendo canales de K" y canales cationicos no selectivos (Liu et al., 2008; Zhang et al.,
2008), mientras que una respuesta prolongada a estos impulsos, parece depender de una

propiedad intrinseca de las neuronas GnRH (Dumalska et al., 2008; Liu et al., 2008).

Con base en estudios por electrofisiologia realizados en roedores hembra, se proponen tres
principales mecanismos neurobiol6gicos mediante los cuales, Kisspeptina activa las neuronas
GnRH para llevar a cabo el inicio de la pubertad. 1) La expresion de altos niveles de mRNA
de kissr en las neuronas GnRH conforme avanza la pubertad, 2) un leve incremento en la
respuesta eléctrica de las neuronas GnRH por la activacién de kissr, y 3) la “repentina”
aparicion de kisspeptina en los axones que rodean las dendritas proximales al soma de las
neuronas GnRH, justo antes del inicio de la pubertad (Clarkson et al., 2010). Estas
caracteristicas nos indican que la sintesis de kisspeptina de los nicleos AVPV y ARC, los
cuales inerva las neuronas GnRH, inicia pocos dias antes del comienzo de la pubertad.

Kissy GnlIH

Recientes estudios en ovejas hembra sugieren una interaccion reciproca entre las kisspeptinas
y el homélogo de mamifero de hormona inhibidora de gonadotropinas (GnlH), llamado
RFRP, en el control central de las neuronas GnRH, pues, mientras que los niveles de
kisspeptina en el ndcleo ARC se ven elevados, los niveles de RFRP en el hipotdlamo
dorsomedial decrecen. Esto se observdO en estados de maxima activacion del eje
gonadotrdpico (por ejemplo en estado de crianza) (Smith et al., 2008). Kisspeptina y RFRP
pertenecen a la super familia de neuropéptidos RF-amida, dichos péptidos juegan roles
opuestos en términos del control de la secrecidn de gonadotropinas, resultando en un balance

entre estimulacion (kp) e inhibicién (RFRP) (Kriegsfeld, 2006). Aunque GnIH parece tener
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un papel crucial en el control reproductivo de las aves, el gen kiss1 no se ha identificado en
ellas (Tsutsui et al., 2007; Tena-Sempere, 2010).

Expresion de kiss fuera del sistema nervioso

En adicion al papel fundamental que ejerce el sistema kisspeptina/kissr sobre el control
neuroendocrino del eje reproductor, se ha incrementado la evidencia que muestra que la
sefializacion de Kisspeptina esta relacionada en otros procesos y funciones, tales como el
sistema inmune (Cardon et al., 2009), la supresion de la metastasis (Lee et al., 1996), la
vasoconstriccion (Mead et al., 2007) y la estimulacion de la secrecion de insulina (Bowe et
al., 2009). Ademas de que los transcritos, tanto de kiss1 como de kiss2, se han detectado en
otros 6rganos aparte del cerebro, el hipotalamo y la hipofisis. Por ejemplo: en las génadas, la
placenta, los pulmones, las branquias, el corazdn, el higado, el rifidn, el intestino, el pancreas
y el tejido adiposo (Oakley et al., 2009; Selvaraj et al., 2010).

En las gonadas, tanto kiss1 como kisslr se expresan en testiculo y ovario, pero no se conoce
aun si el sistema kiss1/kisslr ejerce un papel fisioldgico en la espermatogénesis y/o en la
funcién ovarica. En distintos estudios con ratas se ha sugerido un efecto directo de kisspeptina
en el testiculo, pues la administracion subcutanea de kp-54 produce un incremento de LH, y
un aumento significativo de las concentraciones de testosterona. En ese mismo estudio, la
administracion crénica subcutanea de kp-54 también provoca degeneracion testicular
(Gutiérrez, 2009). La administracion repetitiva de kisspeptina en ratas hembra prepuberales
incrementa los niveles de LH en plasma y adelanta la apertura vaginal en un promedio de 4
dias, esto se observé en comparacion con los controles, asociandolo con un inicio precoz de
la pubertad (Navarro et al., 2004). Los niveles de kissl en ovario de rata varian en una manera

ciclica, incrementandose durante la ovulacion (Castellano et al., 2006).

