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Resumen:

Objetivos. El presente estudio trata de demostrar si en la placeta humana a término
expresa la proteina Kisspeptina siguiendo un ritmo circadiano; y si existe una relacién
entre dichos niveles y las caracteristicas fetales y del parto. Para ello, se realizé un
estudio donde participaron 28 mujeres gestantes sanas con edades comprendidas entre
32,5 + 8 afios. Se recogieron fragmentos de las placentas a término correspondientes a
seis horas del dia: 0:00, 4:00, 8:00,12:00, 16:00, 20:00 y se estudié la posible
existencia de un ritmo circadiano en la expresidon de Kisspeptina. Resultados. Los datos
obtenidos mediante la realizacién de la técnica de Western Blot fueron ajustados a un
modelo matemdtico basado en las Series de Fourier. Conclusién. Por primera vez se
demuestra que en placenta humana a término la Kisspeptina se expresa con un patrén

ritmico circadiano.

Abstract:

Objectives. This study tries to prove if Kisspeptin protein is expressed in term human
placenta following a circadian rhythm; and if there are some relationship between these
levels and fetal characteristics and delivery. Therefore, we performed a study involving
28 healthy pregnant women aged 32.5 * 8 years and collected fragments term
placentas for six hours a day: 0:00, 4:00, 8:00,12:00, 16:00, 20:00. The possible
existence of a circadian rhythm was studied in the kisspeptin expression. Results. The
data obtained by performing Western blotting technique were fitted to a mathematical
model based on the Fourier Series. Conclusion. For the first time, it was demonstrated

that human term placenta Kispeptina expressed with a circadian rhythm pattern.

PALABRAS CLAVE: Kisspeptina, KISS-1, placenta, ritmo circadiano.

KEY WORDS: Kisspeptin, KISS-1, placenta, circadian rhytm.
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Abreviaturas

A: Amplitud

Akt: Protein kinasa B
Arg: Arginina

BCA: Acido Bicinconinico

Bmall: Gen reloj Aryl hydrocarbon
receptor nuclear

BSA: Albumina sérica bovina
Ca?*: calcio
CKle: Enzima Casein kinasa le

Clock: Gen reloj Circadian Locomotor
Output Cycles Kaput

Cry: Gen reloj Criptocromo

CXCR4: C-X-C chemokine receptor
type 4

CX43: Conexina 43

Erk: extracellular-signal-regulated
kinases

FSH: Hormona foliculo estimulanye

GnRH: Hormona liberadora de
gonadotropinas

Gpr54: Receptor de Kispeptina murino
GSH: Ganglio cervical superior

HUCA: Hospital Universitario Central
de Asturias

IGL: Ldmina intergeniculada
IGM: Imunoglubulina G

IP3: Inositol trifosfato

K*: Potasio

Kiss1: Gen Kisspeptina murino

KISS1: Gen Kisspeptina humano
Kiss1r: Receptor de kisspepina murino

KISS1R: Receptor de kisspepina
humano

KO: Knock Out

Kp: Kisspeptina

LH: Hormona luteinizante

MMP: Metaloproteasa

MT2R: Receptor de la melatonina2

NFkp: Factor nuclear potenciador de
las cadenas ligeras kappa de las
células B activadas

NSQ: Nuicleo supraquiasmatico

PACAP: Polipéptido pituitaria
adenilato ciclasa de activacién

PER: Gen reloj Period

Phe: Fenilalanina

PI3K: Fosfoinositol-3-Kinasa

PKC: Protein Kinasa C

PMSF: Fluoruro de fenilmetilsulfonilo
Rev-Erb: Rev-ErbA alpha

T: Periodo

TGH: Tracto geniculo-hipotaldmico

TNF-a: Factor de necrosis tumoral
alpha

TRH: Tracto retino-hipotaldmico
SNC: Sistema Nervioso Central

VEGF: factor de crecimiento
endotelial vascular
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Introduccidn

1. Placenta

La placenta humana es un érgano muy especializado, esencial en el embarazo de
los mamiferos superiores, que hace de intermediario entre la madre y el feto mientras
dura el proceso de gestacion. El término placenta proviene etimolégicamente del latin
“torta plana” y aparentemente fue introducido en 1559 por el médico Realdus

Columbus.

llustracién 1: Feto en el interior de la placenta

http://www.crecerfeliz.es/Embarazo/Cuidados/placenta-filtro-de-vida/funcionamiento-placenta

1.1 Desarrollo embriolégico.

La placenta humana comienza a desarrollarse durante la segunda semana del
embarazo y continba su evolucidon hasta el cuarto mes, cuando ya se encuentra
totalmente formada y diferenciada, aunque sufre pequefias modificaciones hasta el

término del embarazo.

Tras la fecundacién del ovocito por el espermatozoide en el tercio distal de la
trompa de Falopio, el cigoto comienza su descenso hacia la cavidad uterina. Durante el
trayecto sufre un proceso de divisién hasta alcanzar el Gtero el quito dia en estadio de
blastocisto. El sexto dia de desarrollo embrionario se produce la eclosién o “Hatching”,
es decir, la salida del blastocisto de la zona pelicida, necesaria para que se produzca
la implantacién que tiene lugar aproximadamente una semana después de la

fecundacion(l),
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llustracién 2: Fecundacién, divisién embrionaria e implantacién(’)

La decidua (del latin deciduos, desprenderse) es el endometrio grdvido o la capa
funcional del endometrio en la mujer embaraza y ademds, es la parte del Otero que se

desprende durante el partoll).

Al producirse la implantaciéon del embrién, la decidua experimenta una serie de
modificaciones conocidas con el nombre de reaccién decidual y se diferencia en tres
regiones segun su relacién con el lugar de implantacién: la decidua basal es la porcién
adyacente al conceptus que posteriormente dard origen al componente materno de la
placenta, la decidua capsular es la porcién superficial que rodea al conceptus y el

endometrio restante constituye la decidua parietal.

Localizacicn
del orificio
interno

dol utero

Tapén mucoso

Vagina

llustracidn 3: Representacién de los distintos tipos de deciduas(!)
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En el desarrollo de la placenta se distinguen cuatro periodos fundamentales(1)(2);

- El periodo prevelloso: se caracteriza por la evolucién de las vellosidades a lo

largo de la cavidad de implantacién. Comprende desde el sexto hasta el decimotercer

dia del embarazo. En esta etapa el trofoblasto primario embrionario se divide: en una

capa externa, el sincitiotrofoblasto, que carece de estructura celular y es la encargada

de erosionar el endometrio debido a que posee actividad proteolitica, y una capa

internq, el citotrofoblasto, que posee una elevada actividad mitética.

A su vez el periodo prevelloso se subdivide en dos fases:

-Fase pre-lacunar: se inicia desde la aposicién del blastocisto en el epitelio

endometrial hasta que se ha producido una invasiéon completa del endometrio.

Sucede del dia sexto al noveno.

-Fase lacunar o Trabecular: se caracteriza por la aparicién de vacuolas

aisladas en el sincitiotrofoblasto que, al fusionarse e invaginarse, forman lagunas

extensas llamadas cavidades hemdticas. Posteriormente, dichas lagunas se

fusionan y forman redes extensas que constituyen los primordios de los espacios

intervellosos de la placenta. Esta fase ocurre desde el noveno dia hasta el

decimotercero.

