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Resumen

La pubertad representa el inicio de un periodo de maduracion sexual, el cual se acompafia de
la secrecion hipotalamica de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH). El gen Kissl
codifica al neuropéptido Kisspeptina, que es un poderoso activador de las neuronas GnRH.
Las neuronas kisspeptinérgicas expresan el receptor de prolactina (PRL-R) y es activado en
presencia de la prolactina (PRL). Varios estudios han indicado que la PRL puede modular el
eje reproductivo hipotalamo-hipéfisis-gonadas actuando sobre poblaciones especificas de
neuronas hipotaldmicas que expresan el gen Kiss1. En el cerebro, el neuropéptido kisspeptina
se expresa predominantemente en dos areas del hipotalamo, el nucleo anteroventral
periventricular (AVPV) y el nlcleo arqueado (ARC). Las neuronas Kisspeptinérgicas en estas
dos regiones hipotaldmicas estan reguladas diferencialmente por esteroides sexuales, tanto
en etapas tempranas del desarrollo como en la edad adulta, y también muestran diferentes
patrones de expresion, siendo mayor la expresion de estas neuronas en hembras que en
machos. Aunado a esto se sabe que la kisspeptina también se expresa en la amigdala medial
posterodorsal (MePD) y en otras pequefias regiones cerebrales hasta la etapa adulta en
roedores, sin embargo, en estas regiones no se ha reportado una expresion sexualmente
dimdrfica. En este proyecto, el dimorfismo sexual fue la parte medular de investigacion,
porque nos permitio comparar la expresion del gen Kissl y del gen de la prolactina (Prl) en
el inicio de la pubertad y durante la maduracion sexual en ratones. Para ello en el presente
trabajo, se realizé la evaluacion de la expresion basal de cuatro genes indispensables para la
reproduccion en el inicio de la pubertad, durante la madurez sexual y en la etapa adulta, en
hembras y en machos: Prl, receptor de prolactina (Prlr), Kissl y receptor de Kisspeptina
(Kisslr). De acuerdo con nuestros resultados en las tres etapas de maduracion sexual, la
expresion de Kiss1 es mayor en el hipotalamo de hembras, a diferencia de la MePD, en donde
la expresion del gen Kissl se mantuvo constante en las diferentes etapas de maduracién
sexual. Los niveles de expresion relativa de ARNm de Prl, Prir y Kisslr en el hipotalamo y
en la MePD se mantuvieron constantes en las diferentes etapas de maduracion sexual

independientemente del sexo.




Abstract

Puberty represents the beginning of a period of sexual maturation and begins with the
hypothalamic secretion of gonadotropin releasing hormone (GnRH) regulated by
kisspeptinergic neurons encoded by the Kissl gene, which is a powerful activator of GnRH
neurons. The Kisspeptinergic neurons express the prolactin receptor (PRL-R) and are
activated by prolactin (PRL). Several studies have indicated that PRL can modulate the
reproductive axis (hypothalamic-pituitary-gonads) by acting on specific populations of
hypothalamic neurons that express the Kissl gene. In the brain, the neuropeptide kisspeptin
is predominantly expressed in two areas of the hypothalamus, the anteroventral
periventricular nucleus (AVPV) and the arcuate nucleus (ARC). Kisspeptinergic neurons in
these two hypothalamic regions are differentially regulated by sexual steroids, both in early
stages of development and in adulthood, showing different expression patterns, being the
expression of this neurons higher in females than in males. In addition to this, it is known
that kisspeptin is also expressed in the posterodorsal medial amygdala (MePD) and in other
small brain regions until adulthood in rodents, however, in these regions no dimorphic
expression was reported. Sexual dimorphism is the core part of the present research, which
is why we were interested in evaluating the participation of the genes Kiss1 and prolactin
(Prl) at the beginning of puberty and during sexual maturation of female and male mice. For
this, in the present work, an evaluation of the basal expression of four essential genes for
reproduction at the beginning of puberty, during sexual maturity and in adulthood, in females
and males was carried out: Prl, prolactin receptor (Prlr), Kissl and Kkisspeptin receptor
(Kisslr). According to our results Kiss1 expression is higher in the hypothalamus of females
in the three stages of sexual maturation. In the MePD, the expression of the Kissl gene
remained constant in the different stages of sexual maturation. The relative amount of Prl,
Prlr and Kiss1lr mRNA in the hypothalamus and in the MePD remain constant at different

stages of sexual maturation regardless of sex.




Introduccién

La reproduccion es una funcion indispensable para la perpetuacion de la especie y esta
regulada por el eje reproductivo integrado por el hipotadlamo, la hipéfisis y las gbnadas
(HHG) (Pinilla et al., 2012). La secrecion hipotalamica de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) se ha establecido sélidamente como la via clave que inicia y controla
la funcién reproductiva al estimular la liberacién de gonadotropinas desde el hipotalamo
(Hrabovszky et al., 2010).

El inicio de la pubertad marca una gran diferencia en las funciones y respuestas fisiologicas,
que coincide con la activacion de los receptores de kisspeptina (KISS1R), localizados en las
neuronas GnRHergicas (Clarkson et al., 2017). El papel estimulante de la kisspeptina en la
pubertad revolucion6 la comprension actual de la regulacion neuroendocrina de la
reproduccion (de Roux et al., 2003; Seminara et al., 2003). La kisspeptina, un neuropéptido
hipotaldmico codificado por el gen Kissl, es un neuromodulador que actua estimulando la
secrecion pulsatil de la GnRH, que a su vez facilita la secrecion de gonadotropinas de la

hipdfisis anterior (Pinilla et al., 2012).

La liberacion pulsatil de GnRH mediada por kisspeptina depende de los esteroides sexuales.
El estradiol, la progesterona y la testosterona modulan la expresion del ARNm de Kissly la
actividad de la kisspeptina en el nucleo anteroventral periventricular (AVPV) como en el
nucleo arqueado (ARC) del hipotalamo a través de receptores a esteroides sexuales (Smith
et al., 2005, 2006). Ademas, de estas dos poblaciones hipotalamicas de neuronas
Kisspeptinérgicas, en la amigdala medial posterodorsal (MePD), hay una tercera poblacién
de neuronas que expresan Kissl. Sin embargo, esta expresion solo se ha reportado en la etapa
adulta (Kim et al., 2011). Estas neuronas Kisspeptinérgicas de MePD participan en la
regulacion de la reproduccion al igual que las del hipotalamo (Comninos et al., 2016), y estan
comprometidas con el comportamiento social y la informacion de olores sexualmente

relevantes para coordinar el eje HHG (Pineda et al., 2017).

Existe un dimorfismo sexual en la expresion de neuronas Kisspeptinérgicas en el hipotalamo,
siendo mayor su expresion en las hembras que en los machos (Herbison, 2008). Las neuronas

Kisspeptinérgicas son sensibles a la retroalimentacion de los esteroides sexuales y a las
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sefiales metabdlicas y se reconoce a la kisspeptina como un factor integrador crucial que
regula el inicio de la pubertad, la secrecion de gonadotropinas y el control de la reproduccion
(Pinilla et al., 2012).

La prolactina (PRL) también es una hormona clave en el control de la reproduccion (Goffin
et al., 2002; Kriger et al., 2005). La PRL puede modular el eje HHG al actuar sobre neuronas
Kisspeptinérgicas hipotaldmicas a través del receptor de PRL (PRL-R) (Kokay et al., 2011;
Brown et al., 2014; Araujo-Lopes et al., 2014; Donato y Frazao, 2016). Recientemente, en
nuestro grupo de trabajo se demostré como las variaciones de los niveles de PRL durante la
etapa juvenil temprana alteran el periodo de pubertad de una manera sexualmente dimorfica,
retrasando su inicio en las hembras, pero no en los machos, sugiriendo la relevancia que tiene

la PRL en la maduracion sexual (Corona et al., 2020).

De acuerdo con la literatura podemos plantear que el inicio de la pubertad en ratones hembra
y macho comienza con la secrecion hipotalamica de GnRH y esto esta regulado por neuronas
kisspeptinérgicas que expresan el PRL-R y son activados por PRL. Por esta razon, resulta de
interés evaluar si, durante la maduracion sexual, junto con el establecimiento sexualmente
dimdrfico de las neuronas Kisspeptinergicas, se establece también una expresion diferencial
de otros actores importantes como el KISS1R, que se expresa en las neuronas de GnRH y
que es esencial para el inicio de la pubertad y para el mantenimiento de la etapa reproductiva,
asi como la expresion del PRL-R en las neuronas kisspeptinérgicas. En el presente trabajo se
cuantifico el nivel de expresion de ARNm de Prl, Prlr, Kissl y Kiss1r durante las etapas mas

representativas de la maduracién sexual de ratones hembra y macho.




Antecedentes

El eje reproductivo y su regulacion

La reproduccion es una funcion indispensable para la perpetuacion de la especie y esta bajo
el control del eje reproductivo que esta integrado por el eje HHG. Este eje integra diversas
sefiales internas y externas que son procesadas para regular la funcion reproductiva (Figura
1) (Pinilla et al., 2012).

La funcién del eje HHG en los mamiferos se basa principalmente en la interaccion dinamica
de sefiales esenciales que surgen del hipotdlamo medio-basal, principalmente en el AVPV,
en el ARC vy el area preoptica anterior (POA), donde un grupo de neuronas hipotalamicas
sintetizan y liberan a la GnRH que es liberada en la eminencia media para estimular la
secrecion de gonadotropinas de la glandula hipéfisis (Wray, 2010; McArdle y Roberson,
2014; Clavijo y Hsiao, 2018). Las celulas neurosecretoras hipotalamicas GnRHérgicas
producen y liberan a GnRH de forma pulsatil en la circulacion portal hipotalamo-hipofisaria,
llegando posteriormente a la glandula hipofisis anterior, donde estimula la sintesis y

liberacion de gonadotropinas (Kaprara y Huhtaniemi, 2018).

Los receptores de la GnRH se encuentran en las membranas citoplasmaticas de los
gonadotropos ubicados en la hipéfisis anterior, la interaccion ligando-receptor favorece la
regulacion de conductas reproductivas y en la promocién de la gametogénesis. Las
gonadotropinas: hormona luteinizante (LH) y la hormona estimulante del foliculo (FSH), son
liberadas a la circulacion sistémica hasta llegar a su 6rgano blanco las gonadas (ovarios y
testiculos). La LH promueve la sintesis de hormonas esteroides en las gonadas [progesterona
(P4), testosterona (T) y estradiol (E2)] y proteicas (activina e inhibina). La FSH promueve el
crecimiento y diferenciacion de los dvulos y espermatozoides, En conjunto, LH y FSH
promueven la ovulacion en hembras y la espermatogénesis en machos (Prieto et al., 2002;
Herbison, 2016; McArdle y Roberson, 2014).




Hipotalamo | .

@
® ¢

®
Eminencia media f%
g

Hipofisis anterior

Figura 1. Representacion esquematica de los principales componentes del eje hipotalamo-
hipofisis-génadas que controla la reproduccidn. La secrecién de GnRH es pulsatil y espontanea en
la eminencia media. Actta sobre una poblacion de células de la hipéfisis anterior, los gonadotropos,
los cuales sintetizan y liberan a las gonadotropinas LH y FSH, ambas hormonas actdan sobre las
gonadas para la maduracion de los gametos, sintesis de hormonas sexuales y la regulacion del eje
HHG. Modificado de Walker y Gore, 2011.

En las gdnadas se llevan a cabo dos procesos diferentes que consisten en la produccion de
gametos (gametogénesis) y la produccion de hormonas (esteroidogénesis). Estos dos
procesos ocurren tanto en hembras como en machos. El sistema reproductivo de la hembra
es mas complejo que el del macho, debido a dos distintas funciones reproductivas que tiene
que llevar a cabo: 1) la formacion de gametos y el control de la fertilidad, y 2) el
mantenimiento del desarrollo del ovocito fecundado (6vulo) durante la prefiez. Estas dos
funciones requieren diferentes ambientes endocrinos que involucran la participacion de
diversas hormonas, siendo las hormonas determinantes el Ez, producido por el foliculo, y la
P4, que es sintetizada en el cuerpo lateo (y posteriormente la placenta) (Goodman, 2015). La
LH producida en la hipofisis anterior y transportada por la circulacion general participa en la
formacién y funcion del cuerpo lateo, asi como en la ovulacion en las hembras, y en los
machos, promueve la produccion de T por las células de Leydig en el testiculo. Por otro lado,
en machos, la FSH estimula la espermatogénesis que es un proceso en el que las
espermatogonias (célula diploide, 2n) se transforman en espermatozoides (células haploides,

1n) como resultado de la mitosis, la meiosis y espermiogénesis. En hembras, la FSH estimula
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la formacién de foliculos ovéricos, asi como la secrecion de estrogenos (McArdle y
Roberson, 2014; Goodman, 2015).

Durante el desarrollo postnatal, los mecanismos mediados por los esteroides sexuales E2, P4
y T, ejercen una importante regulacién a nivel hipotalamico-hipofisario, al establecer
diferencias sexuales en los circuitos que controlan, en la edad adulta, la reproduccion
masculina y femenina. Ademas de los esteroides sexuales, existen factores especificos del
sexo, geneéticos y epigenéticos que modulan las diferencias sexuales en el cerebro y otros
tejidos durante el desarrollo y pueden afectar los procesos reproductivos y metabdlicos en la
edad adulta (Arnold et al., 2017; Rulli et al., 2018).

El generador de pulsos de GnRH se activa durante el desarrollo embrionario después de
completar la migracion de neuronas GnRHérgicas desde la placoda olfatoria embrionaria,
donde se originaron, hasta el hipotalamo (Wray, 2010). La secrecion hipotalamica de GnRH
aumenta en la vida postnatal temprana, lo que también conduce a la activacion temporal de
la esteroidogénesis gonadal. Durante la infancia, las gonadas pueden responder a la
estimulacion exdgena de gonadotropinas, pero permanecen normalmente inactivas porque la
liberacion pulsatil de GnRH se mantiene en condiciones basales. Entonces, hasta que se
presenta un incremento en la secrecion pulsatil de la GnRH comienza el inicio de la pubertad,
posteriormente la secrecion pulsatil de la GnRH se mantiene durante toda la etapa

reproductiva (Plant, 2015; Clavijo y Hsiao, 2018; Kaprara y Huhtaniemi, 2018).

Maduracion del eje reproductivo

La pubertad se define como la transicion entre inmadurez sexual y la etapa adulta, cuando
culmina la produccion de gametos maduros e inicia la actividad reproductiva. Este periodo
de transicion coincide con la reactivacion de la secrecion pulsatil de GnRH, como se ha
descrito en roedores (Prevot, 2015), ovejas (Foster y Hileman, 2015) y primates (Plant et al.,
2015).

Los mecanismos precisos que desencadenan el inicio de la pubertad siguen siendo poco

comprendidos. Se ha propuesto que el aumento de los activadores de la secrecion de GnRH
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es influido por varios neurotransmisores entre los que se encuentran la dopamina,
noradrenalina y serotonina y junto con la supresion de los inhibidores de su secrecion
(GABA, Ghrelina o el gen MKRNS3), culminan en el inicio de la pubertad (Tena-Sempere
2007; Abreu y Kaiser, 2016). Ademas de los neurotransmisores antes mencionados,
hormonas como la inhibina y la activina, regulan la liberacion de LH y FSH (Prieto et al.,
2002). Actualmente se propone al neuropéptido kisspeptina como el eslab6n fundamental del
eje HHG, al estimular la secrecion y sefializacion del decapéptido GnRH en las neuronas de
GnRHeérgicas, evento que da inicio a la pubertad. Asi mismo, el neuropéptido kisspeptina es
esencial para la maduracién sexual y el funcionamiento normal del eje HHG en la etapa

adulta de los mamiferos (Prevot, 2015).

La kisspeptina es un neuropéptido codificado por el gen Kissl y es fundamental para la
regulacion de la secrecion pulsatil de la GnRH. Se ha descrito que la pérdida de funcion del
gen Kissl o la ausencia del receptor KISS1R en humanos y roedores interrumpe el inicio de
la pubertad y conduce a hipogonadismo hipogonadotropico (de Roux et al., 2003; Seminara
et al., 2003); sin embargo, también se ha comprobado que la administracion exdgena de
kisspeptina en roedores y humanos induce la liberacion de GnRH/LH mediante la activacion
del KISS1R localizado en neuronas GnRHérgicas (Han et al., 2005; Herbison et al., 2010).
En este contexto se entiende que la maduracion del eje HHG depende de la sintesis de

kisspeptina y de la expresion del KISS1R en el hipotalamo (Skorupskaite et al., 2014).

Como se menciond previamente, la liberacion pulsatil de GnRH en mamiferos comienza en
el estado embrionario, poco después de que las neuronas de GnRH llegan al hipotalamo e
inicia la liberacion de gonadotropinas que continda a lo largo de la infancia. En esta etapa, la
secrecion de gonadotropinas aun no inicia, por lo que las células somaticas de las gonadas
que sustentan la gametogénesis no responden a la estimulacion de GnRH (Wray, 2010; Plant,
2015).

En la pubertad, la kisspeptina representa el estimulo mas potente para la secrecion de GnRH,
la cual depende de la concentracion de esteroides sexuales circulantes y sefiales metabdlicas
desde el desarrollo hasta la etapa adulta. Casi todas las neuronas GnRHérgicas expresan

ARNmM del receptor de kisspeptina (Kisslr) y son activadas intensamente por este
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neuropéptido (Irwig et al., 2005; Han et al., 2005; Pielecka-Fortuna et al., 2008). El KISS1R,
al ser activado por la kisspeptina, estimula a las neuronas GnRHérgicas y a su vez, favorece
la secrecién de gonadotropinas (Gottsch et al., 2004; Terasawa et al., 2013; Javed et al., 2015;
Herbison, 2016; Clarkson et al., 2017).