La expresion de Kissl y kisslr en placenta humana es especialmente elevada durante el primer
trimestre de la gestacion, disminuyendo a lo largo del embarazo. La expresion de ambos
genes aumenta en el mismo periodo de la gestacion, cuando la regulacion y la limitacion de la
invasion del trofoblasto son especialmente importantes. EI mRNA de kissl se expresa en el
sincitiotrofoblasto, el cual representa la interfase entre la placenta y la sangre materna,

teniendo un papel central en el transporte de nutrientes de la madre al feto. Estos datos
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sugieren que la placenta es la mayor fuente de kisspeptinas durante el embarazo (Lee et al.,
1996; Horikoshi et al., 2003; Hiden et al., 2007).

En pez cebra (Danio rerio) y medaka (Oryzias latipes), se encontrd que Kiss2 es expresado en
el cerebro, el testiculo, el ovario, el intestino, el rifidon y el corazén, participando tanto en
procesos reproductivos como en procesos no reproductivos (Kitahashi et al., 2009; Servili et
al., 2011). En pez dorado (Carassius auratus) se reporto la presencia de kissl, kiss2 y sus
respectivos receptores, kisslr y kiss2r, de ellos, el gen kissl es fuertemente expresado en el
techo dptico (tectum Optico), el intestino, el rifidn y el testiculo, mientras que el gen kiss2 se
encontrd principalmente en el hipotdlamo, el telencéfalo, el techo dptico, el talamo, el tejido
adiposo, el rifidn, el corazén y las génadas (Li et al., 2009-b). En el pez cebra se expresan los
4 péptidos: kissl, kiss2, kisslra y kisslrb. Tanto kiss1l como kiss2 se expresan en el cerebro
(kissl en la region ventromedial de la habérnula y kiss2 en el nicleo posterior tuberal y en el
hipotdlamo ventricular), y en tejidos periféricos, como en el testiculo y el intestino. Mientras
que, individualmente kissl es expresado en la hipofisis, el tejido adiposo, el pancreas, el
corazon y el higado, y kiss2 en el ovario y el rifién (van Aerle et al., 2008; Biran et al., 2009;
Kitahashi et al., 2009; Servili et al., 2011). En Dicentrarchus labrax kissl y kiss2 son
expresados principalmente en el cerebro y el tejido gonadal (Felip et al., 2009). El hecho de
tener dos formas diferentes de Kiss, que se expresen en diferentes tejidos y que una pueda
perderse en uno u otro organismo, nos lleva a la incognita de cual sera la funcion exacta de
cada isoforma, ya que los efectos ejercidos por kissl y kiss2 pueden variar a través de las

especies.

Expresion de kiss por dimorfismo sexual

Esta bien documentado que existen cambios en la expresion de kisspeptina de acuerdo al
dimorfismo sexual y al estado de maduracion del organismo. Por ejemplo, en peces se ha
demostrado una diferencia en los niveles de la expresion de kissl y kiss2 entre machos y
hembras (Kanda et al., 2008; Felip et al., 2009; Kitahashi et al., 2009; Selvaraj et al., 2010;
Mechaly et al., 2011). En un estudio con Scomber japonicus se demostrd que en machos de
esta especie, los niveles cerebrales de ambas isoformas decrecen gradualmente en estados
inmaduros de espermacion, cayendo a los niveles minimos durante el periodo de post-desove.
En contraste, los niveles de kissl del cerebro de hembras no muestran una variacion

significativa a lo largo de las diferentes etapas gonadales. Sin embargo, los niveles de kiss2
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flucttan de igual manera que en los machos, decayendo gradualmente en estados inmaduros y
después del desove. En contraste, los niveles de kissl en las gonadas se ven altamente
elevados durante la espermacion y la vitelogénesis tardia (Selvaraj et al., 2010). En medaka
también se ha reportado una variacion por dimorfismo sexual, donde las neuronas kissl del

NVT tienen mayor expresion en machos en condiciones de crianza (Kanda et al., 2008).

Un hecho interesante es que los niveles de kissl y kiss2 son altamente expresados en el tejido
adiposo de peces machos en espermacion y de hembras con vitelogénesis tardia, aunque no
esta del todo claro si la expresion en las génadas por dimorfismo sexual esta relacionada con
la expresion en el tejido adiposo (Selvaraj et al., 2010). Una buena evidencia para pensar en
una relacién, es que en el tejido adiposo de rata la expresion de kissl estd regulada por
esteroides sexuales y la ingesta de alimento (Brown et al., 2008), abriendo camino a
investigaciones sobre el papel que ejerce kisspeptina en la reproduccion a través del

metabolismo.