Maternal
arteriole

Syncytiotrophoblast
Cytotrophoblast

Maternal
arteriole wall

Arteriole wall
digested by
syncytiotrophoblast

Lacuna filled with P o
maternal blood

ETAPA PRELACUNAR
\

Maternal
arteriole
Connecting stalk Syncytiotrophoblast
10 developing embr
- ” /" Cytotrophoblast
Lacuna filled with
maternal blood

ETAPA LACUNAR

)

|
PERIODO PREVELLOSO

L
. -

Cytotrophoblast
cord

Connecting stalk to
developing embryo

Embryonic
vessels forming
(contain embryonic
blood)

llustracién 4: Etapas prelacunar y lacunar del periodo prevelloso del desarrollo embrionario(’)

-El periodo Velloso: tiene lugar del dia 13 hasta el tercer mes de embarazo. En

esta etapa se desarrollan

las vellosidades

primarias 'y las

posteriormente evolucionan a vellosidades terciarias.

secundarias

que
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-Vellosidades primarias: se constituyen el decimotercer dia del desarrollo
embrionario al producirse una proliferacién y diferenciaciéon del citotrofoblasto
en prolongaciones dirigidas a la capa sincitial, dando lugar a columnas celulares

rodeadas de sincitio.

-Vellosidades secundarias: surgen el decimoctavo dia del desarrollo

embrionario cuando el interior de las vellosidades primarias se forma un nicleo
de tejido mesenquimdtico, que tiene su origen en el mesodermo extraembrionario

somdtico.

-Vellosidades terciaras: se desarrolla el vigésimo-primer dia de desarrollo

embrionario. Las células mesodérmicas centrales presentes en las vellosidades
secundarias se diferencian en células y en pequefios vasos sanguineos formando
el sistema capilar velloso.

Centro
Sincitiotrofoblasto mesodérmico

Tejido Conjuntivo

Sincitiotrofoblasto

Citotrofoblasto

Citotrofoblasto Capilar vellositario
VELLOSIDAD VELLOSIDAD VELLOSIDAD
PRIMARIA SECUNDARIA TERCIARIA

llustracién 5: Tipos de vellosidades embrionarias(!)

A partir de la tercera semana se inicia un desarrollo sostenido de las vellosidades,
formdndose las vellosidades de anclaje, que van desde la placa coridnica a la decidua
basal y las vellosidades libres o terminales, que provienen de ramificaciones de las

vellosidades de anclaje y a través de ellas se produce el intercambio de nutrientes.

Por otro lado, las vellosidades que se forman en la superficie del corion
relacionadas con el polo embrionario aumentan rdpidamente de ndmero, se ramifican y
crecen, formando el corion velloso frondoso. En cambio, las vellosidades relacionadas
con el polo anembrinario del endometrio se comprimen y disminuyen en cantidad vy

tamaiio hasta degenerar y desaparecer por completo, formando el corion calvo.
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http://www.monografias.com/trabajos11/teosis/teosis.shtml

- Placenta totalmente funcional: al comienzo del cuarto mes la placenta se
compone de una porcién fetal constituida por el corién frondoso y una porcién materna
formada por la decidua basal. Entre la Idmina coriénica y la ldmina decidual se
encuentran los espacios intervellosos que contienen sangre materna. Las vellosidades
formadas en los estadios previos se desarrollan hacia dichos espacios. A final de este
mes el corion liso, se pone en contacto con la decidua parietal, y constituye la cavidad

uterina).

Entre el cuarto y quinto mes de gestacién de la decidua se forman unos tabiques
deciduales, que sobresalen hacia los espacios intervellosos sin llegar a alcanzar la
Idmina coridnica. Estos tabiques estdn constituidos por un nicleo de tejido materno
recubierto de una capa de tejido sincitial y al formarse, la placenta queda dividida en

compartimentos denominados cotiledones.

Hacia el final de la gestacién la placenta sufre un proceso de maduracién donde
aumenta progresivamente el nimero y ramificaciones de las vellosidades. Ademds, se
produce un aumento del didmetro del capilar intravellositario. Este desarrollo es
paralelo al crecimiento del feto. A partir de la semana 36 esta maduracién se detiene.

Por Ultimo, al término de la gestacion se observa un proceso de senescencia placentaria.

— Decidua basal -
= Placenta i -
: Corion velloso

54aco vielingo

Cavidad uterina
AMNigs ——
Saco coronico

(coron hiso

Decidua paretal

Decioua capsular en gegeneracion

pON MUCOsSO Tapon mucosc

llustracidn é: Aspecto y componentes de una placenta humana en sus fases finales del embarazo(l)

1.2 Funciones de la placenta.
La placenta es un érgano vital para el mantenimiento de la gestacién, debido a

que realiza miltiples funciones esenciales, tanto para la madre como para el feto.(3)(4)(5)
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-Funcién de barrera o Proteccién: la placenta supone una doble proteccién para

el feto. En primer lugar, le protege a nivel biolégico actuando como filtro frente a
sustancias, pardsitos, virus y bacterias que pudiesen afectarle. Sin embargo, esta
proteccién es deficitaria frente a compuestos como fdrmacos, alcohol o drogas, que
pueden causar graves danos al feto en desarrollo. En segundo lugar, la placenta ofrece
una protecciéon fisica, debido a la existencia de las distintas membranas y al liquido
amnidtico, que proporcionan un ambiente estanco, estéril y con temperatura controlada.
Esta situacion permite que el feto no se vea afectado por las posibles variaciones

ambientales externas, ni por los golpes o perturbaciones que pudieran sucederse.

-Transporte e intercambio de sustancias: La placenta tiene la funcién de

garantizar la homeostasis del feto mediante el suministro de nutrientes (agua,
electrolitos, hidratos de carbono, lipidos, aminodcidos, proteinas, bilirrubina y vitaminas),
eliminacién de desechos y la realizacién del intercambio de gases. Para ello, posee tres
tipos de mecanismos de transporte: la difusion simple, la difusion facilitada, el transporte

activo, pinocitosis o paso directo a través de la membrana placentaria.

Dioxido de carbono, Pulmones
agua, urea, acido urico, o
bilirrubina Rifiones
5N
S &
Antigenos de eritrocitos,
hormonas... Membrana
; placentaria | J
/ . Através de las ':‘l o/, | .
‘ 2 arterias ) B 2 Venas | i Sistema
. umbilicales e s § endometriales venoso materno
3 - o e % - -
o 2e °e ]
& 4 50 E e
\ e\ %, V8 Arterias
traves «° g endometriales
\ o Gelavena “? @ espirales

umbilical

Sustancias nocivas

Agua, aminiacidos, Farmacos o drogas

llustracién 7: Distintos procesos de intercambio de sustancias metabélicas entre el feto y la madre(")

carbohidratos, hierro, (ej: alcohol)

ﬁp'odos‘. hormonas, venenos y monooxido
electrolitos, vitaminas, de carbono
oligoelementos virus

(1
Anticuerpos, IgG

Bacterias, heparina,
transferruna, Igs e lgM
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-Funcién metabdélica: la placenta, principalmente al inicio del embarazo,

sintetiza glucégeno, colesterol y dcidos grasos, que actian como fuente de nutrientes y

reserva energética para el embrién/feto durante la gestacion.