El neuropéptido Kisspeptina

El neuropéptido kisspeptina esta codificado por el gen Kissl, y el receptor KISS1R por el
gen GPR54. El producto del gen Kissl es una proteina precursora de 145 aminoacidos que
genera metastina (54 aminoacidos) y otros péptidos de menor tamafo, tales como Kiss-14,
Kiss-13 y kiss-10, que forman la familia de péptidos, kisspeptinas (Figura 2). Estos péptidos
comparten la region C-terminal con terminacion Arg-Phe-NH2, caracteristico de la familia
de péptidos RF-amida. Se ha establecido que la region de 10 aminoacidos del extremo C-
terminal de la kisspeptina (kiss-10) es la region biologicamente activa y responsable de la
union del péptido con su receptor, capaz de producir una maxima activacion de las funciones
de neurotransmision y neuromodulacion del KISS1R (Kotani et al., 2001; Ohtaki et al., 2001,
Muir et al., 2001).

Gen Kissl n u m “

RNAmM Kiss1
Prepro-Kisspeptina
1 18 20 65 68 121124 145
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Figura 2. Principales caracteristicas estructurales de los péptidos kisspeptina y los productos
del gen Kiss1. El gen Kiss1 estd compuesto por cuatro exones (1, I1, IH1'y IV), siendo los dos primeros
exones no codificantes. El precursor de kisspeptina contiene 145 aminoacidos y un péptido sefial
(signal) de 19 aminoacidos y una regién central de 54 aminoacidos, kisspeptina-54 (Kp-54). En la
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parte inferior se muestran los péptidos Kisspeptina Kp-14, Kp-13 y Kp-10, generadas por escision
proteolitica y denominadas de acuerdo al nimero de aminoéacidos que las componen. La Kp-10
corresponde a la region terminal comin (-COOH) de 10 aminoécidos que contiene el motif RF-amida
(-NH2) que es suficiente para activar completamente el KISS1R. Estas caracteristicas estructurales
de la kisspeptina estan presentes en mamiferos placentarios, modificado de Pinilla et al., 2012.

El papel principal del neuropéptido kisspeptina en el inicio de la pubertad se demostr6 por
primera vez en 2003 cuando de Roux et al., (2003) y Seminara et al., (2003) realizaron
estudios en humanos y ratones demostrando la relevancia de la interaccion ligando-receptor,
Kisspeptina/KISS1R, en la funcidn reproductiva a partir de estudios en donde inactivaron esta
interaccion y en consecuencia los individuos no podian alcanzar la pubertad (de Roux et al.,
2003; Seminara et al., 2003; Topaloglu et al., 2012). A partir de entonces se ha aceptado que
el neuropéptido kisspeptina es un factor integrador principalmente porque las neuronas
kisspeptinérgicas son excitadas por la entrada de esteroides sexuales (E2y T) (Ojeda y
Skinner, 2006; Clarkson et al., 2009). La entrada y disponibilidad de los esteroides sexuales
coordinan el funcionamiento del eje HHG a través de neuronas hipotalamicas
kisspeptinérgicas que proyectan y activan directamente a las neuronas GnRHérgicas
(Kauffman, 2010; Gottsch et al., 2009).

Sin embargo, la actividad prematura del ligando kisspeptina/KISS1R da lugar a una pubertad
precoz (Teles et al., 2008; Silveira et al., 2010), y en ratones hembra y macho con mutaciones
del gen Kissl hay ausencia del inicio de la pubertad (d’ Anglemont de Tassigny et al., 2007).
Durante la maduracién sexual, el neuropéptido Kisspeptina es un factor integral que sigue un

patrén complejo de activacion, que puede incluir:

1) El aumento en la expresion del gen Kissl alrededor de la pubertad (Guerriero et al.,
2012) en determinados nucleos del hipotalamo en ratones (Han et al., 2005), ratas (Sun
et al., 2007), primates (Keen et al., 2008; Shahab et al., 2005) y borregas (Redmond et
al., 2011; Nestor et al., 2012). En los roedores, dicho aumento se presenta en el nicleo
AVPV, pero no en el ARC. Durante la pubertad de las monas Rhesus, la secrecidn pulsatil
del neuropéptido kisspeptina aumenta en la eminencia media hasta alcanzar un pulso por
hora, misma que esta en estrecha asociacién positiva (75 %) con la secrecion pulsatil de
la GNRH (Keen et al., 2008).




2) Aumento del transcrito del gen GPR54 y en consecuencia un mayor nimero de
receptores KISS1R o mayor eficiencia en la sefializacion intracelular en las neuronas
GnRH, lo cual posibilita una sensibilidad mayor del sistema GnRH a las acciones
estimulantes del neuropéptido kisspeptina. En ratones se ha demostrado que el nimero
de neuronas GnRHérgicas despolarizadas es una respuesta al aumento del neuropéptido
Kisspeptina que se incrementa conforme progresa el desarrollo puberal (Han et al., 2005).
Por otro lado, se demostrd que en ratas hembra (Navarro et al., 2004) y monos Rhesus
hembra (Shahab et al., 2005), el nimero de neuronas que expresan el Kisslr en su

membrana celular es mayor en adultos que en animales prepuberes.

3) Cambios plasticos que aparentemente favorecen un incremento de los contactos
sinapticos entre neuronas kisspeptinérgicas y neuronas GnRHeérgicas en el transcurso de
la pubertad (Clarkson et al., 2006). La sinapsis entre las neuronas Kisspeptinérgicas con
las neuronas GnRHérgicas en la eminencia media ha sido demostrado en monos Rhesus
(Ramaswamy et al., 2008), ratas (Uenoyama et al., 2011) y borregos adultos (Smith et
al., 2011).

Ademas, en ratones knock-out, en donde se suprime la expresion del gen Kissl se ha
reportado que presentan un fenotipo de infertilidad similar a los ratones knock-out para el
gen Gpr54, sefialando que la kisspeptina a traves del GPR54 es esencial para que la
maduracion sexual inicie en ratones puberales (d’Anglemont de Tassigny et al., 2007,
Lapatto et al., 2007). Aunado a esto la administracion exodgena de Kisspeptina, de manera
intracerebroventricular (icv), activa el eje reproductivo en la pubertad, tanto en roedores
(Navarro et al., 2004) como en primates (Shahab et

al., 2005). La administracion cronica de Kisspeptina en ratas hembra prepuberales aumentan
los niveles de la LH en plasma y adelanta la apertura vaginal, caracteristica del inicio de la
pubertad, comparado con ratas hembra tratadas con vehiculo icv (Navarro et al., 2004;
Clarkson et al., 2010).

En primates macho prepuberales, la administracion repetida de kisspeptina aumenta la
concentracion de GnRH provocando un patrén de secrecion similar de GnRH a la de los
adultos (Plant et al., 2006).




Por ello, la administracion de Kkisspeptina potencia la actividad de las neuronas GnRH en
roedores (Han et al., 2005; Dumalska et al., 2008; Pielecka- Fortuna et al., 2008) e induce la
secrecion de de GnRH en ovejas (Messager et al., 2005) y primates (Shahab et al., 2005;
Plant et al., 2006). Lo anterior proporciona un panorama convincente de que el neuropéptido
Kisspeptina tiene un papel importante en la activacion de las neuronas GnRHérgicas para el
inicio de la pubertad (Smith et al., 2006; Dungan et al., 2006; Clarkson et al., 2010).

Regulacion de la participacion de las neuronas Kisspeptinérgicas en la reproduccion

La distribucion de neuronas kisspeptinérgicas es muy similar en la gran mayoria de los
mamiferos (Uenoyama et al., 2018). Hay expresién de Kissl en el area predptica del
hipotalamo que incluye las regiones del AVPV y del ndcleo periventricular (PeN), asi como
en el ARC (Gottsch et al., 2009). Como se menciono con anterioridad, estas poblaciones de
neuronas Kisspeptinérgicas estan, en gran medida, reguladas por esteroides sexuales y
desempefian acciones distintas en la funcion reproductiva (Figura 3) (Clarkson y Herbison,
2006; Smith et al., 2006; Smith, 2009).
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Figura 3. Regulacién de las neuronas GnRHérgicas por las neuronas Kisspeptinérgicas. Las
neuronas kisspeptinérgicas del nicleo anteroventral periventricular (AVPV) envian sus axones hacia
el cuerpo celular y a las dendritas proximales de las neuronas GnRHérgicas. Los esteroides sexuales
actlan sobre las neuronas kisspeptinérgicas a través de sus receptores, esencial para la regulacién del
eje HHG, para modular el aumento preovulatorio de la LH. Las neuronas kisspeptinérgicas del nicleo
arqueado (ARC) regulan la pulsatilidad de las neuronas GnRHérgicas en la region distal de estas
neuronas para generar la secrecion pulsatil de LH. Modificado de McCarthey, 2013; Herbison, 2016.
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Las neuronas kisspeptinérgicas del AVPV y del ARC expresan receptores a estrogenos alfa
y beta (ERa y ERp), y androgenos (AR), por lo que pueden ser activadas en presencia de
esteroides sexuales (E2 y T) tanto en rata (Kauffman et al., 2007) como en el raton (Smith et
al., 2005). Como se menciond previamente, la Kisspeptina es el principal estimulante de
neuronas GnRHeérgicas y es un importante regulador del eje reproductivo (Harter et al.,
2018). La actividad de las neuronas Kisspeptinérgicas es diferente segun el ndcleo en donde
se encuentren, AVPV o ARC, en el desarrollo, en la maduracion sexual y en la mediacion de
la retroalimentacion por esteroides sexuales en el eje reproductivo en animales adultos
(Figura 4) (Kumar et al., 2015).

La expresion del ERa en neuronas kisspeptinérgicas del ARC de ratas, ratones y ovejas oscila
entre el 70 y el 99%, mientras que en la region AVPV se expresa en un 50 y 99%
(Franceschini et al., 2006, Smith et al., 2007; Adachi et al., 2007; Clarkson et al., 2008). El
porcentaje de expresion del ERP en el ARC y AVPV es considerablemente menor, oscilando
entre el 11 y el 25% en el ARC y entre el 21 y el 31% en el AVPV de ratas y ratones (Smith
et al., 2005, 2006). Otras poblaciones de neuronas kisspeptinérgicas no se han examinado
directamente para la colocalizacion de receptores de esteroides, pero dado que los esteroides
sexuales regulan la expresion de Kissl en la amigdala medial en ratas y ratones (Kim et al.,
2011), y la presencia de ER y AR en esta area (Simerly et al., 1990), indican con certeza que
los esteroides sexuales también ejercen sus efectos de retroalimentacion en la amigdala
(Comninos et al., 2016).




GnRHérgica
N\

® GnRHérgica

a) machos b) hembras
Kiss1r R Kiss1r
AVPV @ p—— <@ /,

ANr— S S T ¥ ~ 2 it
'Y /‘—@‘O neurona @@ / ¥ '@ )neurona
/ /

‘ \

retroalimentacién

positiva
/‘" Y GnRH // Y GnRH
| SR
neuronas / s s
heuronas ARC // B hipéfisis kisspeptinérgicasARc o ‘ hipofisis
kisspetinérgicas \ E “‘
‘ |
e | LH e‘ | LH
k | FSH b )[ FSH
retroalimentacion y FEtFO§|lment36lon
negativa O negativa
Testiculos Ovarios
Testosterona Estradiol

Figura 4. Modelo de sefializacion del neuropéptido Kisspeptina-Kisslr en roedores (a) machos y
(b) hembras. Las neuronas kisspeptinérgicas en el nicleo arqueado (ARC) proporcionan una entrada
estimulante tonica a las neuronas GnRH y estan reguladas negativamente por los esteroides sexuales
gonadales. En el ndcleo anteroventral periventricular (AVPV), los machos poseen un menor nimero
de neuronas Kisspeptinérgicas, en comparacion con las hembras en esta region; este dimorfismo
sexual de la expresion de neuronas kisspeptinérgicas en el AVPV se diferencia por los esteroides
sexuales al inicio de la vida perinatal. En contraste con el ARC, la liberacién del neuropéptido
kisspeptina en el AVPV es estimulada por la presencia de esteroides sexuales, generando una
retroalimentacion positiva y el aumento de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH)
necesario para la ovulacién. Modificado de Kauffman et al., 2007.

Neuronas Kkisspeptinérgicas del nucleo arqueado

El ARC es una estructura sensible a los esteroides sexuales (Cone et al., 2001). Dentro del
ARC se localiza una poblacion importante de neuronas Kisspeptinérgicas que se les denomino
KNDy debido a que estas neuronas coexpresan kisspeptina, Neuroquinina B (NKB) y
Dinorfina A (DYN). (Lehman et al., 2010). EIl estudio de Goodman et al. (2007), fue el
primero en describir esta poblacion de neuronas Kisspeptinérgicas en el ARC de ovinos que
coexpresan DYN y NKB, y muy probablemente receptores de hormonas esteroides que se
expresan en casi todas las neuronas de Dinorfina y NKB en el ARC, proporcionando
evidencia directa de que las neuronas contienen neuropéptidos adicionales involucrados en
el control reproductivo. También se ha descrito esta poblacién de neuronas KNDy en el ARC
de ratas (Burke et al., 2006), ratones (Ruka et al., 2013) y humanos (Rometo et al., 2007).




Estas neuronas KNDy envian proyecciones que terminan en aposicién con las neuronas
GnRH del hipotalamo (Kinoshita et al., 2005; Mittelman-Smith et al., 2012).

Como se describe y se observa en la Figura 5, estas neuronas Kisspeptinérgicas del ARC
forman parte del mecanismo neuroendocrino que regula la retroalimentacion negativa,
responsable de suprimir el pico preovulatorio de GnRH/LH durante la mayor parte del ciclo

estral en las hembras (Mittelman-Smith et al., 2012).
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Figura 5. Patron de expresidn de las neuronas kisspeptinérgicas en el ARC y el AVPV. Imagenes
de campo oscuro que muestran células que expresan el ARNm de Kissl, evaluados mediante
hibridacion in situ, (presencia de racimos blancos de granulos de plata) en secciones representativas
del nucleo arqueado (ARC) y del nicleo anteroventral periventricular (AVPV) de ratones con
ovariectomia (OVX), OVX+ estradiol (E>) e intactos en ovario (controles). En el panel superior en el
ARC, la OVX incrementa el nimero de células inmunoreactivas al neuropéptido kisspeptina y la
OVX + inyeccion de Exdisminuye la expresion del ARNm. En el panel inferior en el AVPV, la OVX
disminuye el nimero de células inmunoreactivas al neuropéptido kisspeptina y la OVX + inyeccion
de E;aumenta la expresion del ARNm. 3V: tercer ventriculo. Barras de calibracion: 100 micras.
Modificado de Smith et al., 2005.

Las neuronas KNDy del ARC estan reguladas por E: en el raton (Navarro et al., 2009). DYN
es un péptido opioide enddgeno (EOP) que parece mediar el control de retroalimentacion
inhibitoria de la P4 en la secrecion de GnRH (Goodman et al., 2004). Los tres neuropéptidos
estan relacionados en la regulacion de las neuronas GnRHeérgicas en el raton; En esta especie,
las neuronas KNDy también expresan los receptores afines para NKB y DYN (es decir,

receptor de opiaceos NK3 y el receptor de opiaceos Kappa, respectivamente), lo que sugiere
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la existencia de contactos autosinapticos entre neuronas kisspeptinérgicas/ DYN / NKB, que
a su vez impulsa la secrecion pulsatil de GnRH y LH en el raton (Navarro et al., 2009). Esta
idea es consistente con las observaciones previas hechas en el mono en donde la secrecién
pulsétil del neuropéptido kisspeptina aumenta la liberacion de GnRH en la eminencia media
(Keen et al., 2008). Es probable que otros sistemas peptidérgicos y neurotransmisores
clasicos, como el glutamato y el acido y-aminobutirico, también desempefien funciones
importantes en la regulacion de la actividad de neuronas KNDy en el ARC, sin embargo, no

esta descrito ampliamente (Oakley et al., 2009).

En mamiferos la expresion de Kiss1 en el ARC esta presente alrededor del dia embrionario
18 en ambos sexos (Semaan, 2013; Clarckson et al., 2009). Se ha propuesto que esta
poblacion de neuronas Kkisspeptinérgicas son sexualmente dimorficas durante el periodo
postnatal (PN) temprano, entre PN10 y PN25, ya que las hembras muestran mas neuronas
kisspeptinérgicas (cuerpos celulares y fibras) que los machos. Este dimorfismo persiste hasta

alrededor de PN30, pero en la edad adulta desaparece (Semaan, 2010; Brock y Bakker, 2013).