Regulacion metabolica a traves de kiss

Otras investigaciones han mostrado un particular interés sobre el posible papel que
desempefa kisspeptina sobre la relacion entre el balance de energia y la reproduccion. Se sabe
que el eje reproductivo es inhibido por un balance negativo de energia, entre otros factores,
influyen la mala ingesta de comida y/o el ayuno (Luque et al., 2007; Popa et al., 2008;
Castellano et al., 2005, 2009). A pesar de este hecho, estudios que relacionan el balance de
energia y la reproduccién via sefializacion Kisspeptina, son muy limitados. En raton (Mus
mussculus) y rhesus macaco (Macaca mulatta) las condiciones de ayuno disminuye los
niveles de mRNA de kisspeptina y su receptor (Luque et al., 2007; Wahab et al., 2008). En
rata, la expresion de kissl en el tejido adiposo se encuentra regulada por la ingesta de
alimento (Brown et al., 2008). La leptina, hormona secretada por el tejido adiposo la cual
actta como factor permisivo, informando al cerebro sobre las reservas de energia para el
inicio de la pubertad y que ademas influye en la ingesta de alimento, el metabolismo y la
reproduccién; puede regular la expresion de kissl e influir en la pubertad y la fertilidad,
sugiriendo una conexién entre la energia del metabolismo, nutricion, reproduccion y fertilidad
(Tena-Sempere, 2006; Castellano et al., 2009; Li, 2009-a). De igual manera, la co-
localizacion de mRNA de kissl y el receptor de leptina ha sido confirmada mediante

hibridacion in situ en los nicleos ARC y dorsomedial de rata. Sugiriendo que las neuronas
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kiss1 son blancos directos de la leptina, de esta forma es interesante elucidar la relacién entre
la ingesta de comida o el estado nutricional y la reproduccion (Brown et al., 2008; Kanda et
al., 2008; Li, 2009-a).

Cambios ambientales (fotoperiodo):

Existe una correlacion entre el fotoperiodo y la expresion de kissl/kisslr. En la tilapia, la
exposicion a luz constante resulta en el decremento en la expresion de kissr (Martinez et al.,
2008), mientras que en medaka expuesto a condiciones de un dia largo (14 horas de luz / 10
horas de oscuridad), permisivo al desarrollo reproductivo, muestra un gran nimero de
neuronas Kissl en el NVT, en comparacion a cuando se es expuesto a condiciones de un dia
corto (10 horas de luz / 14 horas de oscuridad) (Elizur, 2009). Resultados similares también se
han observado en hdmster (Revel et al., 2006-a y b). Este tipo de correlaciones soportan la
idea de que algunos sistemas de sefiales hormonales, como kiss1/kisslr, también puedan estar

mediados por respuestas a factores ambientales como el fotoperiodo.

~ 35 ~



DISCUSION

Con base en la recopilacion de los datos obtenidos en las diversas investigaciones que se han
realizado sobre las funciones que ejerce el sistema Kisspetina/kissr, se llega a la conclusion de
que efectivamente este sistema ligando-receptor, desempefia un papel crucial sobre el control
de la regulacion neuroendocrina del eje reproductivo HPG de los vertebrados. Aunque este
efecto parece estar mediado y relacionado con otros factores externos, tales como, indices
nutricionales, factores ambientales y morfoldgicos. Por ejemplo, la diferencia en la expresion
del mRNA de las kisspeptinas por dimorfismo sexual, cambios en la expresiéon de kissl y
kiss2 por el fotoperiodo, las variaciones dentro de las etapas del ciclo reproductivo o su

inhibicion por un balance nutricional negativo.

A pesar de que su descubrimiento inicial fue como un potente inhibidor de la metéstasis en
tumores malignos de humano (Lee et al., 1996), no se le dio seguimiento a esta investigacion.
Se le dio mucho mayor importancia a los efectos que demostré sobre el incremento en los
niveles de FSH y LH en varias especies de mamiferos (Gottsch et al., 2004; Irwig et al.,
2004).

Al parecer el sistema Kisspeptina también puede estar relacionado con otras funciones o
procesos fisiologicos, ya que se ha detectado la presencia de sus dos isoformas (kissl y kiss2)
en Organos periféricos como el corazén, el higado, el rifién, el pancreas, el estomago, los
pulmones, las branquias, el tejido adiposo y las gbnadas (Mead et al., 2007; Cardon et al.,
2009; Oakley et al., 2009; Selvaraj et al., 2010). Los efectos que ejerce cada isoforma de kiss
sobre estos drganos aun no estdn muy claros, ya que las investigaciones realizadas se enfocan
mucho mas hacia su papel en la reproduccién. Recientemente se han realizado estudios donde
se relaciona el estatus nutricional, la ingesta de alimento y la reproduccion via sefializacion
kisspeptina (Luque et al., 2007; Wahab et al., 2008), demostrandose que con bajos niveles de
energia o una mala alimentacion, el eje reproductivo es inhibido, por consecuente, los niveles
de kisspeptina también se ven afectados, lo que puede acarrear un retraso en la pubertad y
bajos indices gonadosomaticos (Luque et al., 2007; Popa et al., 2008; Castellano et al., 2005,
2009; Selvaraj et al., 2010). La participacion de las kisspeptinas dentro del ciclo reproductivo
y la reproduccion estacional también han sido comprobadas, demostrandose que los niveles
tanto de esteroides sexuales como de Kisspeptina muestran variaciones en las diferentes