-Funcién endocrina: la placenta actéa como érgano endocrino, secretando

hormonas proteicas y esteroideas, con el fin de favorecer el desarrollo fetal. Durante los
dos primeros meses de embarazo, las células del sicitiotrofoblasto producen hCG para
mantener el cuerpo l0teo. Esta hormona es excretada por la madre en la orina y se
utiliza como predictor del embarazo. La placenta también secreta somatomamotrofina
(antes denominada patégeno placentario), es una hormona similar a la hormona de
crecimiento. La progesterona comienza a producirse a finales del cuarto mes con el fin
de mantener la gestacidon; mientras que los estrégenos, aumentan sus niveles a lo largo
de toda la gestacién con la funcién de contribuir al crecimiento del Utero y al desarrollo

de las gldndulas mamarias.

-Funcién inmunolégica: la madre es la encargada de proveer al feto de un

sistema inmunoldgico durante las primeras etapas de su desarrollo. En torno a la semana
14, las inmunoglobulinas G de origen materno (IlgG) son transportadas al feto mediante
pinocitosis, dotdndole de una inmunidad pasiva frente a ciertas enfermedades
infecciosas. Sin embargo, la competencia inmunolégica propia del feto no comienza a
desarrollarse hasta el final del tercer trimestre, cuando es capaz de producir los
componentes del sistema de complemento. En el momento del nacimiento, los recién
nacidos son capaces de producir sus propias IgG, pero no es hasta los tres afos cuando

adquieren concentraciones similares a las de un adulto.

1.3 Placenta a término: caracteristicas macroscopicas.

La placenta a término es discoidal de tipo hemocorial (la sangre materna y fetal
nunca se mezclan). Sus dimensiones varian mucho dependiendo de la gestacién, pero por
término medio, su didmetro oscila entre 15 y 25 cm y el espesor entre 2 y 3 cm. El peso

suele estar comprendido entre 500 y 600 g(').

-Componente de origen materno: la cara materna presenta una superficie

irregular debido a la existencia serie de elevaciones denominadas cotiledones (15-20)
cubiertos por una delgada capa de decidua basal y separados por surcos que se

forman a partir de los tabiques deciduales.
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-Componente de origen fetal: la superficie fetal posee un aspecto liso y se

encuentra totalmente recubierta por la |dmina coridnica. Esta cara se encuentra
orientada hacia la cavidad amniética, y en ella se observan arterias y venas de grueso

calibre denominadas vasos coridnicos, que se proyectan hacia el cordén umbilical.

Cordodn
umbilical —3§

Corddén umbilical

Coridn
Liso

Vasos umbilicales

) Cotiledon
Amnios

Vasos corionicos
Surco

CARAFETAL CARA MATERNA

llustracién 8: Aspecto macroscopico de la cara materna y fetal de una placenta humana a término(!)

2. Cronobiologia: ritmos circadianos

La cronobiologia es la ciencia que estudia las adaptaciones de los organismos
vivos, en todos los niveles de organizacién, a ciclos ambientales que ocurren
regularmente. El término proviene etiolégicamente del griego: Kronos (tiempo), bios

(vida) y logos (conocimiento)(©),
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19500 pos PP o e trabajos de parto

2:00 am
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4:00 am.
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5:00 am.
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Comienzo del descenso de temperatura
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8:00 p.m.

Mayor tolerancia al alcohol

7:00 p.1.

Temperatura corporal maxima Temperatura corporal
minima
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5:00 p.m. = 3:45 At'“' NP
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i 8:00 am
3:30 p.m. Aumento de movimientos de
Mejor tiempo de reaccion # - & 9:00 Am vientre
2:30 p.. Minimo peso corporal
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manual 7 Aumento en las
12:00 funciones de alerta

mediodia

llustracién 9: Representacion de algunas funciones reguladas por ritmos biolégicos
http://www.ech24.org /blogs/blogs-graveyard-circadian/
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2. 1 Ritmos biolégicos: definicion, parametros y clasificacion.

Mds concretamente la cronobiologia se encarga del estudio de los ritmos

biolégicos, entendiendo por tales, toda oscilacién ciclica de una variable biolégica que

se repite a intervalos regulares en el tiempo, siendo por tanto, predecibles. Se

consideran variables biolégicas: la temperatura corporal, la frecuencia cardiaca o la

presién arterial entre otras muchas.

Cualquier ritmo biolégico se define por los siguientes pardmetros:(€)7)

-Periodo (T): es la duracién de un ciclo completo en una variable ritmica, se

expresa en unidades de tiempo y se corresponde con el inverso de la frecuencia.

-Amplitud (A): es el valor obtenido como la diferencia entre el valor
mdaximo y minimo del ritmo. En una funcién sinusoidal también puede medirse
calculando como la diferencia entre el méximo o el minimo y el mesor de un

ritmo ajustado.

-Mesor (Midline Estimating Statistic of Rhythm): es el valor medio de un

ritmo ajustado a una funcién sinusoidal.

-Fase: es un punto de referencia temporal de un ritmo. Se distingue dos

fases caracteristicas en un sistema sinusoidal, la Acrofase, que es el momento en
el que la variable alcanza el valor maximo y la Batifase, que constituye el punto

donde el valor de la variable es minimo.

sensnnnnes Referencia (00:00 h)

v | Acrofase

82849 e e T Perinda b e e o

662

497 4

331+ Ao\ RO
166 Ajustea:iosinor

por minimos cuadrados

S T S ST PR, e e S Y TR

02:00 05:0008:00 11:00 14:00 17:00 20:00 23:0002:0( 05:00 08:00
Hora del dia

llustraciéon 10: Pardmetros que definen un ritmo biolégico ajustado a una curva sinusoidal

http://ocw.unican.es/ciencias-de-la-salud /biogerontologia/materiales-de-clase-1 /capitulo-9.. jecimiento-y-ritmos-biologicos/9.2-concepto-de-sistema-circadiano
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Por otro lado, los ritmos biolégicos puedes clasificarse en funcién de la duracién

de su periodo(®7);

-Ritmos ultradianos son los procesos biolégicos cuyo ritmo oscila con un

periodo menor a veinte horas. Entre estos ritmos de alta frecuencia se
encuentran las ondas del electroencefalograma, las fases del suefio, la

frecuencia respiratoria o la motilidad géstrica.

-Ritmos circadianos (del latin circa, que significa ‘alrededor de’ y dies,

que significa ‘dia’) son procesos biolégicos que se repiten en ciclo de
aproximadamente veinticuatro horas. Este tipo de ritmo es muy frecuente en los
sistemas biolégicos como por ejemplo en el ciclo sueho-vigilia, las variaciones

de la presién arterial, los procesos metabdlicos o la secrecién hormonal.

-Ritmos infradianos: son los procesos bioldgicos cuyo ritmo oscila con un

periodo mayor a veintiocho horas. Entre estos ritmos de baja frecuencia se

encuentran el ciclo menstrual o el ciclo de hibernacién.