Los esteroides sexuales proporcionan sefiales de retroalimentacion que se transmiten hasta
las neuronas GnRHérgicas para coordinar el ciclo estral en los mamiferos. En roedores, el E»
tiene un efecto inhibidor, retroalimentando negativamente la secrecion de GnRH vy
gonadotropinas durante todo el ciclo estral, excepto durante las etapas de proestro tardio y
estro del ciclo estral. En estas etapas el aumento de E: inicia una oleada de liberacion de
GnRH y gonadotropinas (retroalimentacion positiva) que causa la ovulacién (Smith et al.,
2011). Los efectos de retroalimentacion tanto negativos como positivos causados por E2 son
mediados principalmente por el ERa (Wintermantel et al., 2006), que no se expresa en las
neuronas GnRHérgicas (Hrabovszky et al., 2000). Se ha postulado que las neuronas
Kisspeptinérgicas del ARC participan en la retroalimentacion negativa en presencia de E>
(Dungan et al., 2007). Esta hipétesis proviene de evidencias en donde el E2 inhibe la
expresion del gen Kissl en esta region hipotalamica (Roa et al., 2011), un efecto que se ha
observado consistentemente en roedores, ovejas, monos, y humanos (Goodman, 2015). El
nivel circulante de E2 en animales con ovariectomia (OVX), que es muy bajo, incrementa la
expresion del ARNm de Kissl en el ARC (Smith et al., 2005 a), que es lo que ocurre durante

el ciclo estral de las hembras cuando no estan ovulando (diestro y metaestro). Por el contrario,




en animales intactos (no OVX), en periodos de ovulacion la concentracion de E> es mas
elevada e inhibe la expresion de kisspeptina en el ARC. Las neuronas kisspeptinérgicas del
ARC responden a bajas concentraciones de E> y T modulando la liberacion ténica de la
GnRH directamente en la eminencia media, a través de la activacion de los receptores ERa

y AR, respectivamente (Smith et al., 2005 a, b).

Neuronas Kisspeptinérgicas del ndcleo anteroventral periventricular

La expresion del neuropéptido kisspeptina en las neuronas del AVPV comienza en la tercera
semana PN, entre PN10-PN15, y aumenta exponencialmente hasta el momento de la
pubertad, alrededor del PN30 en ratones de la cepa C57BL/6J (Clarkson et al., 2009). La
poblacién de neuronas kisspeptinérgicas del AVPV influye en la funcion reproductiva de las
hembras adultas, asi como en las diferencias sexuales en el inicio de la pubertad. La expresion
de neuronas kisspeptinérgicas en el AVPV es mayor en hembras que en los machos,
caracteristica que ha sido reportada en ratones (Smith et al., 2005 a, b; Clarkson y Herbison,
2006; Kauffman et al., 2007) y en diferentes especies, incluidos los humanos en la zona
periventricular del tercer ventriculo (RP3V), que es el equivalente del AVPV en roedores
(Kauffman, 2010; Hrabovsky et al., 2010).

En hembras, las neuronas Kkisspeptinérgicas del AVPV median los efectos de
retroalimentacion positiva del E> sobre la secrecion de GnRH, al inervar directamente el
soma de las neuronas de GnRH (Wintermantel et al., 2006) lo que desencadena el pico
preovulatorio de LH (Smith et al., 2006; Herbison, 2008). Ademas, la expresion de c-Fos, un
marcador de actividad neuronal, aumenta en las neuronas Kisspeptinérgicas del AVPV
durante este pico (Smith et al., 2006; Robertson et al., 2009). También se ha demostrado que
la administracion de un antagonista del KISS1R puede bloquear el pico preovulatorio de LH
(Kinoshita et al., 2005; Pineda et al., 2010) y en ratones knock-out, en donde se suprime la
expresion del gen Kissl, no responden al tratamiento con E; para restablecer la secrecion
pulsatil de LH (Clarkson et al., 2008).

La secrecidn preovulatoria de gonadotropinas ocurre cuando hay un aumento de E2, que se
presenta en el dia del Proestro. Esto ocurre durante el ciclo estral en donde se producen una

serie de cambios fisioldgicos en el ovario, en el Gtero y en la vagina como consecuencia de




las variaciones de las concentraciones hormonales de la FSH, LH, E2, PRL y P4, (ver Figura
6) (Levine, 2015; Cora et al., 2015). Aunado a esto, se ha observado que los roedores con
OVX y con implantes subcutdneos que proveen E, de manera continua mantienen la
concentracién hormonal basal, en donde no hay ovulacion. Estos animales, en los que se ha
eliminado el efecto inhibitorio del E; (retroalimentacion negativa), presentan “picos” de LH
todos los dias a la misma hora. Estos “picos” persisten en condiciones constantes de E> y son
acompafiados por la activacion de las neuronas Kisspeptinérgicas del AVPV (Robertson et
al., 2009). La OVX incrementa el namero de células inmunoreactivas al neuropéptido
Kisspeptina en el ARC (Smith et al., 2005), y la inyeccion de E» disminuye la concentracion
del neuropéptido kisspeptina y del ARNm de Kissl en el ARC (Kinoshita et al., 2005; Smith
et al., 2005; Adachi et al., 2007).
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Figura 6. Concentraciones de esteroides sexuales, gonadotropinas y prolactina durante el ciclo
estral. Se observa la concentracion hormonal en el plasma periférico que se obtuvo en intervalos de
2 horas durante cada dia del ciclo estral durante 4 dias en ratas. Cada punto representa la
concentracién hormonal media (error estandar de la media) de cinco a seis animales. Las barras negras
representan el intervalo oscuro en la habitacién de los animales (06:00-18:00) y los nimeros debajo
de ellas representan la hora del dia (10:00-2:00) en términos del reloj de 24 horas. P4: progesterona,
PRL.: prolactina, E;: estradiol, LH: hormona luteinizante y FSH: hormona estimulante del foliculo.
Modificado de Levine, 2015 referencia Smith et al., 1975.
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Neuronas kisspeptinérgicas de la amigdala medial posterodorsal

Existe una tercera poblacion de neuronas kisspeptinérgicas extra hipotalamica que estan
localizadas en la MePD. Estas neuronas comienzan a sintetizar el neuropéptido Kisspeptina
alrededor del PN35, lo cual coincide con el inicio de la pubertad (Stephens et al., 2016). La
MePD forma parte del sistema limbico, y, por ende, las neuronas Kisspeptinérgicas que se
encuentran ahi podrian estar implicadas en el comportamiento emocional y sexual (Canteras
et al., 1995; Comninos et al., 2015). Por otro lado, las sefiales olfatorias que son percibidas
por el 6rgano vomeronasal (OVN) principalmente, pero también por el epitelio olfatorio
principal pueden modificar la liberacion de hormonas por parte del hipotalamo y provocar
cambios fisiologicos y en la conducta reproductiva. La informacion recibida a través del
bulbo olfatorio (BO) sigue un trayecto neural pasando por diferentes regiones cerebrales
hasta llegar a la amigdala en donde hay un relevo de informacion hacia el hipotalamo
directamente (Keller et al., 2006).

El BO es la region principal del cerebro involucrada en el procesamiento y envio de
informacion de olores sexualmente relevantes a las areas del cerebro involucradas en la
regulacion de la conducta reproductiva y la memoria, incluida la amigdala (Dulac y Torello,
2003; Gottfried, 2010). Anatémica y funcionalmente, el BO se organiza en dos sistemas: el
sistema olfatorio principal y el accesorio. El sistema olfatorio principal procesa la
informacion detectada en el epitelio olfatorio principal por neuronas sensoriales. La
informacion olfativa proveniente del bulbo olfatorio principal se une con la informacion
olfativa que proviene del bulbo olfatorio accesorio (BOA) en el hipotalamo, que es el dltimo

relevo de informacion olfativa (Keller et al., 2009; Corona, 2011).

El sistema olfatorio accesorio estd formado por el OVN, localizado en la cavidad nasal, y el
BOA, ubicado en la zona posterodorsal del BO. EI OVN envia informacion hacia el BOA,
donde hacen contacto con las células mitrales. Las células mitrales del BOA proyectan a la
amigdala, y las células de la amigdala envian proyecciones de regreso al BOA (Munger et
al., 2007; Pardo-Bellver, 2012) lo que sugiere una constante retroalimentacion del olfato por

parte de la amigdala (Pineda et al., 2017).




Aunado a esto se ha demostrado que las neuronas kisspeptinérgicas de la MePD tienen
sinapsis con las neuronas hipotaldmicas GnRHérgicas en el POA, asi como las neuronas
Kisspeptinérgicas del AVPV y el ARC (Pineda et al., 2017) (Figura 7). Las neuronas
Kisspeptinérgicas de la MePD también proyectan sus axones a través del ndcleo del lecho de
la estria terminal (BNST) integrando circuitos limbicos y olfativos, hasta llegar a las neuronas
GnRHeérgicas, por lo que se propone que participan en la modulacion de la secrecién y
liberacion de gonadotropinas (Yeo y Herbison, 2011; Comninos et al., 2016; Pineda et al.,
2017).

Figura 7. Distribucion de fibras en el cerebro de ratén. Vista horizontal esquematica del
hipotalamo ventral que ilustra las proyecciones de fibras de las neuronas kisspeptinérgicas. Nucleo
anteroventral periventricular (AVPV), sus proyecciones de las neuronas kisspeptinérgicas se indican
mediante flechas negras continuas. Nucleo arqueado (ARC), las proyecciones de esta poblacion de
neuronas kisspeptinérgicas se ilustran con flechas blancas. Las proyecciones de neuronas
kisspeptinérgicas de la amigdala se indican mediante flechas de puntos. Mostrando esquematicamente
las regiones del cerebro a las cuales estdn enviando sus terminaciones dendriticas. 3V, tercer
ventriculo; AHA, area hipotalamica anterior; AMG, amigdala; AOB, bulbo olfatorio accesorio; LHA,
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area hipotalamica lateral; LPO, area predptica lateral, MEPO, nlcleo predptico mediano; MPA, area
predptica medial; Ndcleo predptico medial MPN; Rch, &rea retroquiasmatica; SCN, area
supraquiasmatica; OVLT, organo vascular de la lamina terminal, PVpo, nucleo predptico
periventricular; VTM, nucleo tuberomamilar ventral. Modificado de Yeo et al., 2016.

Dimorfismo sexual en la expresion del neuropéptido kisspeptina

La Kisspeptina actia de forma diferente en cada sexo. En el caso de los humanos, la
Kisspeptina estimula la liberacién de gonadotropinas, pero en las mujeres, el efecto es
variable y depende de la fase del ciclo menstrual (Skorupskaite et al., 2014). Como se
describié anteriormente, las fluctuaciones de los esteroides sexuales y otros mecanismos,
como los cambios en la sensibilidad a la GnRH en la hip6fisis o la respuesta de la red de
neuronas GnRHérgicas al neuropéptido kisspeptina, regulan la sensibilidad al neuropéptido
kisspeptina durante todo el ciclo menstrual en humanos (Pinilla et al., 2012). Esto mismo
ocurre en ratones hembra y se ha demostrado claramente que el E> es un regulador
transcripcional importante del sistema Kisspeptinergico, con capacidad de activar la
expresion del gen Kiss1 en el AVPV durante el periodo previo a la ovulacion (Proestro). Los
mecanismos mediante los cuales el E, contribuye a la expresion completa del aumento
preovulatorio y de las gonadotropinas en ratones son ciertamente complejas y multifacéticas
(ciclo estral), y probablemente involucren acciones en diferentes sitios de la red
neuroendocrina que conducen a la secrecion de LH y FSH (Tena-Sempere et al., 2004;
Skorupskaite et al., 2014).

No solo hay dimorfismo sexual en la respuesta de las gonadotropinas al neuropéptido
Kisspeptina, sino que también hay diferencias anatomicas. Como se menciond previamente,
el AVPV femenino posee una mayor cantidad de fibras y cuerpos celulares en comparacion
con las neuronas kisspeptinérgicas del AVPV masculino (Smith et al., 2005 a, b; Clarkson y
Herbison, 2006; Kauffman et al., 2007). Estas diferencias sexuales en las neuronas
Kisspeptinérgicas parecen establecerse durante el desarrollo perinatal temprano a través de la
accion de los esteroides sexuales (Kauffman et al., 2010; Pinilla et al., 2012). Estas
diferencias funcionales y anatdmicas reflejan roles sexualmente dimérficos de la accion del
neuropéptido Kisspeptina, influyendo en su funcion reproductiva, la retroalimentacion de
esteroides sexuales sobre las neuronas GnRH y la secrecion de gonadotropinas (Skorupskaite
at al., 2014).




Debido a que hay muchas méas neuronas kisspeptinérgicas en el AVPV en roedores hembras
que machos (Clarkson y Herbison, 2006), y esta area es el sitio donde el E actta para inducir
el pico preovulatorio de GnRH en estas especies (Herbison, 2008), el control hormonal de
este dimorfismo sexual se ha centrado en los efectos de la T durante el periodo perinatal. Los
estudios en ratas que utilizan gonadectomia neonatal y/o tratamientos con esteroides
(Kauffman et al., 2007; Hrabovszky et al., 2010) apoyan la hip6tesis de que la secrecién
testicular de T durante este periodo se convierte en E», que luego produce una disminucion
permanente de las células que expresan el gen Kissl en el AVPV. Esta conclusién también
esta respaldada por los efectos de las manipulaciones genéticas en ratones que eliminaron la
enzima aromatasa (Bakker et al., 2010) o la alfa-fetoproteina (Gonzalez-Martinez et al.,
2008). Se ha observado un dimorfismo sexual similar en el ndmero de neuronas
kisspeptinérgicas en POA en ovejas (Cheng et al., 2010) y humanos (Hrabovszky et al.,
2010), pero los factores responsables siguen siendo desconocidos.

Los efectos del E> sobre el nimero de neuronas Kkisspeptinérgicas en el AVPV pueden no
limitarse al periodo perinatal, ya que en ratones la OVX en el PN15 el E> redujo la expresion
del ARNm de Kissl en el AVPV adulto a niveles masculinos (Clarkson et al., 2009). Por otro
lado, en ratones hipogonadales (hpg) (Gill et al., 2010), la ausencia de esteroides sexuales no
altero el aumento relacionado con la edad en el nimero de neuronas del AVPV, pero los
ratones machos hpg mostraron un aumento similar en las neuronas kisspeptinérgicas del
AVPV que no fue evidente en sus compafieros de camada silvestres (WT, por sus siglas en
inglés). Sin embargo, no hubo diferencias relacionadas con la edad en la expresion de Kissl
(gPCR) en ratones hpg hembra o macho (Gill et al., 2010), por lo que parece haber un

desajuste entre el ARNm de Kissl y la expresion de proteinas en estos ratones.

En ovejas (Cheng et al., 2010) y humanos (Hrabovszky et al., 2010), también hay
significativamente mas neuronas kisspeptinérgicas en el ARC de las hembras que en los
machos, mientras que, en los roedores, la expresion de neuronas kisspeptinérgicas en el ARC
es similar en ambos sexos (Kauffman et al., 2007, 2009; Homma et al., 2009). No hay
informacion sobre los factores responsables de este dimorfismo sexual en los seres humanos,
pero en las ovejas, es probable que los efectos de los esteroides sexuales desempefien un

papel clave porque el dimorfismo sexual se observa en animales gonadectomizados (Nestor
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et al., 2012). Sin embargo, la masculinizacion prenatal de las hembras con tratamiento con T
durante la gestacion no influyé en el nimero de neuronas kisspeptinérgicas, pero si
disminuyo el nimero de células NKB y DYN a los niveles observados en los machos (Cheng
et al., 2010). Por otro lado, los ratones muestran un dimorfismo sexual en las neuronas
kisspeptinérgicas del ARC que se pierde durante el desarrollo. Especificamente, la OVX de
las hembras prepuberes da como resultado una duplicacion del numero de neuronas
Kisspeptinérgicas, mientras que la castracion de los machos antes de la pubertad no tiene
ningun efecto, una diferencia de sexo no observada en ratones adultos (Kauffman et al.,
2009).

Las neuronas Kisspeptinérgicas son notablemente consistentes en todas las especies de
mamiferos estudiadas hasta la fecha, al menos en cuanto al control de la secrecion de GnRH.
Las poblaciones principales de neuronas kisspeptinérgicas se encuentran en dos areas: un
gran nimero en el ARC y un conjunto mas pequefio en el POA, que se concentra en el AVPV
de los roedores. Las redes neuroendocrinas que coordinan la reproduccion son complejas,
integrando una amplia gama de sefiales internas y externas en los mamiferos. La GnRH es la
principal reguladora de la reproduccion; sin embargo, las neuronas Kisspeptinérgicas son
integradoras de sefiales de esteroides sexuales, del estado nutricional y metabolico, la
expresion de péptidos y hormonas, como la PRL para controlar la secrecion de

gonadotropinas y, posteriormente, el eje reproductivo (Marques et al., 2018).

La hormona prolactina

La PRL es una hormona polipeptidica sintetizada y secretada por los lactotropos localizados
en la hipofisis anterior, que representan del 20 al 50% de las células de esta glandula.
Conforme a la fisiologia y bioguimica de esta hormona, se le han atribuido mas de 300
funciones biologicas en diferentes tejidos y érganos en vertebrados, por lo que se considera

una hormona pleiotropica (Bole-Feyost et al., 1998; Freeman et al., 2000).

Los genes que codifican a la PRL, la hormona de crecimiento (GH) y la hormona lactégeno
placentario provienen de un gen ancestral coman. EI ARNm de Prl da origen a un polipéptido
de 227 aminoacidos, después de la eliminacion de 28 aminoacidos que corresponden al

péptido sefial del inicio de la traduccion de proteinas, se genera a la proteina madura de 23
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kDa (kilodaltones) con un tamafio de 199 aminoéacidos. La PRL es una proteina
monocatenaria con tres puentes disulfuro formados por seis residuos de cisteina (Bole-Feyost
et al., 1998; Freeman et al., 2000).

La PRL madura, que se modifica posterior a la traduccion de proteinas, se sintetiza y secreta
en la hipofisis anterior y la regulacion hipotalamica esta mediada por DA, sin embargo, el
SNC, el sistema inmunoldgico, el utero y las glandulas mamarias son capaces de producir
PRL. La estimulacidn del pezon, la luz, el olfato y el estrés pueden contribuir al inicio de la
sintesis de PRL en estos tejidos (Bernard et al., 2019). Otros factores que estimulan la
produccion de PRL incluyen la hormona liberadora de tirotropina (TRH), los estrégenos y
los antagonistas de la DA (antipsicoticos) (Freeman et al., 2000).