estaciones y etapas del ciclo reproductivo.
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También se ha demostrado que tanto kiss1 como kiss2 son esenciales para los vertebrados, ya
que se pueden encontrar desde peces mandibulados (como la lamprea), manteniéndose en
algunos peces 6seos como el pez cebra, el pez dorado, el pez medaka, etc., e incluso llegando
a preservarse en anfibios (Xenopus laevis y Siluriana tropicalis). Sin embargo no siempre se
conservan ambos genes, ya que algunos peces como el pez globo, Solea senegalensis y E.
coioides, entre otros, han perdido kissl, esta caracteristica también se observa en Anolis
carolinensis (un reptil). En estas especies donde solo se conserva una de las dos isoformas de
kiss (en este caso kiss2) es logico que esta isoforma sea quien regule la reproduccion.
Avanzando en la evolucion de los vertebrados, nos encontramos con que en tetrapodos
también se pierde un gen de Kiss, kiss2, conservandose Unicamente kissl. Esta caracteristica
se observa en mamiferos placentados como los primates, roedores y ovejas, y en un mamifero
marsupial, la zarigiieya. En el linaje de los mamiferos existe un caso especial, el ornitorrinco,
un monotrema, el cual presenta ambas formas de Kiss, kissl y kiss2. Un caso aun mas especial
es el de las aves, en donde se pierden ambos genes (Akazome et al., 2010; Mechaly et al.,
2011).

A pesar de que kisspeptina es una molécula poco conservada, ya que se ha demostrado que
solo la parte que codifica para kp-10 es la que se mantiene un poco mas conservada, a
demostrado persistir a lo largo de la escala filogenética, tanto funcional como
fisiolégicamente. Ya que su principal accion sobre la secrecion de GnRH es activada desde el

hipotalamo, en todas las especies estudiadas.

Como se puede observar en los alineamientos de las figuras 4 y 5, las secuencias de
aminoacidos tanto de kiss1l como de kiss2 se encuentran mas conservadas que las secuencias
de nucleodtidos, lo que ha dificultado su aislamiento y estudio en diversas especies. A pesar de
que estos alineamientos den la impresion de que las kisspeptinas estén algo conservadas entre
diferentes grupos de vertebrados, la realidad es totalmente opuesta, ya que al introducir mas
secuencias al servicio de alineamiento de Clustalw2, el resultado es algo desalentador. Al
introducir mas secuencias de kisspeptina en un alineamiento este se empieza a “romper”’, por
ejemplo, al anexar secuencias de otros mamiferos y demas peces, se observa una separacion
de la parte que codifica para kp-10 (en el caso de nucleétidos), “partiendo” esta region en dos
e incluso en tres partes (dependiendo el nimero de secuencias que se anexen). Por esta razon,

en este trabajo se enfatiza el hecho de que las secuencias de Kisspeptina son muy poco

~ 37 ~



conservadas en su estructura, aunque interesantemente su presencia se preserve a lo largo de
la evolucion de los vertebrados, donde sigue ejerciendo su funcion original sobre la

regulacion del eje HPG, hablese tanto de kissl como kiss2.
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CONCLUSION Y PERSPECTIVAS
Como colusion se recalca la participacion de las kisspeptinas sobre la modulacion del eje
reproductor de los vertebrados, sefialando la reciente aparicion de dos isoformas (kissl y
kiss2), donde una de ellas o ambas pueden preservar su funcién original o adquirir nuevas
funciones. Por lo que es un tema muy interesante de estudiar y de comprender, el cual genera
varias preguntas como:
1) ¢El por qué la presencia de dos isoformas de kiss?

2) ¢Cual es la funcion especifica de cada isoforma en cada especie y en cada 6rgano?

3) ¢Por qué algunos grupos de vertebrados preservan una o ambas formas de kiss y otros

no?

4) ¢Qué pasa en los organismos que pierden ambas formas de kiss?
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