Oh 20h  24h  28h 29d 365d

ULTRADIANO CIRCADIANO INFRADIANO

llustracion 11: Clasificacién de los Ritmos Biolégicos en funcién de su frecuencia

2. 2 Fisiologia de los ritmos biolégicos: el sistema circadiano.

Se denomina sistema circadiano al conjunto de elementos que controlan los ritmos
biolégicos de naturaleza circadiana y compone de tres elementos principales: 1) vias de
entrada o vias aferentes, que permitan la llegada de las sefiales de sincronizacién
procedentes del medio externo al marcapasos. A estas sefiales ambientales de
sincronizacién se las conocen por el término alemdn Zeitgeber (“dador de tiempo”), la
mds conocido es el ciclo luz-oscuridad. 2) El oscilador endégeno o Marcapasos, que es
una estructura localizable, funcional y anatémicamente capaz de generar por si mismo
oscilaciones ritmicas. 3) Vias de salida o vias eferentes que desde el marcapasos

transmiten la ritmicidad circadiana originada hasta los sistemas efectores(©)(°),
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Informacion luminica ... activa el marcapasos El marcapasos genera su ... que controlan las actividades

en el fotorreceptor interno localizado en el propio ritmo con capacidad de que tienen un ritmo circadiano
del ojo... niicleo supraquiasmatico activar otros osciladores periféricos... especifico.
Fotorreceptores del ojo Marcapasos Osciladores periféricos Funciones circadianas
i i i o > Actividad motriz
o ) ) I "
Activa i i ! Vias
Luz > = ES i 1 i S =» Comportamiento alimentario
la via ; ! : eferentes
i i i > S Temperatura corporal
Retina 1 2 3 dias

llustracién 12: Componentes principales de un sistema circadiano

1) Vias aferentes:

Actualmente, se han descrito diferentes vias aferentes que participan en la
captacion y transmisiéon de la informacién relativa a las condiciones ambientales. Estas

vias se dividen en neuronales (féticas y no féticas) y humorales(?),

La principal via de entrada del sistema circadiano es a través del tracto retino-
hipotaldmico (TRH), que lleva la informacién luminica directamente desde la retina al
nicleo supraquiasmatico del hipotdlamo (NSQ), mediante proyecciones neuronales que
se originan en las células ganglionares, permitiendo la sincronizaciéon de las condiciones
luminicas y el reloj endégeno circadiano. Los neurotransmisores mds importantes
liberados por el TRH son el glutamato y el polipéptido de la pitvitaria de activacién de
la adenilato ciclasa (PACAP). Asi mismo, existe otra via menos relevante que provienen
de la ldmina intergeniculada (IGL), que constituye la via del tracto geniculo-

hipotaldmico(TGH)(10),

En cuanto a las vias aferentes de tipo humoral, encontramos melatonina. Esta
hormona se caracteriza por poseer una secrecién limitada a los periodos de oscuridad,
por lo que la melatonina constituye una sefial quimica de la duracién de la noche o

fotoperiodo de oscuridad.
2) Reloj o Marcapasos endégeno:

En los mamiferos, el reloj o marcapasos circadiano principal se localiza en el NSQ.
El NSQ se compone de dos pequefos nicleos de unos pocos miles de neuronas,

localizados préximos al tercer ventriculo y en posicidon dorsal respecto al quiasma Sptico.

Existen numerosas evidencias que ponen de manifiesto el papel del NSQ como el

reloj central o principal del sistema circadiano(®):

-Si se producen lesiones o se destruye completamente el NSQ se pierde la

mayoria de los ritmos circadianos en mamiferos(11).
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-Si se realiza un transplante de tejido perteneciente a el NSQ en un animal
lesionado, la condicién de arritmicidad se revierte y se recuperan los ritmos

biolégicos con el periodo del animal donante(12),

-En cultivo in-vitro se ha observado ritmos cuantificables en explantes del
NSQ, y ademds, células pertenecientes a el NSQ son capaces de mostrar

ritmicidad cuando se cultivan de manera aisladal3).
3) Vias eferentes:

Las vias eferentes permiten la transmisién de la sefial circadiana desde su inicio en
el NSQ hasta el resto del cuerpo, mediante la activaciéon de tres sistemas efectores: el
neuroendocrino (que afecta a liberacién hormonal producida por la hipéfisis), el
parasimpdtico y el simpdtico. Las proyecciones neuronales originadas en el NSQ, que se
proyectan hasta estos sistemas son las encargadas de controlar las variaciones
circadianas en: la gldndula pineal, las gldndulas adrenales, el pdncreas, el higado o la

placenta, entre otros érganos.

La via eferente mds estudiada es la que regula

Células
. Ganglionares

la secrecion de melatonina. Las fibras nerviosas rerwa W\ | [ A Sefalemitda cuando
Ia pineal

provenientes del NSQ se proyectan hacia el drea Moo SIS \

Tras la liberacion|
del freno

tubero-medial del hipotdlamo lateral, a continuacién e

\ ) Melatonina
Nideo = 2

< Supraquiasmatico
(NSQ)

las sinapsis nerviosas descienden por el tronco cerebral

Nucleo
\ Paraventricular Sangre

hasta alcanzar el ganglio cervical superior (GCS) del L

Ganglio
Cervical Superior

que parten fibras noradrenérgicas hacia la glandula

pineal, donde se activa el proceso hormonal de >

secrecidon de melatoninal®). llustracion 13: Regulacién ritmica circadiana
de la secreciéon de melatonina

http://ocw.unican.es/ciencias-de-la-salud /biogerontologia/materiales-
/9.2-concepto-

de-clase-1/capitulo-9. jecimiento-y-ritmos-bi

2. 3 Propiedades de un reloj circadiano de-sitema-cireadiano

Las caracteristicas fundamentales del reloj circadiano son tres: 1) El cardcter
enddégeno de los ritmos, es decir, la capacidad de un organismo para producir ritmos
por si mismo, sin necesidad de cambios externos. 2) La capacidad de sincronizacién a
condiciones ambientales ritmicas peridédicas, que permite a los organismos modificar sus
ritmos enddégenos para estar en fase con el medio externo. 3) La capacidad de

compensar los cambios fisico-quimicos del organismo para permanecer constantes(é),
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-Cardcter endégeno de los ritmos circadianos.

Los ritmos circadianos poseen naturaleza endégena, es decir, su funcionamiento

depende de un reloj interno, en lugar de las oscilaciones ambientales(©).

Cuando privamos animales de sefiales procedentes del medio externo, es decir, los
mantenemos en aislamiento; la ausencia de los sincronizadores permite que se manifieste
el ritmo biolégico con el periodo propio del oscilador endégeno. En estas condiciones
decimos que el ritmo estd en curso libre (“free running”) y designamos su periodo con la
letra griega Tau (t), que se define como la periodicidad endégena con la que oscila un
ritmo biolégico en ausencia de osciladores. Sin embargo en presencia de
sincronizadores, como por ejemplo ciclos de luz/oscuridad el ritmo adquiere el periodo

propio del sincronizador, habitualmente designado con la letra “T”.