El aumento de la secrecion de PRL hipofisaria durante la lactancia provoca la inhibicion de
la GnRH interrumpiéndose el ciclo reproductivo (ciclo menstrual). Este periodo de
infertilidad conduce a la produccién de la leche materna por la accién de la PRL en la
glandula mamaria. En condiciones patoldgicas, la secrecion lactea, esta asociada con
procesos de hiperprolactinemia, a consecuencia de abultamientos hipofisarios productores de
PRL (hiperprolactinomas). Estas altas tasas de PRL circulante son causantes de la infertilidad
tanto en mujeres como en hombres, aunque en los hombres es casi nula la hiperprolactinemia
(Freeman et al., 2000). Los machos tienen niveles caracteristicamente bajos de PRL y con un
patrén de secrecion pulsatil. La elevacion anormal en los machos sugiere un posible proceso
patologico subyacente, como un adenoma hipofisario o un efecto adverso de la medicacion.
En general la PRL es menos abundante en machos y en hembras no lactantes y no prefiadas
(Freeman et al., 2000; Li et al., 2019; Bernard et al., 2019; Vilar et al., 2019).

Sintesis y secrecion de la prolactina

Como se menciond con anterioridad la PRL se sintetiza principalmente en la hipofisis
anterior y se libera en respuesta a innumerables factores externos y estados fisioldgicos
(Freeman et al., 2000). La regulacion de la PRL se lleva a cabo por las neuronas
dopaminérgicas localizadas en el ARC del hipotdlamo, Ilamadas neuronas
tuberoinfundibulares (TIDA) que proyectan hacia la eminencia media, neuronas tubero-

hipofisarias (THDA) y neuronas hipofisio-periventriculares (PHDA) que proyectan al I6bulo
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posterior y al I6bulo intermedio respectivamente. Las neuronas dopaminérgicas regulan la
secrecion de PRL, al liberar dopamina que llega a la hip6fisis anterior desde las neuronas
TIDA por medio de los vasos portales largos, y desde las neuronas THDA y PHDA a través
de los vasos portales cortos (Grattan y Tissier, 2015). La PRL estimula directamente estas
tres poblaciones de neuronas (TIDA, THDA y PHDA), lo que da como resultado una
regulacién de retroalimentacion negativa de circuito corto de su propia secrecion, asi como
la activacion de otras neuronas que responden a la PRL en el cerebro (Demaria et al., 2000;
Lyons et al., 2010; Grattan y Tissier, 2015).

La dopamina es el mayor inhibidor de la sintesis y secrecion de PRL. La dopamina tras
interaccionar con los receptores dopaminérgicos tipo 2 (D2) en la membrana de las células
lactotropas ejerce su funcion inhibitoria por accion de proteinas G inhibidoras que se
encuentran asociadas al receptor D2. Los estimulos fisiologicos que regulan la secrecion de
PRL son multiples: el estrés, el aumento de estrégenos en el ovario y la succion del pezon
durante la lactancia es una sefial inhibitoria de la secrecion pulsatil de GnRH del hipotalamo
(Tsukamura y Maeda, 2001). Estos estimulos son detectados por el hipotalamo, que elabora
factores liberadores de PRL (PRF) y factores inhibidores de PRL (PIF). En mamiferos, el
hipotalamo ejerce un efecto mayoritariamente inhibidor sobre la sintesis y secrecion de PRL,
que ademas esté influenciada por muchos otros factores liberados por las celulas lactotropas
de la hipdfisis anterior (regulacion autocrina), asi como por otras células de la hipofisis
(regulacion paracrina) (Bole-Feyost et al., 1998; Freeman et al., 2000; Ben-Jonathan et al.,
2008).

Las concentraciones plasmaticas de PRL varian a lo largo del dia siendo mayores durante el
periodo de suefio que durante el de vigilia, indicando que el ritmo de secrecion de PRL en
humanos es circadiano. La alta tasa de secrecion PRF durante el suefio esta asociada a los
periodos de movimiento rapido de ojos (suefio REM). De hecho, se ha observado que la
actividad dopaminérgica de las neuronas TIDA disminuye con anterioridad a la elevacion de
los niveles plasmaticos de PRL, mostrando que la liberacion de dopamina hipotalamica en el
vaso portal que llega a la hipofisis presenta ritmos circadianos asociados a los periodos de
disminucion de las tasas secretoras de PRL. Multiples factores como el ciclo circadiano, la

actividad sensorial y neuronal, asi como otras hormonas como el Ez, la P4 y el cortisol regulan
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la secrecion de PRL indirectamente a través de la actividad de las neuronas dopaminérgicas
(Sellix et al., 2004; Liang et al., 2011; Grattan y Tissier, 2015).

Receptor de prolactina

Las diversas acciones bioldgicas de PRL estan mediadas a través de su receptor. El receptor
de PRL transmembranal (PRL-R) es un miembro de la familia de receptores de citocinas de
clase I, que inicia las vias de transduccion de sefiales y da como resultado una serie de eventos
fisiolégicos coordinados en los tejidos endocrinos blanco (Bole-Feyost et al., 1998; Goffin
et al., 2002).

Las acciones bioldgicas de la PRL estdn mediadas por la interacciéon con el PRL-R que se
expresa en la membrana celular, el cual se encuentra ampliamente distribuido en diferentes
regiones del cerebro tales como la corteza cerebral, bulbo olfatorio, hipocampo, amigdala,
hipotalamo, hipofisis, entre otras (Cabrera-Reyes et al., 2017). Ademas del cerebro, el PRL-
R tiene una amplia expresion en diferentes 6rganos, tales como, corazén, pulmon, timo, bazo,
higado, pancreas, rifidn, glandula adrenal, utero, musculo esquelético y piel (Bole-Feysot et
al., 1998; Freeman et al., 2000).

Existen diferentes isoformas del PRL-R en las diferentes especies, las cuales son resultado
del empalme alternativo y estan formadas por un dominio extracelular, uno transmembranal
y uno citoplasmatico. Aunque las isoformas varian en la longitud y composicion de sus
dominios citoplasmaticos, sus dominios extracelulares son idénticos (Torner, 2016). En el
humano se han reportado tres isoformas del PRL-R, una larga y dos cortas (Slay S1b); en la
rata se han reportado tres isoformas, una larga, una intermedia y una corta, mientras que en
el ratén se han reportado 4 isoformas, una larga y tres cortas (S1, S2 y S3), las cuales son
iguales en sus dominios extracelular y transmembranal, difiriendo entre si Unicamente en la
longitud de su dominio intracelular (Bole-Feyost et al., 1998; Freeman et al., 2000; Ben-
Jonathan et al., 2008).

La unién de la PRL al PRL-R conduce a una rapida activacion de las vias de transduccién de
sefales asociadas al receptor y que en los diferentes tejidos existen cantidades variables de

éstos, ya que, por ejemplo, en tejidos como la glandula mamaria y el ovario la isoforma




predominante es la larga, mientras que, en el higado, la isoforma corta es la que mas se
expresa. (Bole-Feyost et al., 1998; Goffin et al., 2002).

Las diferentes isoformas del PRL-R pueden desencadenar diferentes vias de sefializacion por
lo que la respuesta que lleva a cabo cada uno, es Unica, despues de la dimerizacion del PRL-
R para formar homodimeros. Los dimeros de la isoforma larga son capaces de activar vias
de sefalizacion de segundos mensajeros, en particular, la cascada de sefializacién del
transductor de sefial JAK y el activador de la transcripcion (JAK-STAT), mediante la
activacion de STAT3 y STATS5 fosforilado como se muestra en la Figura 8. En cambio, la
isoforma corta del PRL-R activa la via de la proteina quinasa activada por mitdgenos
(MAPK). Tanto los heterodimeros de la isoforma larga y corta del PRL-R pueden inhibir la
sefializacion de PRL y contribuyen a modular las acciones de PRL (Perrot-Applanat et al.,
1997; Devi et al., 2014; Torner, 2016).

Se ha demostrado que la expresion del Prir puede variar dependiendo del estado hormonal
del animal (prefiez, lactancia o ciclo estral); por ejemplo, en el raton se ha demostrado que la
isoforma larga y la isoforma corta incrementan significativamente a la mitad de la prefiez en
el ovario. Sin embargo, la forma corta disminuye incrementandose nuevamente hasta el inicio
de la lactancia, mientras que la isoforma larga permanece constante hasta el final del
embarazo y durante la lactancia (Ben-Jonathan et al., 2008; Shao et al., 2008). Por otro lado,
en el cuerpo luteo ambas isoformas estan expresadas durante todo el embarazo y en los
foliculos su expresion incrementa al final de la prefiez y durante la lactancia. Estos datos dan
una idea clara de que las variaciones en la expresion de las isoformas del PRL-R se deben a
la participacion de esta hormona en eventos clave durante cada una de estas etapas y que la
regulacion de la expresion del Prlr depende tanto del tejido como del estado fisiologico y

hormonal del sujeto (Gadd y Clevenger, 2006; Pascual-Mathey et al., 2016).
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Figura 8. Representacién coronal de las regiones en donde se muestra la expresion de STAT5
fosforilado inducido por prolactina en el cerebro del ratéon. Los diagramas de la izquierda
muestran las principales estructuras del cerebro del ratén y su agrandamiento. Las micrografias a la
derecha muestran la expresion de STAT5 fosforilado inducido por PRL (los puntos negros
representan la tincién nuclear de cada neurona). Las areas principales que muestran un marcado
positivo de las neuronas sensibles a la PRL estdn marcadas (AVPV, nicleo periventricular
anteroventral; MPN, nucleo predptico medial; ARC, nlcleo arqueado; VMNVI, nicleo hipotalamico
ventromedial, subdivision ventrolateral; MAg, amigdala medial. Modificado del atlas del cerebro de
Franklin y Paxinos, 2004; Brown et al., 2010.




Accion de la prolactina a través de su receptor

Los efectos producidos por la hormona PRL en la célula se deben a la dimerizacion y
activacion de su receptor. Como todos los receptores de la familia de citocinas tipo I, el PRL-
R no tiene actividad enzimatica, sin embargo, su activacién por la PRL provoca un aumento
de la fosforilacion de proteinas celulares, incluida la del propio receptor en residuos de
tirosina. Esto se debe a que el PRL-R une en su regidn intracelular a dos tipos de proteinas
tirosina quinasas, JAK2, miembro de la familia de las Janus quinasas, y las proteinas tirosinas

quinasas de la familia de protooncogenes Src (Brooks, 2012).

La activacion del receptor ocurre cuando la PRL se une a la region extracelular del PRL-R
donde se encuentran dos mondmeros induciendo su dimerizacién y activacion. Cada
molécula de PRL contiene dos sitios de unidn, el primer sitio de union de la PRL reacciona
con una molécula del receptor. La formacion de este complejo PRL-PRL-R es esencial para
la activacion del sitio de union 11 en la misma molécula de PRL con la segunda molécula del
receptor (Freeman et al., 2000). La union de PRL con su receptor induce la fosforilacion de
tirosinas (Tyr) de distintas proteinas intracelulares. La region intracelular proxima a la
membrana se encuentra constitutivamente asociada a JAK2 que se fosforila después de la
interaccion ligando-receptor y activando vias de sefalizacion como JAK2/STAT
(transductores y activadores de la sefial de transcripcion) y/o MAPK (proteinas quinasas
activadas por mitdégenos). La activacion de JAK2 es esencial para la sefializacion de muchas
citocinas. Esta via transmite informacion que se recibe de sefiales polipeptidicas
extracelulares, a través de receptores transmembranales, directamente a promotores blanco
en el ndcleo, generando en consecuencia un mecanismo para regular la transcripcion sin
necesidad de segundos mensajeros. La PRL actla a través de la isoforma larga, activa
distintas cinasas, incluidas JAK2-STAT, Src cinasa, fosfatidilinositol-3-cinasa (PISK/AKT)
y proteina cinasa activada por mitégeno (MAPK) (Figura 9). La isoforma corta no activa
STAT, pero puede activar las vias alternas de MAPK y de PI3K (Binart et al., 2010; Blanco-
Favela et al., 2012).
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Figura 9. Vias de sefializacion de la prolactina a través del PRL-R. En cuanto a la via de
sefializacion intracelular desencadenada por el complejo hormona/receptor se incluye a la via de las
JAK2/STAT (Sefales transductoras y activadoras de transcripcion), la de las MAP cinasas (Proteinas
cinasas activadas por mitdgeno); y la via de las AKT (Proteinas serina/treonina cinasas). Modificado
de Pfaff, 2002.

Prolactina en la regulacion del eje hipotalamo-hipoéfisis-gonadas

Las acciones bioldgicas de la PRL, y la distribucion de los PRL-R en mamiferos, estan
relacionadas principalmente con la reproduccion (Cabrera-Reyes et al., 2017) y la lactancia
(Grattan y Tissier, 2015).

El aumento de la secrecion de PRL hipofisaria durante la lactancia provoca la inhibicion de
la GnRH interrumpiéndose el ciclo reproductivo (ciclo menstrual). La PRL durante la
lactancia se une al PRL-R en las neuronas kisspeptinérgicas disminuyendo la expresion del
gen Kiss1 en el hipotalamo medial y por ende la liberacion del neuropéptido kisspeptina, esto
repercute en la baja frecuencia y amplitud de los pulsos de las GnRH provocando la
disminucidn en la secrecion de la LH en ratas (Kokay et al., 2011) y ratones (Yamada et al.,
2012). Sin embargo, la via neuroendocrina por la cual la PRL inhibe la frecuencia del pulso
de GnRH adn no se ha dilucidado por completo a diferencia del sistema dopaminérgico el
cual controla la secrecion de PRL (Grattan y Tissier, 2015). En modelos de roedores, las
neuronas kisspeptinérgicas del ARC modulan la liberacion de dopamina de las neuronas
TIDA, regulando asi la liberacién de PRL, como se representa en la Figura 10 (Szawka et
al., 2010).




La dopamina liberada en la sangre portal hipofisaria inhibe tonicamente la secrecion de PRL
de los lactotropos (Ben-Jonathan et al., 2006) y los estimulos que desencadenan la liberacion
de PRL, como el E, el apareamiento y la lactancia, por lo general tienen la inhibicién de las
neuronas TIDA como una via comdn (Grattan y Kokay et al., 2008). Existe evidencia de que
las dendritas de las neuronas kisspeptinérgicas tienen contacto sinaptico y regulan la
actividad de las neuronas TIDA (Szawka et al., 2010; Ribiero et al., 2015).

Ademas de su participacion en la lactancia, la PRL modula varios aspectos como el
desarrollo, el sistema endocrino y reproductivo, la conducta, cognicion y memoria (Cabrera-
Reyes et al., 2017), en la neuroproteccion en neuronas del hipocampo (Morales, 2011) y la
supresion de la respuesta al estrés (Turner et al., 2009), en la estimulacion de la mielinizacion
en el sistema nervioso central (SNC) y la neurogénesis en el bulbo olfatorio (Shingo et al.,
2003), en el sistema inmunologico e incluso desempefian un papel en la homeostasis (Grattan
y Tissier, 2015).

La PRL es capaz de ejercer multiples acciones en el organismo; una de las mejor estudiadas
es la referente a la reproduccion (Grattan y Tissier, 2015; Cabrera-Reyes et al., 2017). Las
funciones de la PRL en la reproduccion han sido reportadas a partir de estudios en ratones
sin expresion del receptor de PRL (knock-out) y deficientes en PRL, que tienen un fenotipo
claro de infertilidad (Binart et al., 2010). En diferentes estudios se ha propuesto que la PRL
puede modular el eje reproductivo al actuar sobre neuronas kisspeptinérgicas hipotalamicas
en hembras (Kokay et al., 2011; Araujo-Lopes et al., 2014) y machos (Brown et al., 2014;
Donato y Frazao, 2016). Las neuronas kisspeptinérgicas del hipotadlamo expresan el PRL-R,
por lo que la interaccion de la PRL con sus receptores en las neuronas Kisspeptinérgicas

participan en la regulacion del eje reproductivo (Brown et al., 2010; Kokay et al., 2018).
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Figura 10. Representacion esquematica del circuito neuronal que muestra las posibles
interacciones en el control de la secrecion de prolactina y gonadotropinas. Las neuronas KNDy
del ARC, actGan como un generador pulsatil al estimular la liberacién de GnRH y reducir
paulatinamente la liberacién de dopamina de las neuronas TIDA favoreciendo un el aumento de PRL
previo al pico preovulatorio de LH. Se ha demostrado la conectividad anatémica entre las neuronas
KNDy vy las TIDA, pero el mecanismo de accién sigue siendo poco claro. Las neuronas
kisspeptinérgicas del AVPV que impulsan el aumento preovulatorio de LH. La PRL actla a través de
la retroalimentacién negativa, activando las neuronas TIDA liberando dopamina e inhibiendo las
neuronas Kisspeptinérgicas. La elevacién cronica de la PRL, puede conducir a la supresion de la
secrecion de gonadotropinas. GnRH, hormona liberadora de gonadotropina; KNDy: neurona
Kisspeptinérgica, neuroquinina B (NKB) y dinorfina; RP3V, region periventricular rostral del tercer
ventriculo; Neurona TIDA, neurona dopaminérgica tuberoinfundibular. Modificado de Grattan, 2018.