Experimentalmente se ha observado que los animales diurnos presentan de
manera endégena un periodo superior a 24 horas (en torno a 25 horas), mientas que en
los animales nocturnos es menor de 24, pero es la sincronizacién de los relojes endégeno
con el medio externo lo que permite que ambos presenten ritmos circadianos de 24

horas!”).
2.4 Genes reloj y mecanismo molecular del reloj circadiano.

Con el avance de la biologia molecular, se ha logrado conocer los principales
genes implicados en los sistemas circadianos. Actualmente se han descrito en mamiferos
varios genes reloj: Bmall, Caseina cinasa le (Ckle), Cry1, Cry2, Clock, Per 1, Per2, Per 3

y Rev-Erbal14)15),

El reloj molecular se compone de tres sistemas de expresidon genética acoplados:
1) un conjunto de elementos positivos (Clock y Bmall), 2) un conjunto de elementos
negativos (CRY y PER) y 3) un sistema de genes controlados por el reloj que participan
en la regulacién de los ritmos celulares (Rev-Erb y Ckle)©). Los elementos positivos y

13

negativos estdn formados por los llamados “genes reloj” y sus productos proteicos
generan un patrén de oscilacién mediante su expresién ciclica. Esta oscilaciéon se
encuentra fuertemente regulada, tanto a nivel transcripcional como traduccional y post-

traduccional(15)(16),
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llustracion 14: Genes reloj implicados la produccién de ritmos circadianos
http://www.impactaging.com/papers/v2/n5 /full /1001 44 html

El sistema de oscilaciones circadianas bdsicamente actia y se regula mediante un
ciclo de retroalimentaciéon negativa en el que los componentes positivos promueven la

sintesis de los componentes negativos que, al acumularse, reprimen su propia sintesis(17).
2.5 Relojes circadianos en tejidos periféricos.

Después de que se constatara la existencia de un reloj maestro y de los genes
reloj, se estudié la presencia de dichos genes en tejidos periféricos y se observé una
expresion ritmica, similar a la que poseen las neuronas en el NSQ. A estos tejidos
periféricos con capacidad ritmica se les denominé relojes u osciladores circadianos
secundarios!18), Presentaron patrones temporales de expresidén de los genes reloj tejidos
como: el higado, el corazén, los pulmones, los rifones y la placenta; entre otros

muchos(13)(19),

Sin embargo, estudios realizados in vitro demuestran que las oscilaciones
circadianas producto de la expresiéon de los genes reloj en los tejidos periféricos, no se
pueden mantener en cultivo de manera prolongadal'8i20), Situacién que si ocurre con el
cultivo de células procedentes del NSQ. Esto parece indicar que el NSQ, como reloj
maestro o central del sistema circadiano, posee un ritmo intrinseco capaz de sincronizar
la actividad de los osciladores circadianos secundarios, ya bien sea mediante sefales

neuronales o humorales.
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llustracion 15: Tejidos periféricos con genes reloj (relojes secundarios)

2.6 Ritmos circadianos en la gestacién.

No existe ningin tipo de duda al considerar la placenta como un érgano ritmico,
ya que son muchos los ejemplos que ponen de manifiesto la relacién entre los ritmos
circadianos y las funciones placentarias. Se ha observado que la mayoria de ritmos
circadianos maternos no solo se mantienen durante toda la gestaciéon sino que son

transmitidos al feto, que actia como un oscilador periférico dentro del Utero materno(21),

Esta relacién se ejemplifica durante la preiiez de las ratas, la tasa de crecimiento
fetal estd influida por el ciclo luz/oscuridad; produciéndose el mayor aumento del peso
fetal durante la fase oscural?2. También, existen evidencias indirectas de que la
variacién circadiana, concretamente la interrupcién del ciclo luz/oscuridad, influye en la
funcién normal de la placenta y en el crecimiento fetal(23). En condiciones de luz
constante, se ha observado hasta una reduccién del 24% del peso fetal a término e

histolégicamente la placenta posee alteraciones patolégicas.

Asi mismo, se ha observado que las gestaciones de ratas expuestas a cambios en
el fotoperiodo resultan en crias intolerantes a la glucosa y con resistencia a la insulina.

Estas afecciones pueden estar mediadas en parte por alteraciones en la melatonina(21),

En el embarazo humano, también existen indicaciones indirectas de los efectos
adversos de los trastornos en los ritmos circadianos en el resultado del embarazo. Las
mujeres con jornada laboral nocturna o con profesiones asociadas al transporte aéreo

tienen nifios con peso estadisticamente menor y mayor riesgo de partos prematuros(24).
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2.7 Desincronizacion del reloj circadiano y enfermedad.

El ser humano es esencialmente diurno, acostumbra a realizar su actividad vital en
las horas de luz, y reserva las horas de descanso para la noche. Pero en la actualdiad,
debido al desarrollo tecnolégico y a cambios socioculturales, se estd produciendo un
aumento de la desincronizacién del reloj interno respecto a las sefiales externas, que se

relaciona con alteraciones metabdlicas y fisiolégicas del organismo(25)(26),

Estos trastornos de los ritmos circadianos, en humanos, son relativamente

frecuentes, y a grandes rasgos pueden dividirse en dos grupos(?7);

-Trastornos endégenos: comprenden aquellas patologias en las que el oscilador

circadiano o las vias de sincronizacién se encuentran afectadas, como en la cegueraq,
algunos casos de envejecimiento con disminucién de la amplitud de los ritmos, tumores

que afecten a los NSQ...

-Trastornos exdégenos: en este tipo de desérdenes existe un desfase entre los

ritmos endbégenos y las sefiales externas; el cuerpo marca una hora del dia diferente a
la establecida por los relojes “artificiales”. Son ejemplos los casos de desincronizacion

por vuelos transmeridianos (jet-lag) y los de los trabajadores en turnos rotativos.

En los trabajos a turnos, una de las causas mds comunes de la desincronizacién del
reloj biolégico, los trabajadores realizan su actividad laboral fuera de las horas
1] ” . . o . .

normales”, provocando que el reloj circadiano se encuentre activo en su periodo de
descanso. Esto supone alteraciones en los ciclos de suefio/vigilia y acarrea un estado de

fatiga, cansancio, irritabilidad, mayor predisposicién a padecer enfermedades(28). ..

Otras alteraciones descritas debidas a la alteracién de los ritmos circadianos son:
la ganancia de peso(25)(29), alteraciones gastrointestinales, cardiovasculares(30)31),
respiratorias (asma nocturno), renales(39), menstruales, mayor prevalencia en desarrollar
diversos tipos de cdncerl3132) y a padecer enfermedades mentales del indole de

ansiedad, estrés e incluso esquizofrenia(33)...
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llustracién 16: Representacion de la diversidad de enfermedades asociadas a la
desincronizacién de los ritmos circadianos (30)

3. Sistema kiss1 /kiss1R.

El gen KISS1se identificd por primera vez en 1996 por Lee et al., como un gen
supresor de metdstasis(34(3%), de ahi que su producto proteico recibiera inicialmente el

nombre de metastina.