Dimorfismo sexual en la expresion de la prolactina

La PRL es sintetizada y liberada por los lactotropos de la hipéfisis anterior, en las hembras
hay una mayor cantidad de lactotropos que en los machos, un dimorfismo sexual que

comienza alrededor de la pubertad y continta hasta la edad adulta (Grattan y Tissier, 2015).

En las hembras, la PRL es fundamental para favorecer el estado de maternidad, disminuyendo
la receptividad femenina, promoviendo la ingesta de alimentos y la conducta materna
(Esteves et al., 2019). Varios estudios han reportado que el aumento de PRL esta asociado a
condiciones fisiologicas como el estrés y la conducta sexual, ambos factores elevan los
niveles de PRL en ratones hembra y macho (Kirk et al., 2017). Sin embargo, el papel de la
PRL en la fisiologia de los machos no se ha detallado ampliamente, aunque se ha propuesto
que la liberacion de PRL durante la copula regula la libido en roedores (Exton et al., 2001) y

humanos (Kriiger et al., 2005).

La hormona PRL a través de las variantes de su receptor PRL-R desempefia funciones
importantes en varios tejidos, incluyendo el cerebro. En particular en la hipofisis, la Prl y el
Prlr son mas abundantes en ratas hembra y la expresion de ambos genes varia conforme al
ciclo estral de la hembra (Cabrera-Reyes et al., 2015). Sin embargo, en ratas macho adulto la
expresion de Prl es mas abundante en el hipotadlamo que en las hembras en cualquier etapa
del ciclo estral, aun asi, la expresion del Prlr es mas abundante en hembras, lo que sugiere
que la hembra tiene mayor disponibilidad del PRL-R para sus funciones (Cabrera Reyes et
a., 2015)

Recientemente en el laboratorio se describié que las variaciones en los niveles de PRL
provocado por la administracién exdgena de la hormona retrasa el inicio de la pubertad en
ratones juveniles hembra, pero no en machos (Corona et al., 2021). Este cambio en los niveles
de PRL aumentan la expresién del Prir en el ARC de ratones hembra y macho, lo que sugiere
que la PRL es importante en las primeras etapas de maduracidn sexual e inicio de la pubertad

en ambos sexos (Corona et al., 2021).

La expresion del PRL-R es similar en ratones hembra y macho (Brown et al., 2010), sin
embargo, la expresion de Prlr se concentra en el hipotalamo rostral y medio, aunque también

se ha descrito la expresion del PRL-R en regiones extra-hipotalamicas como la MePD, el
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BNST, entre otros (Brown et al., 2010; Patil et al., 2014). Estas regiones extra-hipotalamicas
son importantes para la regulacién de conductas especificas para cada sexo (Esteves et al.,

2019) en el caso de la MePD regula la conducta sexual en machos (Pineda et al., 2017).

Interaccién entre la prolactina y las neuronas Kisspeptinérgicas

El descubrimiento del neuropéptido kisspeptina ha proporcionado un nuevo panorama en la
comprension del sistema neuroendocrino que controla la reproduccion, y el neuropéptido
Kisspeptina podria estar involucrado en ambas formas de coordinacion entre la PRL y la LH
(Grattan, 2015).

Se ha observado que un estimulo agudo de PRL induce la activacién de los PRL-R en las
neuronas kisspeptinérgicas, mediante la presencia de STATS5 fosforilado (Brown et al., 2014;
Kokay et al., 2011; Li et al., 2011). La via de sefializacion STAT5 es la via canonica de la
PRL utilizada para mediar la mayoria de sus efectos en los diferentes tejidos (Pascual-Mathey
et al., 2016).

Se ha comprobado que la administracion cronica de PRL ovina reduce la expresion de
kisspeptina y GnRH y causa anovulacion en ratones hembra (Sonigo et al., 2012). Esto se
respalda con estudios en donde describen el papel de la PRL en la regulacion de las neuronas
kisspeptinérgicas. La inyeccidn (icv) cronica de PRL ovina en ratas lactantes y virgenes
induce la expresion de STATS5 fosforilado en el ARC, esta expresion inhibe la secrecion de
LH en ratas hembra (Araujo-Lopes et al., 2014), demostrando que las neuronas
Kisspeptinérgicas responden a la accion directa de PRL en diferentes condiciones
fisiologicas. Por lo cual es inequivoco sefialar que la lactancia inhibe a la Kisspeptina en el
ARC y suprime la secrecion de LH (Yamada et al., 2007; True et al., 2011).

La expresion de neuronas Kisspeptinérgicas del AVPV en ratas hembra es menor (Overgaard
et al., 2013) y, probablemente debido a esto, observar el efecto de la PRL o durante la
lactancia en las neuronas Kisspeptinérgicas del AVPV en ratas ha sido complicado (Yamada
et al., 2007; Smith et al., 2011; Araujo-Lopes et al., 2014). En ratones, la expresion de
neuronas Kisspeptinérgicas es mas evidente (Overgaard et al., 2013) y se ha demostrado que

la secrecion elevada de PRL durante la lactancia o inducida en el ratdn se asocia con la




disminucidn de la expresion de kisspeptinaen el AVPV yenel ARC (Liu et al., 2014; Brown
et al., 2014). Sin embargo, ain se desconoce el mecanismo que determina la inhibicion
inducida por la PRL durante la lactancia en ambas poblaciones, AVPV y ARC, en murinos
(Overgaard et al., 2013; Araujo-Lopes et al., 2014).

En un modelo de infertilidad causado por la administracién crénica de PRL en ratones
hembra, la administracion intraperitoneal del péptido Kisspeptina-10, favorece la
recuperacion de la regularidad del ciclo estral y la tasa de ovulacion normal, al mantener la
secrecion de gonadotropinas Yy la ciclicidad ovéarica (Sonigo et al., 2012; Donato y Frazao,
2016). La capacidad de las neuronas Kisspeptinérgicas de regular a su vez a la PRL refleja
una interaccion compleja de las neuronas kisspeptinérgicas KNDy del ARC, asi como las del
AVPV con las neuronas de dopamina que contribuyen al control de la secrecion de la
hormona (Aquino et al., 2017; Grattan, 2018). La mayoria de las neuronas kisspeptinérgicas
expresan el PRL-R (Bernard et al., 2015), por lo que se ha propuesto que en estados
hiperprolactinéemicos la supresion del neuropéptido Kkisspeptina es causado por la PRL
(Grattan, 2015).




Justificacion

Se ha propuesto a la PRL como un modulador del eje HHG durante la etapa adulta, actuando
a través de la interaccion con su receptor PRL-R que se expresa en las neuronas
Kisspeptinérgicas. En esta etapa, la presencia de las neuronas Kisspeptinérgicas es
sexualmente dimorfica, siendo mayor la expresién en las hembras. Este dimorfismo
comienza con el proceso de maduracién sexual, sin embargo, se desconoce si la expresion de
Kiss1 y Prl es también dimdrfica. Aunado a esto, la PRL tiene funciones claras en la fisiologia
y el comportamiento femenino lo que ha apoyado la idea de que la PRL podria tener un papel
esencial en las hembras. Por esta razon, resulta de interés evaluar si durante la maduracion
sexual, junto con el establecimiento dimorfico de las neuronas kisspeptinérgicas se establece
también la participacion de otros actores importantes como el KISS1R que esta presente en
las neuronas GnRHeérgicas y que es esencial para el inicio de la pubertad y para el
mantenimiento de la etapa reproductiva, asi como el PRL-R en las neuronas
kisspeptinérgicas. En el presente trabajo se evalud el perfil de la expresion relativa de los
genes de Prl, Prlr, Kiss1 y los Kiss1r durante las diferentes etapas que llevan a la maduracion

sexual de ratones hembra y macho.

Estudios previos muestran que la PRL actla directamente sobre neuronas kisspeptinérgicas
e induce la supresion de la expresion del ARNm de Kissl y la secrecion de kisspeptina, lo
que conduce a una menor activacion de la secreciéon de gonadotropinas y GnRH (Donato y
Frazao, 2016). Dados estos antecedentes respecto a las diferencias entre sexos podemos

formular la siguiente hipotesis.




Hipotesis

La expresion de Prl, Prlr, Kissl y Kisslr en el hipotdlamo y en la MePD mostrard un
dimorfismo sexual durante las etapas de la maduracion sexual que marcan cambios
fisiologicos importantes tanto en hembras como en machos: Inicio de la Pubertad, Madurez

Sexual y Adulto.

Objetivos

General

Cuantificar la expresion de Prl, Kissl y sus receptores Prlr, Kisslr, respectivamente, en el
hipotalamo y en la MePD durante la maduracion sexual de ratones hembra y macho
C57BLY/6.

Particulares

1. Cuantificar la expresion del ARNm de Prl, Prlr, Kissl y Kisslr, mediante
gPCR cuantitativa (QPCR), en el hipotalamo y en la MePD de ratones hembra,
en diferentes etapas de la maduracion sexual: Inicio de la Pubertad, Madurez
Sexual y Adulto.

2. Cuantificar la expresion del ARNm de Prl, Prlr, Kissl y Kisslr, mediante
gPCR, en el hipotalamo y en la MePD de ratones macho, en diferentes etapas
de la maduracién sexual: Inicio de la Pubertad, Madurez Sexual y Adulto.

3. Determinar si los niveles de expresion de Prl, Prir, Kissl y Kisslr tanto en el
hipotadlamo como en la MePD presentan un patron de dimorfismo sexual

durante la maduracion sexual.




Materiales y método

Modelo experimental

Se utilizaron ratones hembra y macho de la cepa C57BL/6 de diferentes edades previo,
durante y después de la pubertad que se obtuvieron a partir del PN21. Los ratones fueron
proporcionados y criados en el Bioterio General del Instituto de Neurobiologia de la UNAM.
Los animales se mantuvieron bajo las siguientes condiciones: ciclo de luz invertido (12 horas
luz/12 horas oscuridad) en donde la luz se apaga a las 08:00 am y se enciende a las 20:00 pm,
con temperatura controlada 23°C, asi como agua y alimentacion ad libitum. Los animales
permanecieron con la madre hasta el PN21, que corresponde al dia del destete. A partir del
PN 21 se separaron hembras y machos y se les dio un seguimiento individual para los
experimentos. Todas las manipulaciones fueron aprobadas por el Comité de Bioética del
Instituto de Neurobiologia de la UNAM Campus Juriquilla con los protocolos 049 y 104.A,
siguiendo los Lineamientos de la Norma Oficial Mexicana para el cuidado y uso de animales
de laboratorio NOM-062-Z00-1999.

Disefio experimental

Para conformar de manera aleatoria los grupos de interés para nuestros experimentos
utilizamos ratones hembra y macho a partir del PN21 y se determiné la edad de nuestros
animales mediante caracteristicas que nos permitieron tener tres grupos que representan el
proceso de maduracion sexual de los ratones: grupo de Inicio de Pubertad, Madurez Sexual
y grupo de Adultos. Para lograr tener los primeros dos grupos, se les dio un seguimiento
individual a los ratones hembra y macho a partir del PN21, dia del destete de la madre y edad

en la cual los animales ya son independientes de los padres.

Hembras

El Inicio de Pubertad, etapa que se determind con la identificacién de la apertura vaginal
(AV), PN28-33, coincide con la activacion del eje HHG. La apertura vaginal es un evento
fisiologico que se puede observar a simple vista y se acompafia con el aumento de E>y LH.
(Navarro et al., 2004; Clarkson et al., 2010). La etapa de Madurez Sexual, PN37-45, se

determin6 con el primer estro que fue identificado mediante citologia vaginal, esta etapa
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marca el inicio de la etapa madura. El ciclo estral se divide en cuatro fases: diestro, proestro,
estro y metaestro, (Figura 11), los cambios citoldgicos vaginales determinan las fases del
ciclo. Estos se correlacionan con los cambios en la concentracién de hormonas circulantes
durante cada etapa del ciclo estral (Cora et al., 2015). Durante el diestro hay una mayor
cantidad de leucocitos, pocas células epiteliales y muy pocas células nucleadas, en el proestro
hay mayor cantidad de células nucleadas y pocos leucocitos, mientras que durante la etapa
del estro, hay una mayor cantidad de células epiteliales cornificadas (sin nucleo) o
queratinizadas; y finalmente en el metaestro empiezan a aumentar la cantidad de leucocitos
y pocas células epiteliales (Byers et al., 2012). Para la etapa Adulto, se utilizaron hembras
virgenes de PN84, 12 semanas, debido a que a esta edad ya se ha establecido por completo
la fisiologia reproductiva del animal (Pinilla et al., 2012).
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Figura 11. Representacién proporcional de los diferentes tipos de células que se presentan
durante el ciclo estral de la hembra. L: leucocitos (C), N: células epiteliales nucleadas (A), C:
células epiteliales cornificadas (B). Las etapas del ciclo estral se identifican con base en la ausencia,
presencia, o la proporcidn de tres tipos de células principalmente en el epitelio vaginal: los leucocitos,
las células epiteliales nucleadas y las células epiteliales cornificadas. Modificado de Byers et al.,
2012; Cora et al., 2015.




Machos

El Inicio de Pubertad se determind cuando se observd el descenso testicular (DT), que ocurre
aproximadamente en el PN30-35 que fisiologicamente estd acompafiado del inicio de la
espermatogénesis (Egan et al., 2017). La etapa de Madurez Sexual estd determinada por la
produccion de espermatozoides moviles capaces de fecundar al 6vulo y normalmente ocurre
entre PN40 y PN55, tanto en ratas como en ratones (Prevot, 2015). Por ello, la edad en la
cual se determing la etapa de madurez sexual fue 15 dias después del DT y el agrandamiento
testicular. Para el grupo de Adultos, se utilizaron machos de PN84, aproximadamente 12
semanas, debido a que a esa edad el eje HHG ya es completamente funcional y maduro
(Navarro et al., 2015).

En la Tabla 1 se representa la organizacion de los grupos experimentales.

Grupos Edad (Media + SEM)
Inicio de Pubertad

Hembras n=18 PN (31.44 £ 1.91) AV
Machos  n=18 PN (32.16 + 0.78) DT

Madurez Sexual
Hembras n=18 PN (32.27+1.22) AV PN (41.77 + 3.5) MS
Machos  n=18 PN (31.33+1.08) DT PN (45.22 + 0.8) MS

Adulto

Hembras n=18 PN: 84 (12 semanas)
Machos  n=18 PN: 84 (12 semanas)

Tabla 1. Grupos experimentales utilizados. En la tabla se representan los tres diferentes
grupos estudiados que representan el proceso de maduracion sexual: Inicio de Pubertad,
Madurez Sexual y Adulto en animales hembra y macho. Se observa el nimero de ratones
utilizados para cada grupo y sexo, asi como la media de las edades. SEM: error estandar de
la media; PN: postnatal; MS: Madurez Sexual; AV: apertura vaginal; DT; descenso testicular;
n: namero de animales por grupo.




Cuantificacion de la expresion del ARNm por gPCR

La expresion de los genes Prl, Prir, Kissl y Kisslr se cuantificd por gPCR en las regiones
del hipotdlamo y la MePD de hembras y machos en las diferentes etapas de maduracion
sexual. La agrupacion de las diferentes etapas de maduracion sexual se representa en la Tabla
1. Se cuantifico la expresion de los genes en el hipotalamo debido a que en esta region se
encuentran las neuronas que expresan el Kissl (Smith et al., 2006), asi como una densa
expresion del Prlr (Brown et al., 2010). En la MePD hay también expresion de neuronas
Kisspeptinérgicas que son relevantes para la regulacion del eje reproductivo (Pineda et al.,
2017). Asi mismo, por medio de la deteccion de células que expresan STATS fosforilado en
la region de la MePD, se sugiere que hay presencia del PRL-R en esta region, pero en menor
cantidad en comparacion con regiones hipotalamicas (Salais-Lopez et al., 2018).

Diseccion del tejido para el analisis de gqPCR

Los animales fueron sacrificados por decapitacion e inmediatamente se extrajo el cerebro el
cual se mantuvo en frio. Las regiones del hipotalamo y de la MePD se obtuvieron siguiendo
referencias anatomicas del Atlas del cerebro de raton (Franklin y Paxinos, 2004). Las
muestras fueron colectadas y se prepararon seis grupos del tejido hipotalamico, conformado
por tres animales para cada etapa de maduracion sexual de ratones hembra y macho. Para la
diseccion de la MePD se realizaron tres grupos con el tejido de la MePD izquierda y derecha
para cada etapa de maduracion sexual de cada animal. Todas las muestras fueron

almacenadas a -80°C hasta su procesamiento (Figura 13).




Figura 13. Representacion anatomica coronal del cerebro de ratén con las regiones de interés
AVPV, ARC y MePD. Para hacer la diseccion del hipotalamo completo se realizaron dos cortes
coronales sefialados con lineas rojas, las referencias anatdmicas utilizadas fueron sobre la superficie
ventral anterior al quiasma 6ptico (QO) y anterior a la protuberancia. El primer corte coronal es donde
se ubica a la comisura anterior (CA), el cuerpo calloso (CC) y es la regién en donde inicia el AVPV
(amarillo). El segundo corte se realizd anterior a la protuberancia para obtener en la misma rebanada
al ARC (amarillo) y en vista coronal se aprecia a la eminencia media EM, el dentate gyrus (DG), en
este segundo corte y como referencia anatdmica adicional se encuentra el tracto optico (TO) que sirve
de referencia para diseccionar a la MePD (como se muestra en la vista coronal del cerebro de raton).
Modificado del atlas del cerebro de raton de Franklin y Paxinos, 2004.