Posteriormente, al descubrirse la relacién con otras funciones biolégicas se le
denominé KISS1. Curiosamente, esto es debido a que fue clonado en Hershey,

Pennsylvania, una ciudad conocida por hacer los chocolates “kisses”(3¢).

El gen GPR54 se cloné originariamente en 1999 en cerebro de rata y su
producto se caracterizé como un receptor huérfano acoplado a proteinas G con siete
dominios transmembrana y una cierta similitud con los receptores de galanina(37).
Posteriormente, se identificé su ortélogo humano, llamado inicialmente AXOR12 o

hOT7T175, y conocido actualmente como KISS1R(38)(39),

No fue hasta el afio 2001 cuando se vinculé el receptor KISS1R, hasta el momento
huérfano, a los productos del gen KISS1. Esto sucedié gracias a que se observé que la
Kisspeptina-54 en procesos de metdstasis pulmonar, interacionaba con el receptor
KISSTR(9)., Posteriormente, se realizaron estudios adicionales para constatar que
realmente la Kisspeptina era capaz de activar al receptor KISS1R(8), siendo la

kisspeptina-10 (kp-10) la que lo hace con mayor actividad.
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3.1 Estructura de la Kisspeptina.

El producto del gen KISS1 es una proteina precursora de 145 aminodcidos que
origina mediante un proceso proteolitico diferencial un conjunto de productos peptidicos
denominados kisspeptinas (kps). Como resultado de este procesamiento se genera la
kisspeptina-54 (kp-54) o mestastina por su capacidad para inhibir la metdstasis tumoral,
que es el producto mayoritario y una serie de péptidos de menor tamafio y de
secuencia mds conservada, Kisspeptina-14 (kp-14), kisspeptina-13(kp-13) y kisspeptina-
10 (kp-10). Se caracterizan por compartir 10 aminodcidos de la regiéon C-terminal, que

presenta una secuencia caracteristico Arg-Phe-amida(40)41),

1 26 68 121 145
Kp-145proteins |y IS I | I N . 15.4 kDa
Préecursora NH p—
kp-sametastine N () (N 5.9koa
Kp-14 0 I — 1.7koa
Kp13 - 1.6k0a
Kp-10 D 1.3 kDa

llustracién 17: Procesamiento proteolitico del precursor del gen KISS1 para

generar la familia de las Kisspeptinas(“).

3.2 Mecanismo de accién.

La unién de la Kisspeptina a su receptor especifico (KISS1R) desencadena una
amplia variedad de cascadas de sefializacién intracelulares?. La activacién del
receptor KISSTR activa a su vez, una proteina G (Gaq/11), que se divide en sus tres
subunidades. La subunidad alpha activa a la fosfolipasa C (PLC) y como resultado se
forma inosiltol-(1,4,5)-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). La presencia de un aumento
de los nivel de IP3 intracelulares provoca la movilizaciéon de los depésitos de calcio (se
produce una salida de Ca?* desde el RE hacia el citoplasma)“3). Al aumentar niveles de
Ca?* intracelulares, se bloquean los canales de Kt de la membrana, impidiendo su
entrada al citoplasma. Esto supone la despolarizacién de la membrana celular, lo que
genera un impulso nervioso capaz de activar las neuronas de GnRH e incrementar la
sintesis de GnRH. Ademads, la elevacién de los niveles de Ca?* junto con la presencia de

DAG, produce la activacién de la proteina kinasa C (PKC).
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Se ha demostrado que KISS1R desencadena la formacién de dcido araquidénico
y ERK 1/2, p38, PI3K/Akt(44). También se ha descrito que KISSIR se encuentra
permanentemente asociado a la Arrestinaf. Esta junto con la familia de quinasas de

GPCR (GRKs) participan en la desensibilizaciéon homéloga del receptor.

Por otro lado, la unién de la Kisspeptina a KISSTR regula negativamente la
actividad quimiotdctica de otro receptor acoplado a proteina G (CXCR4) con un

conocido papel en el desarrollo de la metdstasis. Las kps, asimismo, pueden afectar a

otros procesos de sefializacién como el de la expresién de metaloproteinasas de

(45)

matriz 9 (via NFkB) y el de la calcineurina

ERK1/2

dese, o
\tH)

S
S W VP2

llustracion18: Rutas de sefializaciéon desencadenadas por la unién de Kisspeptina a su receptor

3.3 Expresion del sistema KISS1/KISS1R.

La distribucién del sistema KISS1/KISSIR ha sido estudiada en una gran
diversidad de especies, como la rataq, el ratén, la oveja, el cerdo, el chimpancé y por
supuesto, en el ser humano. Se ha descubierto que aunque en todo ellos estd
relacionada con los centros neuroendocrinos reguladores de la funcién reproductora, su
localizacién y patrones de expresién varian. En humanos, los productos del gen KISS1 se
expresan mayoritariamente en placenta, testiculo, pdncreas, higado, intestino delgado y
en distintas dreas del SNCE94¢), Sin embargo, en rata, se detecta principalmente en

cerebelo, ovario, colén y placental4?),
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3.4 Funciones y efectos.

Actualmente, se le reconocen a las kps multiples funciones: estimulador del eje
hipotdlamo-hipoéfisis-gonadal, regulador de la funcién sexual, supresor de procesos
tumorales, vasoconstrictor, estimulador del proceso de lactancia..., por lo que solamente

se mencionaran aquellas relacionadas directamente con la reproduccién.

-Papel de la Kisspeptina en la metdastasis tumoral: el gen Kiss1 fue inicialmente

descrito como un gen supresor de metdstasis del cromosoma 6 en lineas celulares de
melanoma humano“849) y actualmente, existen numerosos estudios que han demostrado
que el sistema KISS1-KISSTR actia como supresor de metdstasis en numerosos tipos de
cancer en los seres humanos, inhibiendo la migracién e invasién celular y afectando a la
proliferacién el cancer(®0). Concretamente, se vincula a una mutacién la perdida de la
funcién inhibidora del sistema KISST-KISSTR con la progresion del cdncer, aunque
existen opiniones contradictorias sobre este hecho. Se han encontrado Kps en muestras
de cdncer de tiroides®1)52), de ovariosl53), de la vejigal®4), de estémagol44)53), de cdncer

de pdncreas!®®), de céncer de pulmoén(42)(44),

KISS1 y KISS1R endogenos
Perdida de la expresion de KISS1

cLEEE « CEREE « L0

Induccion
Hiperplasia ™= exjgenade w——{  Metastasis
KISS1yKISS1R

llustracién19: Un papel de KISS1 y KISSTR en el desarrollo del cancer y metdstasis (39)