Extraccion, purificacion y cuantificacion de ARNm

El ARN total se purificd mediante el método de isotiocianato de guanidina con el reactivo
TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA) para aislar ARN en un solo paso, siguiendo el instructivo
del reactivo. Brevemente: el tejido hipotalamico y de la MePD se colocaron en tubos
Eppendorf de 1.5 mL con 500 microlitros (ul) de TRIzol y se homogenizaron con ayuda de
un homogeneizador Sigma Aldrich 2000. Posteriormente se adicionaron 200 pl de
cloroformo a cada uno de los tubos y se agitaron vigorosamente durante 15 segundos para
luego incubarlos a temperatura ambiente durante 5 minutos. Los tubos se centrifugaron para
separar la fase acuosa que contiene el ARN, la cual se colocé en un tubo nuevo. Para
precipitar el ARN de la solucion se adicionaron 0.5 ml de alcohol isopropilico y los tubos se
centrifugaron para decantar el sobrenadante. EI ARN se resuspendié en agua desionizada
libre de RNasas. De esta solucién se prepard una dilucion 1:100 en agua desionizada libre de

RNasa para medir en un espectrofotometro ND-1000 (Nano-Drop; Thermo Scientific,




Waltham, MA). ElI ARN total de cada muestra se obtuvo con relacion a la absorbancia

Aze0/Azgo Y se determind la pureza y la concentracion del ARN obtenido.

Para la deteccion de los genes blanco se utilizaron los oligonucle6tidos tomados de (Moreno-
Carranza et al., 2018; Quennell et al., 2011) o fueron disefiados que se muestran a
continuacion en la Tabla 2 y se demostrd su eficiencia mediante curvas de dilucién (Prl:
97.7%; Prlr (isoforma larga): 99.0%; Kiss1: 120.1% y Kisslr: 113.6%).

Oligonucleétido Secuencia Tamafio # acceso
Prl F:5- ACCCTGATCCTCAGTTTGTGT - 3 118 pb X04418.1
R:5- CTCCAATCTCTTTGGCTCTTG - 3
Prir F:5- ACCTGCATCTTTCCACCAGTT -3 257 pb NM_001034111.1

. R:5- CCAGAGTCACTGTCGGGA - 3’
(isoforma larga)

Kissl F:5- CCTTCCTCCCAGAATGATCTC -3 99pb NM_178260.3
R:5- GATCCAGGCTTCACTTTGC - &

Kisslr F:5- CTTCACCGCACTCCTCTACC - 3 266 pb NM_001359010.1
R:5- ACACAGTCACATACCAGCGG - 3

18s F:5-CTCTTTCTCGATTCCGTGGGT-3" 100 pb M59389
R:5-TTAGCATGCCAGAGTCTCGT-3’

Gen constitutivo

Tabla 2. Oligonucleotidos utilizados para la cuantificacion del ARNm. Para la amplificacién del
cDNA se utilizan oligonucledtidos especificos (F: forward; R: reverse), pares de bases (pb), ambas
secuencias actdan como cebadores de la accién de la polimerasa.

Retrotranscripcion

El ARN obtenido se mezclé en un tubo Eppendorf libre de nucleasas con 1 pL del cebador,
1 pg de RNA total, 1uL del mix de 10mM de dNTPs y se llevd a volumen final de 12 pL con
agua libre de nucleasas. Esta mezcla se incub6 durante 5 minutos a 65°C para romper uniones
inespecificas en el ARN y permitir que se extienda por completo la cadena; de esta manera
se pueden unir los oligonucleétidos, descritos en la Tabla 2, de forma correcta a la cola de
poli A de los ARNm de interés; posteriormente el tubo donde se llevo a cabo la reaccién
anterior se colocé en hielo y se le adiciond Buffer 5X, 2 uL de ditiotreitol (DTT) 0.1 M; esta
segunda reaccidon se incubd 2 minutos a 37°C, para posteriormente afiadir 1uL de
retrotranscriptasa del virus de leucemia murina moloney M-MLV. Se afadi6 la
retrotranscriptasa y se incubd 10 minutos a 25°C, 50 minutos a 37°C, luego 70°C durante 15

minutos para detener la reaccion. Las muestras de ADNc fueron almacenadas a -80°C.




gPCR en tiempo real

La PCR cuantitativa se realiz6 afiadiendo el colorante SYBR Green (Thermo Scientific), que
emite su maxima fluorescencia cuando se encuentra unido a la doble cadena de ADN, esta
fluorescencia fue detectada con el sistema de deteccion de PCR StepOne®. Las muestras se
prepararon por duplicado en un volumen total de 10 pl. Para la amplificacion de cada ARN
mensajero (Prl, Prlir, Kissl y Kisslr) de raton se emplearon los oligonucle6tidos presentados
en la Tabla 2. Se aplicaron las siguientes condiciones de PCR: 95 °C durante 10 minutos
previo a 40 ciclos a 95 °C durante 15 segundos, 60 °C durante 30 segundos y la extension a
72 °C durante 30 segundos segun las instrucciones del fabricante. Las muestras se
compararon mediante el método de Ct relativo (Livak y Schmittgen., 2001). Los resultados
de qPCR se representan como la expresion relativa de los genes de interés (veces de
induccidn), que se calculo utilizando la expresion del ARN ribosomal 18s como control

interno (Fleming et al., 2019).

Anadlisis estadistico

El anlisis estadistico se realizo por duplicado en todas las muestras de las diferentes etapas
de maduracion sexual de ratones hembra y macho a partir del promedio de los valores de Ct
(ciclo umbral). Los niveles relativos de expresion (tasa de cambio) de los ARNm evaluados
fueron: Prl, Prlr, Kissl y Kisslr en diferentes etapas de maduracion sexual. Se utilizo al
grupo de Inicio de Pubertad como el grupo de referencia (control) tanto en el hipotalamo
como en la MePD. Se utilizo la prueba de Kruskal-Wallis, (K-W), debido a que los datos no
presentaron una distribucion normal (evaluado por la prueba de Shapiro-Wilks), vy, si el
resultado de la prueba estadistica mostraba diferencias significativas, se realizo la prueba

post-hoc de Dunn.

El analisis estadistico de la expresion sexualmente dimdérfica de las tres etapas de maduracion
sexual se evaluaron los siguientes aspectos: interaccion entre grupos, la etapa de maduracién
y sexo. Para evaluar el dimorfismo sexual de los niveles de expresion de los genes de interés
se utilizaron los mismos valores de Ct de las diferentes etapas de maduracién sexual de

ratones hembra y macho, pero la comparacién se hizo utilizando como grupo control a los
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machos en el Inicio de la Pubertad. Al no tener una distribucion normal, se opt6 por ordenar
los datos de hembras y machos en las diferentes etapas de maduracion sexual, utilizando
como grupo control a los machos, con la finalidad de utilizar el andlisis de varianza
(ANOVA) de datos aleatorios de dos vias, seguidas de una prueba post-hoc de Bonferroni,
debido a que no hay una prueba de dos vias para datos no paramétricos. Fueron considerados
como diferencias significativas aquellos en los que la probabilidad fue igual o menor que
(0.05). El programa estadistico utilizado fue GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA,

version 8.

Resultados
Hembras

ARNmM de Prl y Prlr en hipotalamo

La expresion del ARNm de Prl fue significativamente diferente entre las tres etapas de
maduracion sexual (Inicio de Pubertad, Madurez Sexual y Adulto) (K-W: H (2) =11.38,
p=0.0006), en donde la expresion mayor se observo en la etapa de Madurez Sexual y en la
etapa de Adultos en comparacion con el Inicio de Pubertad (p=0.125 y p=0.0088,
respectivamente) (Figura 14 a). El perfil de expresion del ARNm de Prir (Figura 14 b) fue
constante en las tres etapas de maduracion sexual en hembras (K-W: H (2) =0.4402,

p=1.731). Para los valores de la media + SEM ver anexo 1.
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Figura 14. Expresién del ARNm de Prl y Prlr en el hipotdlamo de ratones hembra C57BL/6 en
la maduracion sexual. (a) Perfil de expresién del ARNm de Prl y Prir (b) en las tres etapas de
maduracién sexual. Cada simbolo en las gréaficas representa un grupo conformado por tres animales,
dando una n total de 18 ratones evaluados para cada etapa de maduracién sexual. El analisis
estadistico para Prl y Prlr se realiz6 mediante la prueba Kruskal-Wallis y una prueba post-hoc para
Prl de comparacion multiple de Dunn, *p<0.05. Los datos se expresan como media + error estandar
(SEM).

ARNM de Kissl y Kisslr en hipotalamo




El perfil de expresion del ARNm de Kissl (Figura 15 a) fue constante en todos los grupos.

La expresion de Kisslr también fue constante (Figura 15 b) en las diferentes etapas de

maduracion sexual. No se observaron diferencias significativas en ninguno de los genes de
acuerdo a la prueba estadistica de Kruskal Wallis, ni en Kissl (K-W: H(2)=(3.310),
p=0.1962), ni en Kisslr (K-W: H(2)=(1.263), p=0.5622). Para los valores de media + error

estandar (SEM), ver anexo 1.
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Figura 15. Expresién del ARNm de Kissl y Kisslr en el hipotalamo de ratones hembra C57BL/6
en la maduracion sexual. En las gréaficas (a) y (b) se presenta el perfil de expresion del ARNm de
Kissl y Kisslr, respectivamente, en las tres diferentes etapas de maduracion sexual. Cada simbolo en
ambas graficas representa un grupo conformado por tres animales, dando una n total de 18 ratones
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evaluados para cada etapa de maduracion sexual. El analisis estadistico para Kissl y Kiss1r se realizd
mediante la prueba Kruskal-Wallis. Los datos se expresan como media + error estandar (SEM).

ARNmM del Prlr en la MePD

El perfil de expresién del ARNm del Prir (Figura 16) fue constante en las tres etapas de
maduracion sexual en hembras, por lo que no se observaron diferencias estadisticamente
significativas (K-W: H(2)=(8.00), p=0.7214). Para los valores de la media + SEM ver anexo
1.
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Figura 16. Expresion del ARNm del Prlr en la MePD de ratones hembra C57BL/6 en la
maduracién sexual. En la grafica se presenta el perfil de expresién del ARNm del Prlr, en las tres
diferentes etapas de maduracién sexual. Cada simbolo en las gréficas representa un grupo conformado
por seis animales, dando una n total de 18 ratones evaluados para cada etapa de maduracién sexual.
El analisis estadistico para el Prir se realiz6 mediante la prueba Kruskal-Wallis. Los datos se expresan
como media + error estandar (SEM).




ARNmM de Kissl y Kisslr en la MePD

El perfil de expresion del ARNm de Kissl y Kisslr (Figura 17 a, b) fue constante en las tres
etapas de maduracion sexual. El andlisis con la prueba Kruskal Wallis no reveld diferencias
significativas en la expresion de Kissl (K-W: H(2)=(0.3556), p=0.8786), y tampoco en la
expresion de Kisslr (K-W: H(2)=(0.6222), p=0.8286). Para los valores de la media + SEM

ver anexo 1.
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Figura 17. Expresion del ARNm de Kissl y Kisslr en la MePD de ratones hembra C57BL/6 en
la maduracién sexual. En la gréfica (a) y (b) esta representado el perfil de expresion del ARNm de
Kissly Kisslr, respectivamente, en las tres diferentes etapas de maduracion sexual. Cada simbolo en
ambas gréficas representa un grupo conformado por tres animales, dando una n total de 18 ratones
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evaluados para cada etapa de maduracion sexual. El andlisis estadistico para el Kissl y Kisslr se
realizd mediante la prueba Kruskal-Wallis. Los datos se expresan como media + error estandar
(SEM).

Machos

ARNmM de Prl y Prlr en hipotalamo

El perfil de expresion del ARNm de Prl y del Prlr (Figura 18 a, b) tuvo un aumento en la
expresion del ARNm de Prl en la etapa de Madurez Sexual. La prueba de Kruskal Wallis
reveld diferencias estadisticamente significativas para la expresion del ARNm de Prl (K-W:
H(2)=(8.503), p=0.0079). El andlisis post-hoc de Dunn revel6 un aumento en la expresion de
Prl en la etapa de Madurez Sexual comparado con el Inicio de Pubertad (p=0.0242), esto es
un dato interesante que permite suponer que la PRL tiene acciones puntuales durante la
Madurez Sexual en machos. Con respecto al analisis de la expresion de Prlr, el analisis
estadistico no reveld diferencias significativas entre las etapas de maduracion sexual (K-W:
H(2)=(0.7552), p=0.6082). Para los valores de la media £ SEM ver anexo 1.
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Figura 18. Expresion del ARNm de Prl y Prir en el hipotalamo de ratones macho C57BL/6 en
la maduracion sexual. En las gréaficas se presenta el perfil de expresion del ARNm de Prl (a) y Prir
(b) en las tres etapas de maduracion sexual. Los simbolos representan un grupo conformado por tres
animales, dando una n total de 18 ratones para cada etapa de maduracion sexual. El analisis estadistico
se realizdé mediante una prueba de Kruskal-Wallis y una prueba post-hoc de comparacion multiple de
Dunn, para el ARNm de Prl, ** p<0.01. Los datos se expresan como media * error estandar (SEM).

ARNM de Kissl y Kisslr en hipotalamo

El perfil de expresion del ARNm de Kissl (Figura 19 a) tuvo un patron de expresion
constante en los tres grupos: Kissl (K-W: H(2)=(1.368), p=0.5264). La expresion de Kiss1r,
(Figura 19 b), presentd niveles similares en el hipotalamo en las tres etapas de maduracion
sexual. Los resultados de la prueba estadistica para Kisslr no mostraron diferencias
significativas (K-W: H(2)=(2.327), p=0.3263). Para los valores de la media + SEM ver anexo
1.




b

Figura 19. Expresion del ARNm de Kissl y del Kisslr en el hipotdlamo de ratones macho
C57BL/6 en la maduracion sexual. En la gréafica (a) se presenta el perfil de expresion del ARNm
de Kiss1y en la grafica (b) Kisslr. Cada simbolo en las graficas representa un grupo conformado por
tres animales, dando una n total de 18 ratones para cada etapa de maduracion sexual. El analisis
estadistico para el Kiss1 y Kiss1r se realizo mediante la prueba Kruskal-Wallis. Los datos se expresan
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ARNM del Prir en MePD

El perfil de expresion del ARNm del Prlr, (Figura 20), en machos es constante en la Madurez
Sexual y en Adultos, por lo cual sugerimos que la expresion del Prir fue similar en las tres
etapas de maduracion sexual, (K-W: H(2)=0.6222, p=0.8286). Para los valores de la media

+ SEM ver anexo 1.
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Figura 20. Expresion del ARNm del Prlr en la MePD de ratones macho C57BL/6 en la
maduracion sexual. En la grafica se presenta el perfil de expresion del ARNm del Prlr, en
las tres diferentes etapas de maduracion sexual. Cada simbolo en la grafica representa un
grupo conformado por seis animales, dando una n total de 18 ratones para cada etapa de
maduracion sexual. El andlisis estadistico para el Prlir se realizé mediante la prueba Kruskal-
Wallis. Los datos se expresan como media + error estandar (SEM).

ARNmM de Kissl y Kisslr en la MePD

El perfil de expresion del ARNm de Kissl y Kisslr, (Figura 21 a, b), se mantuvo constante
en las tres etapas de maduracion sexual. La prueba de Kruskal Wallis no mostro diferencias
significativas ni en Kissl (K-W: H(2)=(0.3556), p=0.8786), ni en Kisslr (K-W:
H(2)=(0.6222), p=0.8286). Para los valores de la media = SEM ver anexo 1.
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Figura 21. Expresion del ARNm de Kissl y Kisslr en la MePD de ratones macho C57BL/6 en la
maduracién sexual. En la grafica (a) y (b) se presenta el perfil de expresion del ARNm de Kissly
Kiss1r, respectivamente, en las tres diferentes etapas de maduracién sexual. Cada simbolo en ambas
graficas representa un grupo conformado por tres animales, dando una n total de 18 ratones para cada
etapa de maduracion sexual. El andlisis estadistico para el Kiss1 y Kisslr se realiz6 mediante la prueba
Kruskal-Wallis. Los datos se expresan como media * error estandar (SEM).




Dimorfismo sexual

Uno de los principales objetivos de este trabajo fue comparar el patron de expresion de los
genes de Prl, Prlr, Kissl y Kisslr durante la maduracion sexual entre ratones hembra y
macho. De acuerdo con la participacion de PRL en la fisiologia y el comportamiento
reproductivo en mamiferos, los esteroides sexuales son reguladores importantes de la
expresion de Prl, asi como del Prlr en diferentes tejidos como el ovario, Utero e hipotalamo
(Freeman et al., 2000; Furigo et al., 2014). Se ha reportado que la expresion de Prl en el
hipotalamo de ratas macho adulto es mayor que en la hembra en cualquier etapa del ciclo
estral, y que la expresion de Prir se expresa en ambos sexos sin diferencia alguna (Cabrera-
Reyes et al., 2015).

Existe evidencia de que previo al inicio de la pubertad y hasta en la etapa adulta la expresion
de Kissl es regulada por E2y T (Smith, 2013) al igual que Kisslr (Semaan et al., 2013). Por
otro lado, la expresion del gen Kiss1 en el AVPV del hipotdlamo de roedores se diferencia
sexualmente porque las hembras expresan mas neuronas kisspeptinérgicas que los machos
(Oakley et al., 2009). Este dimorfismo sexual en la distribucién anatomica de la kisspeptina
es particular para la generacion del pico preovulatorio de LH, que es exclusivo de la hembra
(Smith et al., 2005). Sin embargo, en el ARC y MePD no se ha reportado que exista
dimorfismo sexual en la expresion de Kissl. Ademas, la expresion de KISS1R en neuronas
GnRHérgicas va en aumento desde etapas tempranas del desarrollo hasta el inicio de la
pubertad y posteriormente se mantiene la presencia de KISS1R para el mantenimiento de la
etapa reproductiva (Herbison et al., 2010), también se ha reportado la expresion en de
KISS1R fuera del hipotdlamo como en la MePD, BNST, entro otras (Pineda et al., 2017), sin
embargo, el perfil de expresion de Kiss1lr mediante qPCR durante la maduracion sexual en

ratones hembra y macho no ha sido descrito.