-Papel de la Kisspeptina en el metabolismo: Estudios cientificos avalan el hecho

de que la reproduccién depende principalmente de los recursos energéticos vy
metabdlicos del organismo. Un ejemplo de esto, son las personas con desnutricién, que
por no poder satisfacer los requisitos de energia necesario para sostener los mecanismos
reproductivos, padece infertilidad(®”7). En el lado opuesto, las personas con obesidad
mérbida también padecen trastornos de fertilidad. Es decir, existe una clara relacién
entre el balance energético y la reproducciéon. Los mecanismos neurolégicos que

participan en esta relacién adn no estdn totalmente descritos(58),
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Datos recientes han demostrado que el sistema KISS1/KISSTR puede constituir el
elemento integrador entre las sefiales metabdlicas, como la nutricién o el fotoperiodo y
el sistema reproductivo(39(60), Y a su vez, el estado metabdlico es un factor regulador
clave del sistema Kiss1-hipotaldmico(®8). El modelo mds representativo de esta relacién
es el efecto de la leptina (hormona metabdlica) que al aumentar sus niveles debido a un
periodo de ayudo reduce los niveles periféricos de gonadotropinas, disminuye la
expresion de KISST y aumenta la proporcidén de receptores KISSTR presentes a nivel
hipotaldmico(39). Esto supone para el organismo un importante descenso de la secrecién
de gonadotropinas que afecta en Gltima instancia a la funcién reproductora.

| kiss1 Hipotalamo

> . ®

ol } GnRH

Grasa _,u

WA IIII

Sefiales metabdlicas
Estimulos nutricionales

llustracién 20: Modelo propuesto segun el cual las neuronas Kiss1 actian como
reguladores intermedios entre la funcién metabélica y la reproductoral4l),

-Papel de la Kisspeptina en el control neuroendocrino de la reproduccidn.

-Mutaciones de KISS1IR e hipogonadismo hipogonadotrépico: el papel

neuroendocrino de las kps fue descubierto en el afio 2003, por varios grupos de
investigacién de manera independientel®1)62), cuando se percataron de la presencia
mutaciones inactivantes del receptor KISST1R en pacientes afectados de hipogonadismo
hipogonadotrépico idiopdtico. Este sindrome se caracteriza por la ausencia o el
retraso del inicio de la pubertad e infertilidad como consecuencia de los bajos niveles

plasmaticos de gonadotropinas y esteroides sexuales(3),

pag. 30



Para corraborar este nuevo hallazgo se estudiaron ratones carentes del gen
kiss1r, que presentaban un fenotipo similar a los humanos que sufrian inactivacién de
KISS1R(62)(64)(65), En concreto, los ratones knock-out (KO) macho presentan los caracteres
sexuales secundarios poco desarrollados, con testiculos de pequeno tamaiio y bajos
niveles de testosterona, mientras que las hembras presentan defectos en la
apertura vaginal, ovarios y Utero de pequefio tamafio y fallos en la concepcién. A
continuacién, también se demostré que ratones KO para kiss1 un fenotipo similar a los
ratones carentes de kiss1r(%5). Estos hechos llevaron a proponer que el sistema
KISS1/KISS1R desempefiaba un papel esencial en el control del inicio y el correcto

desarrollo de la pubertad.

Arg 331Leu
Leu102Pro

Leu148Ser

(Stop3gseArg)

llustracién 21: Representacion esquematica de las deleciones y mutaciones inactivantes del gen KISS1R
observadas en pacientes con hipogonadismo hipogonadotrdpico. Los puntos negros indican las
mutaciones, con la referencia de la sustitucién aminoacidica. Los puntos grises indican la delecién
predicha por de Roux et al. (2008) (41,

- Kiss1 estimula la secrecién de gonadotropinas actuando sobre las neuronas

GnRH: Los mecanismos por los que kisspeptina estimulan la secrecién de gonadotropinas
han sido también objeto de intensa investigacion. Se ha demostrado que la Kp-10 y la
Kp-54 ejercen un potente efecto estimulador sobre la secrecién de LH en gran variedad
de animales, como en rata, ratdn, oveja, primate y en el ser humano(66)(67)(68)(69), Las kps
son capaces de provocar la secreciéon de LH en diferentes etapas de desarrollo y a
través de diferentes vias de administracién. Esto sugiere que, a excepcion de la GnRH,
la Kisspeptina es uno de los estimuladores mds potentes de la secreciéon de LH conocida

hasta ahora en los mamiferos(68),
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Ademads, otros estudios han demostrado la capacidad de la Kisspeptina para
estimular la secrecién de FSH(70), aunque existen diferencias entre los patrones de
respuesta de estas dos hormonas. Un ejemplo es la secrecién de FSH inducida por la
administraciéon de Kps es mds lenta en comparaciéon con la de LH. Por otra parte, la
liberacién de FSH, también parece ser menos sensible al efecto estimulador de la

Kisspeptina.

Las razones de dichas divergencias entre la secrecion de gonadotropinas
mediadas por Kisspeptina ain es desconocida, pero se cree que estd relacionada con el
patrén de liberacién de la GnRH vy las diferentes acciones de regulacién de los factores

periféricos”0),

- Kiss1 es esencial para el inicio de la pubertad: un gran nimero de estudios

experimentales sugieren que las kps actian como interruptor en el funcionamiento del
eje HPGI%2), Se ha observado que la expresidn de kiss1 y kiss1r aumenta con el inicio de
la pubertad en la mayoria de especies. En contraposicion, la ausencia o retraso de la
pubertad estd asociado con mutaciones el receptor kiss1r(71), lo que indica que las kps
son necesarias para el correcto desarrollo de la pubertad. También, se ha demostrado
que la administracién exégena de kp-10 en ratas hembra inmaduras adelanta la
apertura vaginal, signo de pubertad(®”); lo mismo sucede en primates juveniles donde se
produce una desencadenamiento precoz de los pulsos de GnRH similar los que ocurren

durante la pubertad(72),

-Papel de la Kisspeptina en el embarazo: Tanto la expresién de KISS1 como de

su receptor KISS1R es especialmente elevada durante el primer trimestre de gestacién
y disminuye a los largo del embarazo”"¥ . Este aumento de expresién coincide con el

momento de la gestacion cuando se produce la regulacidn y la limitacién de la invasiéon
del trofoblasto>7®),

Esto sugiere que las kps poseen un papel muy importante en el control de la

invasion de la placenta, posiblemente mediante una regulacién inhibidora de

2077,

metaloproteasa- Apoyando estos datos, se ha comprobado mediante

radioinmunoensayo que las concentraciones de kps existentes en hombres y mujeres

no embarazas son muy bajas(78).
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Alteraciones en la expresién placentaria de KISS1 o de su receptor se asocian con
pobre placentacién y apariciéon de preeclampsia(79)(80). Sin embargo, se ha observado
que pacientes con una mutacion (L148S) en el KISS1R son capaces de desarrollar una
gestacion con ayuda de un tratamiento hormonal, lo que indica que la placentacién

también puede tener lugar en ausencia de un receptor funcional®.

Otro importante hecho cuya funcionalidad alin no se encuentra descrita, es el
significativo aumento de los niveles plasmaticos de kps a lo largo de la gestacién, que
decaen bruscamente cinco dias después del parto a niveles préoximos a los de mujeres
no gestantes”g). Se piensa que dicho incremento estd relacionado con la regulacién del

eje HHP en relacién con su papel en el parto y la lactancia.