En el presente trabajo se evalud la expresion de Prl, Prir, Kissl y Kisslr, con el fin de
determinar el perfil de expresion de cada uno de ellos durante la maduracion sexual de ratones
hembra y macho, en particular nos enfocamos en determinar si existe un dimorfismo sexual
en las etapas previas a la edad adulta, que es en donde ya se ha identificado un claro
dimorfismo sexual de PRL (Cabrera-Reyes et al., 2015) y kisspeptina (Clarkson y Herbison,
2006).




Expresion del ARNm de Prl en el hipotalamo

El perfil de expresion del ARNm de Prl es similar en hembras y machos, (Figura 22), [F (2,
20) = 4.252 p=0.0289, F (1.055, 10.55) = 4.250 p=0.0633, F (1, 10) = 8.008 p=0.0179]. Sin
embargo, observamos un aumento caracteristico en hembras en la etapa adulta, lo cual hace
referencia al dimorfismo sexual previamente descrito. Para los valores de media + error

estandar (SEM), ver anexo 2.
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Figura 22. Expresion sexualmente dimoérfica del ARNm de Prl en el hipotalamo de ratones
C57BL/6 en la maduracion sexual. En la grafica se presenta el perfil de expresién del ARNm de
Prl, en las tres etapas de maduracion sexual. Cada simbolo en la grafica representa un grupo
conformado por tres animales, dando una n total de 18 ratones para cada etapa de maduracion sexual
y sexo. El andlisis estadistico para el ARNm de Prl se realizé mediante un analisis varianza (ANOVA)
de datos aleatorios de dos vias, sequido de una prueba post-hoc de Bonferroni, en los ratones de la
etapa adulta, **p<0.01. Los datos se expresan como media * error estandar (SEM).

Expresion del ARNm de Prlr en el hipotalamo

El perfil de expresion del ARNm del Prlr, (Figura 23), [F (2, 20) = 1.283 p=0.2990, F (2,
20) =1.29 p=0.2971, F (1, 10) =0.01117 p=0.9179] se mantiene constante en las tres etapas

de maduracién sexual en ambos sexos. Para los valores de la media + SEM ver anexo 2.
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Figura 23. Expresion sexualmente dimoérfica del ARNm del Prlr en el hipotadlamo de ratones
C57BL/6 en la maduracion sexual. En la grafica se presenta el perfil de expresién del ARNm de
Prlr, en las tres etapas de maduracién sexual. Cada simbolo en la grafica representa un grupo
conformado por tres animales, dando una n total de 18 ratones para cada etapa de maduracion sexual
y sexo. El analisis estadistico para el ARNm del Prir se realizé6 mediante un ANOVA de datos
aleatorios de dos vias. Los datos se expresan como media + error estandar (SEM).

Expresion del ARNm de Kissl en el hipotalamo

La expresion del gen Kissl, (Figura 24), en las tres etapas de maduracion sexual es
sexualmente dimorfica [F (2, 20) = 0.006077 p=0.9939, F (2, 20) = 0.006579 p=0.9934, F
(1, 10) = 26.08 p=0.0005]. EI perfil de expresion de Kissl en el hipotalamo de hembras se
mantuvo constante en las tres etapas de maduracion sexual. Este perfil de expresion de Kissl
indica que el dimorfismo sexual estd presente desde el inicio de la pubertad y se va
consolidado durante las diferentes etapas de la maduracion sexual. Para los valores de la

media + SEM ver anexo 2.
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Figura 24. Expresion dimérfica del ARNm de Kissl en el hipotadlamo de ratones C57BL/6 en la
maduracién sexual. En la gréafica se presenta el perfil de expresion del ARNm de Kissl en las tres
etapas de maduracion sexual. Cada simbolo en la gréfica representa un grupo conformado por tres
animales, dando una n total de 18 ratones para cada etapa de maduracion sexual y sexo. El analisis
estadistico para el ARNm de Kissl se realizé6 mediante un ANOVA de datos aleatorios de dos vias,
seguido de una prueba post-hoc de Bonferroni, en las tres etapas, **p<0.01. Los datos se expresan
como media + error estandar (SEM).

En la siguiente grafica podemos observar el perfil de expresion constante del Kisslr, (Figura
25), en las tres etapas de maduracion sexual [F (2, 20) = 1.523 p=0.2423, F (2, 20) = 1.586
p=0.2295, F (1, 10) = 0.4928 p=0.4987]. Para los valores de la media £ SEM ver anexo 2.
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Figura 25. Expresion dimérfica del ARNm de Kiss1r en el hipotdlamo de ratones C57BL/6 en
la maduracién sexual. En la grafica se muestra la expresion del Kisslr en las tres etapas de
maduracién sexual. Cada simbolo en la grafica representa un grupo conformado por tres animales,
dando una n total de 18 ratones para cada etapa de maduracion sexual y sexo. El analisis estadistico
del ARNm del Kisslr se realizo mediante un ANOVA de datos aleatorios de dos vias. Los datos se
expresan como media + error estandar (SEM).

Expresion del ARNm de Prlr en la MePD

La expresion del ARNm del Prir es constante en las tres etapas de maduracion sexual de
ratones hembra y macho [F (2, 8) =0.1174 p=0.8907, F (2, 8) = 0.1282 p=0.8814, F (1, 4) =
0.001681 p=0.9693], (Figura 26). Para los valores de la media + SEM ver anexo 2.
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Figura 26. Expresion sexualmente dimorfica del ARNm del Prir en la MePD de ratones
C57BL/6 en la maduracién sexual. En la gréafica se presenta el perfil de expresion del ARNm de
Prlr en las tres etapas de maduracion sexual. Cada simbolo en la grafica representa un grupo
conformado por seis animales, dando una n total de 18 ratones para cada etapa de maduracion sexual
y sexo. El analisis estadistico para el ARNm del Prir se realizé6 mediante un ANOVA de datos
aleatorios de dos vias. Los datos se expresan como media + error estandar (SEM).

Expresion del ARNm de Kissl en la MePD

La expresion del ARNm de Kissl [F (2, 8) = 0.1472 p=0.8654, F (2, 8) = 0.1423 p=0.8695,
F (1, 4) = 0.8327 p=0.4131] (Figura 27), se mantuvo constante en las diferentes etapas de

maduracion sexual. Para los valores de la media £ SEM ver anexo 2.
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Figura 27. Expresion sexualmente dimorfica del ARNm de Kissl en la MePD de ratones
C57BL/6 en la maduracion sexual. En la grafica se presenta el perfil de expresién del ARNm de
Kissl en las diferentes etapas de maduracidn sexual. Cada simbolo en la gréfica representa un grupo
conformado por seis animales, dando una n total de 18 ratones para cada etapa de maduracién sexual
y sexo. El andlisis estadistico para el ARNm de Kissl se realiz6 mediante un ANOVA de datos
aleatorios de dos vias. Los datos se expresan como media + error estandar (SEM).

Expresion del ARNm de Kisslr en la MePD

El perfil de expresion del ARNm de Kisslr [F (2, 8) = 0.6968 p=0.5260, F (2, 8) = 0.7130
p=0.5189, F (1, 4) = 1.102 p=0.3531], (Figura 28), es constante en las tres etapas de

maduracion sexual. Para los valores de la media £ SEM ver anexo 2.
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Figura 28. Expresion sexualmente dimorfica del ARNm de Kisslr en la MePD de ratones
C57BL/6 en la maduracion sexual. En la gréafica se presenta el perfil de expresion del ARNm de
Kisslr en las diferentes etapas de maduracion sexual. Cada simbolo en la gréafica representa un grupo
conformado por seis animales, dando una n total de 18 ratones para cada etapa de maduracion sexual
y sexo. El andlisis estadistico para el ARNm de Kisslr se realizé mediante un ANOVA de datos
aleatorios de dos vias. Los datos se expresan como media + error estandar (SEM).




Discusion
En este trabajo de tesis se determind la expresién del ARNm de Prl, Prlr, Kissl y Kisslr
durante la maduracion sexual en ratones hembra y macho. Estos genes son de gran
importancia para el inicio de la pubertad y el mantenimiento de la reproduccion en la etapa
adulta en ambos sexos. La evaluacion del dimorfismo sexual fue medular en este proyecto
pues se ha descrito en la literatura que la expresion de Kissl es mayor en hembras que en
machos (Clarkson y Herbison, 2006). Por otro lado, se conocen ampliamente las funciones
de la PRL en la lactancia, la gestacion y en la funcién reproductiva, sin embrago, no se ha
explorado el curso temporal de expresién de Prl durante la maduracién sexual en ratones.
Por ende, se evalud la expresion del ARNm en etapas clave para la reproduccién, el inicio de
la pubertad y la maduracion sexual, con la premisa de que la expresion de Prl, Prir, Kissl y
Kisslr presenta dimorfismo sexual durante este periodo critico para el establecimiento de la

etapa reproductiva.

La PRL es una hormona pleiotropica que participa en varias funciones fisiologicas incluida
la reproduccion. En hembras, la PRL favorece el desarrollo de la glandula mamaria y la
lactogénesis (Donato y Frazao, 2016). Se ha reportado que la expresion del ARNm de Prl en
el hipotalamo de ratas hembra varia en las diferentes etapas del ciclo estral, siendo mayor la
expresion previo al pico preovulatorio, (proestro tardio y estro) (Cabrera-Reyes et al., 2015).
Esta condicion es interesante y coincide con lo descrito por Aquino et al., (2017), en donde
demostraron que la administracion de Kisspeptina puede estimular de forma aguda la

liberacion de PRL, siendo esta respuesta sensible a los esteroides sexuales.

Los resultados de este estudio mostraron que, la expresion del ARNm de Prlr se mantuvo
constante en hembras y machos durante toda la maduracién sexual y que la expresion del
ARNmM de Prl en el hipotalamo es sexualmente dimérfica, siendo mayor en las hembras
durante la etapa adulta. El incremento en la expresidn del Prl podria deberse a que, durante
esta etapa, las hembras presentan un ciclo estral, en el cual se llevan a cabo una serie de
cambios fisiolégicos como consecuencia de las variaciones en las concentraciones
hormonales de gonadotropinas, esteroides sexuales y de PRL (Levine, 2015). Ademas, en las
hembras en etapa adulta se observd una expresion sexualmente dimorfica. Esto pudiera ser

el resultado del pico preovulatorio que requiere del estimulo de la kisspeptina para la sintesis
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y liberacion de LH y PRL (Grattan, 2018), lo que podria reflejar que, en la etapa adulta, las
hembras requieren de este aumento de Prl por las diferentes etapas del ciclo estral y por ello
se observa un patron de expresién mayor que en los machos en la misma etapa. En conjunto,
podemos sugerir que la mayor expresion de ARNm de Prl en el hipotdlamo de hembras es
en la etapa adulta, probablemente por el papel tan relevante que tiene la PRL en la fisiologia

femenina.

El papel de la PRL se ha centrado en la fisiologia de las hembras porque las funciones de la
hormona favorecen el estado de maternidad, por ello, los estudios neuroendocrinoldgicos
hacen referencia a la lactancia y la conducta materna, mientras que en los machos las
funciones de la PRL no se han detallado ampliamente, sin embargo, se ha sugerido que la
PRL tiene funciones diferentes en hembras y machos (Brown et al., 2010; Cabrera-Reyes et
al., 2015). Por ejemplo, la distribucion del PRL-R se ha descrito en la hembra (Bakowska
1997; 2003) y se ha estudiado recientemente en el cerebro de roedores machos (Kokay et al.,
2018). Utilizando un modelo animal modificado genéticamente en el que se expresa un gen
reportero (tGFP) bajo el control del promotor de PRL-R, se ha demostrado que la expresion
de PRL-R es similar en machos y hembras con diferencias cuantitativas en solo dos nucleos,
en el AVPV y nacleo predptico medio. Esto sugiere que la PRL puede tener muchas

funciones que son equivalentes en ambos sexos (Salais-Lopes et al., 2018).

Una de las posibles razones de la falta de mas estudios neuroendocrinos de la funcién de PRL
en machos se relaciona con el hecho de que los niveles de PRL circulante son relativamente
bajos en condiciones estandar (Guillou et al., 2015), lo que la hace poco accesible y limita su
estudio. Aun asi, varios estudios han descrito incrementos agudos en la secrecidn sistémica
de PRL en machos asociados a ciertas condiciones fisiologicas, como la respuesta al estrés
(Kirk et al., 2017) o el comportamiento sexual (Hernandez et al., 2006). Nuestros resultados
mostraron un incremento en la expresion de Prl en los machos durante la madurez sexual.
Esto podria explicarse como una adaptacion en la que, en el transcurso de la maduracion
sexual el incremento de PRL sea necesario para permitir que la conducta sexual se establezca
completamente y asi iniciar la etapa reproductiva. Este dato es interesante ya que es la
primera vez que se reporta en ratones macho un aumento en la expresion de Prl en la

maduracion sexual. Este resultado podria deberse a que la PRL se requiere para la




maduracion sexual del macho, y nos permite suponer que, dependiendo de la edad del animal
y del sexo, la expresion de Prl puede aumentar o disminuir en ratones macho. El papel
sexualmente dimdrfico de la PRL en la maduracion sexual ha sido recientemente descrito en
nuestro laboratorio (Corona et al., 2021). Se encontr6 que la alteracion del nivel fisioldgico
de PRL en etapas tempranas (juveniles) mediante la administracién exégena de PRL para
aumentarlo o, mediante el uso de un agonista dopaminérgico (cabergolina) para disminuirlo,
retrasa el inicio de la pubertad en hembras, pero no en machos (Corona et al., 2021). Dado
que en la presente tesis se observé que la expresién del ARNm de Prl es 200 veces mayor en
hembras adultas en comparacién con los machos, se puede proponer que el dimorfismo
sexual del ARNm de Prl tiende a ser mas evidente conforme los animales maduran

sexualmente.

Nuestros resultados muestran asi mismo que, durante la etapa de madurez sexual, la
expresion de Prl aumenté significativamente en el macho. Este hecho no se habia descrito
previamente en ratones, y permite sugerir que la PRL actla en etapas precisas durante la
maduracion sexual de machos. De manera interesante, existe evidencia de que la PRL se
libera de forma aguda con la eyaculacion (Hernandez et al., 2006) y se ha propuesto que
puede intervenir en la saciedad después de la cépula, que conduce al periodo refractario
(Kriger et al., 2002). De hecho, niveles altos de PRL por un periodo crénico pueden suprimir
la conducta copulatoria en ratas y producir disfuncion sexual y otros efectos secundarios en
los machos (Rehman et al., 2000). Con base en lo anterior se ha propuesto que la funcion
inhibidora de la PRL sobre la funcion sexual tiene un componente central importante (Salais-
Lopez et al., 2018); sin embrago, falta mucho por estudiar con respecto a la fisiologia de la

PRL y a los mecanismos exactos a traves de los cuales opera la PRL en el cerebro masculino.

La PRL ejerce varias funciones bioldgicas a través la unién con el PRL-R, los cuales se
encuentran distribuidos en varios tejidos, incluidas varias regiones del cerebro y érganos del
tracto reproductivo (Cabrera-Reyes et al., 2017). Con base en lo anterior, la presencia del
PRL-R se expresa en el hipotadlamo y entre sexos posiblemente de manera diferencial, pero
los resultados aqui mostrados nos indican que la expresion del Prlr se mantiene constante en
hembras y machos independientemente de la etapa de maduracién sexual y del sexo de los

animales. No obstante, la expresion del ARNm de Prlr en el hipotdlamo parece ser sensible




a los niveles circulantes de PRL, al menos en la etapa juvenil temprana, ya que recientemente
se demostr6 como la administracion exdgena y cronica de PRL en esta etapa, tanto en
hembras como en machos, aumenta la expresion del Prlr especificamente en el ARC (Corona
et al., 2021). Sin embargo, el hecho de ver un incremento en la expresién del ARNm de Prlr,
no garantiza un mayor niamero de PRL-R. Esto habla de que hay una transcripcion genética
de ARNm de Prlr, pero no sabemos si hay traduccidn de proteinas al final, esto aplica para

los cuatro genes que se evaluaron en este proyecto.

La PRL a través de cambios en la fosforilacion de proteinas actia como un regulador
transcripcional y el marcador més fiable de que la PRL se une al PRL-R es la proteina
fosforilada STAT5. En ratones hembra y macho se han observado diferencias en la expresion
de STATS5 entre sexos (Kokay et al., 2018; Salais-Lopez et al., 2018). Se ha demostrado que
ambas poblaciones de neuronas kisspeptinérgicas del hipotalamo (AVPV y ARC) expresan
el Prir y responden a la accion de la PRL con un aumento en la expresion de STATS5
fosforilado (Kokay et al., 2011, Brown et al., 2014). La expresion de kisspeptina en ambas
poblaciones en el raton se reduce cuando los niveles de PRL son altos (Brown et al., 2019).
También se ha evaluado la expresion, mediante inmunohistoquimica de doble marcaje, de
STATS fosforilado en neuronas kisspeptinérgicas del ARC en ratas virgenes y lactantes tras
la administracion exdgena (icv) de PRL (Araujo-Lopes et al., 2014). Sin embargo, una
descripcion detallada en el cerebro del PRL-R no se ha completado, debido a complicaciones

técnicas para marcar a este receptor (Kokay et al., 2018).

El papel de laPRL en la fisiologia se ha centrado principalmente en estudios neuroendocrinos
que hacen referencia a funciones parentales (Freeman et al., 2000) y la distribucion del PRL-
R en hembras (Bakowska et al., 1997; Bakowska et al., 2003). Debido a esto, la informacién
que se aporta en este trabajo es relevante, al mostrar los niveles de expresion del Prlr en
machos y en hembras, en las diferentes etapas de maduracion sexual, demostrando asi que el
perfil de expresidn del Prlr se mantiene estable desde el inicio de la pubertad hasta la etapa
adulta en ambos sexos. Lo cual coincide con la descripcion de Brown et al., (2010), en donde
menciona que el PRL-R tiene una expresidn similar en el cerebro de ratones hembra y macho.
Aunado a esto, en el estudio de Kokay et al., (2018), en donde utilizaron un ratén transgénico

en el que se expresa un gen reportero (tGFP) bajo el control del promotor del PRL-R,




demostraron que la expresion de PRL-R es similar en machos y hembras con diferencias
cuantitativas en solo dos nucleos, en el AVPV y en el nlcleo predptico medio, siendo ambas
regiones hipotaldmicas donde se expresan también el ARNm de Kissl. Con base en lo

anterior se sugiere que la PRL puede tener diversas funciones equivalentes en ambos sexos.

La presencia de STATS fosforilado indica, indirectamente, que la expresion del PRL-R en
machos y hembras es similar en el ARC, MePD y BNST, entre otras regiones (Kokay et al.,
2018); sin embargo, en el AVPV, la presencia de STATS fosforilado es sexualmente
dimorfica, siendo mayor en las hembras (Kokay et al., 2018). En conjunto, estos resultados
sirven para contrastar nuestros resultados, en los cuales se observé que la expresion del
ARNmM del Prlr es igual en ambos sexos. Es posible que el receptor de PRL sea necesario en
diferentes partes del cerebro y la PRL desencadena vias de sefializacion independiente del
sexo. Alternativamente, machos y hembras pueden mostrar una expresion y activacion
diferencial de elementos reguladores del PRL-R (por ejemplo, Jak, STATS5, SOCS, CIS, etc.)
(Pezet et al., 1999; Yasukawa et al., 1999; Freeman et al., 2000). De cualquier forma, se han
encontrado diferencias en la regulacion funcional de las acciones centrales de PRL en machos
y hembras (Kokay et al., 2018 y Salais-L0pez et al., 2018). Ademas, los datos aqui reportados
enfatizan la importancia de analizar también la concentracion de proteinas traducidas y
hormonas para complementar el analisis de la expresion del Prlr en algunas regiones
cerebrales para poder comprender el papel de la PRL en la fisiologia y el comportamiento de

la reproduccion.

La sefializacion kisspeptina-KISS1R es indispensable para el inicio de la pubertad y el
establecimiento de la etapa reproductiva en ratones y humanos (Pinilla et al., 2012). Por ello,
la expresion del ARNm de Kissl y Kisslr son fundamentales en este trabajo. La expresion
del gen Kissl en la etapa adulta es sexualmente dimorfica y es mayor en hembras que en
machos (Clarkson y Herbison, 2006; Kauffman et al., 2007; Hrabovszky et al., 2010). Los
resultados que se obtuvieron en el presente estudio confirman que la expresion del ARNm
de Kissl en las hembras es mayor que en los machos, asi mismo la expresion de Kissl en
hembras se mantuvo constante durante todo el proceso de maduracién sexual. Este
dimorfismo sexual en la expresion de Kissl se observa en las tres etapas de maduracion

sexual. En cambio, la expresion del ARNm de Kisslr mantuvo una expresion constante




durante las etapas de maduracion sexual en ambos sexos, sugiriendo que el perfil de

expresion de Kissl y Kisslr, es independiente uno del otro.

Una caracteristica particular de las neuronas Kisspeptinérgicas es su distribucion en dos
ndcleos hipotalamicos. En roedores, estas neuronas se encuentran principalmente en el
AVPV y el ARC del hipotalamo (Clarkson et al., 2010). Estas dos poblaciones tienen un
papel diferencial y determinante en la regulacion de la secreciéon de GnRH vy el eje
reproductivo. Este papel esta definido por la accion de los esteroides sexuales (Kauffman et
al., 2007), debido a que estas neuronas kisspeptinérgicas son blancos directos del E> y la T,

y expresan altos niveles de los receptores ERa, ERp y AR.

Existen dos tipos de retroalimentacion mediada por esteroides sexuales, las neuronas
kisspeptinérgicas del ARC proporciona una estimulacion pulsatil a las neuronas GnRH en
ambos sexos desde etapas embrionarias (Desroziers et al., 2012). Por el contrario, en las
neuronas kisspeptinérgicas dentro de la region AVPV los esteroides sexuales desempefian un
papel en el aumento transitorio de los niveles de expresion Kissl en el AVPV en la edad
adulta (Smith et al., 2005) que promueve el aumento preovulatorio de GnRH, necesario para
la ovulacién en hembras (Harter et al., 2018). En el AVPV, los machos poseen un menor
namero de neuronas kisspeptinérgicas, en comparacion con las hembras; de hecho, este
dimorfismo sexual de Kissl en el AVPV estd organizado permanentemente por la
sefalizacidn de esteroides sexuales en las primeras etapas del desarrollo postnatal (Kauffman
et al., 2007). Durante un periodo critico postnatal, que suele ser la primera semana de vida
en roedores, los machos secretan altos niveles de T, mientras que las hembras secretan pocos

esteroides sexuales (Semaan et al., 2013).

Ambos eventos de retroalimentacion tienen lugar en el hipotalamo, AVPV y ARC, y en este
trabajo se evaluo la expresion del ARNm de Kissl en el hipotalamo completo, lo cual puede
explicar la dispersion de los datos que se observa en el gen de Kissl durante la maduracion
sexual en hembras y machos, ya que la concentracion de Kissl varia segun la concentracion
de esteroides sexuales en ratones adulto (Kumar et al., 2015). Esta dispersion que se observo
en los datos posiblemente se correlaciona con la retroalimentacién positiva y negativa que
llevaa cabo el AVPV y ARC, respectivamente, al expresar de manera diferencial el gen Kissl

dependiendo de la entrada de esteroides sexuales.
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La PRL también puede modificar la expresion de Kissl, y es que cuando se administra de
manera exogena a ratones hembra y macho durante la etapa juvenil temprana, la expresion
del ARNm de Kissl se mantiene constante en el ARC, pero disminuye en el AVPV (Corona
et al., 2021), lo que refleja que el AVPV es un nicleo mas sensible a la PRL. En el presente
trabajo se evalud la expresion del ARNm de Kissl en el hipotdlamo completo de ambos
sexos, sin embargo, dadas las diferencias observadas por Corona et al., (2021), para realizar
una evaluacion mas precisa de la expresion de Kissl es necesario evaluar por separado estas
regiones hipotaldmicas que expresan el Kissl de manera diferencial dependiendo de la
concentracion de PRL. Es probable entonces, que, dado que en este trabajo no se
consideraron por separado el AVPV y ARC para la cuantificacion de la expresion de Kissl
en el hipotalamo, se puede inferir que la distribucion heterogénea que se observa en nuestros

resultados puede deberse a este factor.

Se ha descrito la expresion del ARNm de Kissl en cada region hipotalamica (AVPV y ARC)
de ratones macho adultos intactos, castrados y castrados tratados con T (Smith et al., 2005).
En este trabajo encontraron que, en el ARC de machos castrados, el ARNm de Kiss1 aumenta
significativamente, efecto completamente opuesto a lo observado en machos castrados
tratados con T. En el AVPV, el ARNm de Kissl disminuye en los machos castrados y el
tratamiento con T aumenta su expresion (Smith et al., 2005). En hembras se demostré como
el E2 regula la expresion del ARNm de Kissl entre grupos de hembras en Diestro, OVX 'y
OVX mas E (Smith et al., 2005), demostrando que la expresion de ARNm de Kiss1 depende
de la concentracion de E2, aumenta en presencia de Ez y en concentraciones basales de E> la
expresion del ARNm de Kiss1 disminuye drasticamente. Estudios en ratones knock-out para
ERa, se inhibe el fendmeno de la retroalimentacion positiva y negativa a esteroides sexuales
en roedores (Couse et al., 2003, Wintermantel et al., 2006), por lo cual se ha descrito que los
niveles basales de E> inducen un aumento en la expresion de Kissl en el ARC y una
disminucion en la expresion de Kissl en el AVPV de la hembra (Smith et al., 2005 a; Adachi
et al., 2007).

El gen GPR54 que codifica al receptor del neuropéptido kisspeptina, KISS1R, es esencial en
el proceso de maduracion sexual. Estudios en donde se suprime la expresién del gen Kisslr,

afecta la maduracion sexual, provocando retrasos en el desarrollo puberal, niveles bajos de




esteroides sexuales, gametogeénesis deteriorada, y pérdida o ausencia de ciclos menstruales o
estrales en humanos y ratones, respectivamente (de Roux et al., 2003; Seminara et al., 2003).
En este trabajo, la expresién del ARNm de Kisslr se mantuvo constante en ambos sexos, sin
observarse diferencias significativas en ninguna etapa en la maduracion sexual, lo cual puede
indicar que la expresion de Kisslr es esencial para el inicio de la pubertad y durante toda la
maduracion sexual tanto en hembras como en machos. Se ha reportado que la administracion
exdgena de Kisspeptina en etapas prepuberes acelera la maduracion sexual promoviendo una
pubertad precoz en ratas y monos (Navarro et al., 2004; Shahab et al., 2005). Por el contrario,
la supresion del gen Kisslr retrasa el inicio de la pubertad en ratones hembra y macho (Funes
et al., 2003). Con base en lo anterior, la expresién de Kisslr y su ligando pueden afectar el
desarrollo previo, durante y después de la pubertad (Han et al., 2005); sin embargo, las
poblaciones de neuronas kisspeptinergicas del ARC y AVPV van madurando desde etapas
postnatales y durante la maduracion sexual en donde tienen mecanismos especificos en
diferentes especies (Ojeda y Skinner, 2006; Plant et al., 2015), pero aparentemente el Kisslr
no tiende a cambiar su expresion en el hipotalamo en el transcurso de la maduracion sexual.
Los resultados obtenidos en este trabajo nos permiten sugerir que la expresion del ARNm de

Kisslr es constante para ambos sexos y en cada etapa de maduracion sexual.

La distribucidn, regulacion e importancia funcional de la kisspeptina fuera del hipotalamo no
se ha estudiado ampliamente (Kim et al., 2011). En el presente trabajo, se evaluo la expresion
de Kissl en la MePD en diferentes etapas de maduracion sexual, la MePD esta implicada en
comportamientos sociales y emocionales, asi como en varios aspectos de la reproduccion
(Pineda et al., 2017). Se ha descrito la expresion de Kissl en la amigdala media (MeA) es
mayor en machos adulto que en hembras en diestro (Kim et al., 2011). En cambio, el perfil
de expresion de Kissl en el MeA disminuye en ratas y ratones hembra y macho
gonadectomizados, pero la administracion exdgena de esteroides sexuales reestablece el
perfil de expresion de Kissl en la MeA (Kim et al., 2011). Por tanto, en los roedores, Kissl
se expresa y regula mediante esteroides sexuales en la MeA de ambos sexos y puede
desempefiar un papel en la modulacién de la reproduccion o de las funciones cerebrales que
se extienden mas alld de la reproduccién. Sin embargo, en nuestros resultados el nivel de
expresion del gen Kissl o Kisslr en la MePD se mantuvieron constantes en todas las etapas

de maduracién sexual.




Previamente, en roedores y humanos, ya se habia descrito que los genes Kissl y Kisslr se
expresan en la MeA (Lee et al., 1999; Muir et al., 2001; Clarkson et al., 2009; Kim et al.,
2011), sin embargo, ya se han descrito algunas funciones de las neuronas kisspeptinérgicas
en esta region. Por ejemplo, se ha propuesto que la MeA esta involucrada en la regulacion de
procesos fisioldgicos y conductuales, incluidos los relacionados con la recompensa,
comportamientos sociales (Meyer-Lindenberg et al., 2011) y la reproduccién (Pineda et al.,
2017).

La MePD, al igual que el hipotalamo, expresa receptores de andrdgenos y estrégenos (Cooke
et al., 2006) y esta conectada con areas del cerebro implicadas en los comportamientos
reproductivos a través del BNST, y en conjunto con las poblaciones de neuronas
kisspeptinérgicas del hipotalamo, mantienen una estrecha comunicacion con POA formando

una red compleja para la regulacion de las neuronas GnRHérgicas (Yeo y Herbison, 2011).

La expresion del gen Kissl no es exclusivo del AVPV, ARC y la MePD, regiones como el
BNST vy el septum lateral lo expresan también, expresan el gen Kissl; sin embargo, aun
cuando se desconoce su funcién en estas ultimas regiones, se ha descrito que estas
poblaciones de neuronas kisspeptinergicas estan reguladas también por esteroides sexuales
(Stephens et al., 2016). Estos resultados muestran que el perfil de expresion de Kissl en la
maduracion sexual de ambos sexos y en ambas estructuras (hipotalamo y MePD) se
mantienen constantes. Sin embargo, la expresion sexualmente dimorfica de Kissl en el
hipotalamo fue consistente con lo reportado en literatura, siendo mayor la expresion en
hembras (Smith et al., 2005; Clarkson y Herbison, 2006; Clarkson et al., 2010). En cualquier
caso, los niveles de expresion del ARNm de Kissl y Kisslr en la MePD son independientes
de la expresion de estos mismos mensajeros en el hipotalamo, pero estan regulados de manera
similar por esteroides sexuales al estar involucrados en el mantenimiento y la funcion del eje

reproductivo de hembras y machos.

Conclusiones

En el presente trabajo, se realizd una evaluacion de la expresion basal de cuatro genes

indispensables para la reproduccion en hembras y en machos. Los patrones de expresion de
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los diferentes genes analizados en este trabajo durante la maduracion sexual permiten inferir

las etapas en las que la PRL, y su posible interaccion con kisspeptina, pudiera ser importante.

Los niveles de expresion de Prl en el hipotdlamo aumentaron significativamente en las
hembras conforme maduran sexualmente. En los machos, de manera interesante y sorpresiva,
se observo un incremento durante la etapa de madurez sexual, disminuyendo posteriormente.
Estos niveles pueden sugerir la importancia que tiene esta hormona durante etapas precisas

de la maduracién sexual.

Las diferencias reportadas en la literatura con respecto al dimorfismo sexual del gen Kissl
en el adulto coincide con los datos obtenidos en este trabajo y se suman otras dos etapas

inicio de la pubertad y madurez sexual al dimorfismo sexual.

De acuerdo con estos resultados, durante la maduracion sexual la expresion de Kissl mostro
un claro dimorfismo sexual, siendo mayor en hembras. La cantidad relativa de ARNm de
Prir y Kisslr en el hipotalamo se mantuvieron constantes en las diferentes etapas de

maduracion sexual independientemente del sexo.

Evaluaciones adicionales son necesarias para determinar si los niveles de proteina total
sintetizada coinciden con los patrones de expresion del ARNm para cada uno de estos genes

y etapas de maduracién sexual.




Anexo 1

Tabla 3. Valor relativo de la expresion del ARNm de Prl, Prlr, Kissl y Kisslr en el

hipotdlamo y en la MePD de ratones hembra y macho, representado como media +

error estandar (SEM)

Regiones Inicio de Pubertad | Madurez Sexual Adulto
Hipotalamo
Pri
Hembras 1.10+0.23 246.28+168.04 6724.14+11779.56
Machos 1.00+0.01 51.41+82.85 2.90+4.83
Prir
Hembras 1.00+0.001 0.95+0.88 1.34+0.90
Machos 1.00+0.002 1.62+1.31 1.73+1.32
Kissl
Hembras 1.00+0.003 1.28+0.77 1.58+0.82
Machos 1.00+0.003 1.23+0.76 1.28+0.52
Kisslr
Hembras 1.00+0.00 0.91+0.34 0.95+0.39
Machos 1.00+0.007 1.20 +0.50 1.2140.31
MePD
Prir
Hembras 1.00+0.005 1.58+0.67 2.00+2.39
Machos 1.00+0.001 1.98+2.40 1.39+1.44
Kissl
Hembras 1.007+0.01 1.23+0.45 1.14+0.26
Machos 1.002+0.002 1.09 +0.67 0.94+0.40
Kisslr
Hembras 1.00+0.00 0.65+0.06 0.78+0.20
Machos 1.00+0.005 1.03 +0.68 1.01+0.57




Anexo 2

Tabla 4. Valor relativo de la expresion del ARNm de Prl, Prlr, Kissl y Kisslr en el
hipotadlamo y en la MePD en el dimorfismo sexual, representado como media + error
estandar (SEM)

Hipotalam Media + error estandar (SEM)
0
Machos Hembras
Prl 1.007+33.16 0.001913+27.44
Prir 1.003+0.00 1.022+0.193
Kissl 1.004+0.00 3.412+0.02
Kisslr 1.003+0.00 1.140+0.154
MePD Media * error estandar (SEM)
Machos Hembras
Prir 1.005+0.001 0.98+0.06
Kissl 1.002+0.00 0.83+0.02
Kisslr 1.002+0.001 0.80+0.13
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