Zona Fetal Zona Fetal
(placenta) (placenta)
fav, 8 | av,_ @
.- T
&‘1 /_‘e?ST -, (g ST
.:.'.";.).': . oA, o
Invasion - ""‘i\VCT Invasion & @ﬁ%‘@\m
LNAFE CEeRoo
0 ()G @®0 0@
s 0 > | @69, @
,"‘."\-\ ’-@'Q
o )/ ‘/evCT _ @ ® 'o/evCT
Zong Materna Zonq Materna
(Utero) (Utero)

llustracién 22: Expresidn proteica de los productos de KISS1 y KISS1R durante
el primer trimestre de gestacién y el proceso de invasién trofobldstical”3)

-Efectos del fotoperiodo en la Kisspeptina: Varios argumentos sugieren un efecto

del fotoperiodo en el sistema KISS1/KISS1R y en la reproduccién. 1) Los ratones con una
pérdida de funcién en el receptor Kiss1r presentan un fenotipo sexual similar a hdmsters
sirios fotoinhibidos (génadas atrofiadas y bajos niveles de esteroides sexuales). Sin
embargo, ambos animales presentan una expresiéon normal de GnRH(®2), 2) Las neuronas
KISS1 se encuentran presentes en el lugar que se cree que la melatonina realiza su

accién fisiolégica sobre el eje reproductor(83),
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El mecanismo de accién exacto de la melatonina en el control de la reproduccién
aun estd por identificar. 3) El fotoperiodo y la melatonina pueden modular la tasa de

desarrollo y la pubertad en algunas especies de temporada(84),

Ademds, se han observado variaciones en la expresion de KISS1 en especies
estacionales dependiendo de si se encuentran expuestas a fotoperiodos de dia corto o
de dia largo. Un ejemplo, son los hdmster sirios que al exponerse a un fotoperiodo de
dia corto de manera natural tienen inhibida la actividad reproductora. En esta situacion
el nimero de neuronas KISST que se expresa en el hipotdlamo se reduce drésticamente
en comparacién con las presentes en esos mismos animales durante la exposicion a
fotoperiodos de dia largo. Sin embargo en las ratas Wistar, que constituyen una
especie de reproducciéon no estacional, los niveles de expresion de KISS1 no se ven

alterados(82),

Todos estos datos parecen indicar que en reproductores estacionales, la
melatonina podria actuar sobre las células KISST para modular la actividad
reproductival®), Esto a su vez, supone una clara referencia a la relacién entre los
sistemas circadianos sincronizados por el fotoperiodo y la melatonina (efector) y la

Kisspeptina.
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Hipdotesis Y Objetivos

1. Justificacion.

Hasta el momento, el papel de la Kisspeptina en la placenta humana se ha
asociado Unicamente con la regulacién de la invasién del trofoblasto en las primeras
etapas de la gestacién. Sin embargo, la importancia de la kisspetina en el sistema
reproductivo, conlleva a pensar la existencia de una posible implicacion también en las

etapas finales del embarazo y en el trabajo del parto.

Numerosos estudios han demostrado que la placenta es un érgano ritmico, en el
cual se expresan multiples hormonas con ritmo circadiano, como es el caso de la

oxitocing, la cual a su vez posee un papel de vital relevancia durante el parto.

Por otro lado, se ha observado en mamiferos estacionales, un clara relacién entre
el fotoperiodo, la melatonina y el eje neuroendocrino-reproductor, en el cual la
Kisspeptina actuaria como nexo de unién entre el sistema circadiano y el sistema

reproductor.

En presente proyecto se tratard de determinar por primera vez el posible vinculo
entre los sistemas circadianos y la Kisspeptina en una gestaciéon a término; teniendo en

cuenta todas las menciones a dicha relacién reflejadas en la bibliografia existente.

2. Hipoétesis.

El producto del gen KISST se expresa siguiendo un patrén de ritmo circadiano en
placenta humana a término. La expresién de dicho gen puede estar relacionada con las

caracteristicas del parto o del feto.

3. Objetivos.

v' El objetivo principal de este proyecto es demostrar si la placenta humana a

término expresa la proteina kisspeptina siguiendo un ritmo circadiano.

v Como objetivo secundario se tratard de establecer la existencia de una
relacién entre los niveles de expresion de la proteina Kisspeptina y las

caracteristicas del parto y del feto al nacer.

pag. 35



Materiales Y Metodologia

1. Sujetos de estudio.

En la realizacién del presente estudio participaron 28 mujeres con gestaciones sin
complicaciones, cuyos partos tuvieron lugar en la Unidad de Ginecologia y Obstetricia
del Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA). El promedio de edad de las
mujeres gestantes fue de 32,5 * 8 afos. Todas las participantes firmaron el
consentimiento informado requerido por la legislacion vigente referido a la donacién de

tejidos con fines de investigacién.

2. Diseno del experimento.

Las muestras empleadas fueron obtenidas de placentas a término, una vez
trascurrido el parto y la posterior expulsion de la misma, mediante la realizaciéon de una
seccién transversal de un fragmento de un espesor medio de 23,09g. Se procuré que los

fragmentos pertenecieran a una misma drea de la placenta.

Las 28 muestras seleccionadas pertenecen a seis periodos horarios diferentes:

©00:00 horas ......ccoevuvueneinrnenennenenennnn. 5 muestras
©04:00 horas ......cccoeuvnininininienininennnn 5 muestras
©08:00 horas ......cccoeuvuininininineninenennnn 5 muestras
©12:00 horas .....eoevvvninieieriniiennenennnn 5 muestras
©16:00 horas ......cceeenininininienenenennnn 3 muestras
©20:00 horas ......cceueneniniinininenenenennn 5 muestras

5 muestras: 00:00
5 muestras: 12:00

S muestras: 08:00 S muestras: 04:00

5 muestras: 20:00 3 muestras: 16:00

llustracion 23: Tiempos circadianos utilizados en el ensayo.
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2.1 Homogenizacion de proteina.

Se recuperan las muestras de tejido placentario previamente conservadas a -80°C
y se mantienen permanente en hielo con el fin de evitar la posible degradacion
proteica. Se realiza la homogenizacién mecdénica de un fragmento aproximado de 150
mg en Buffer1 [Tris-HCl 50mM (pH 7,5), NaCl 150mM, Nonidet P- 40 al 1% v/v (Roche
Diagnostics, Indianapolis, EE.UU.), desoxicolato de sodio 0,05% w/v, ortovanadato de
sodio TmM, PMSF 0,1mM, EDTA 5M]. Para ello se utiliza el “Politron PT 1200 E”

(Kinematica AG; Luzern, Suiza).

A continuacién, se centrifuga la muestra ya homogenizada a 6.000 rpm durante
30 min a 4 °C Se recoge el sobrenadante utilizando una doblepunta. Se almacena a
-20 °C hasta su utilizaciéon. El uso de dos puntas a la vez evita que la muestra se

contamine con restos del pellet.

2.2 Cuantificacion de proteina y Western Blot.

La cantidad total de proteina fue cuantificada por el método del Acido
Bicinchoninico (BCA) que fue descrito por primera vez por Smith et al. en 1985 (89, Para
ello, se utilizé el Kit comercial “Pierce BCA Protein Assay” (Thermo Scientific) y se

siguieron las recomendaciones del fabricante.

Una vez cuantificadas las muestras, a 30 Ug de proteina de cada una de ellqg, se
le afiaden 3 [l de tampdén de carga para proteinas [60 mM Tris HCI pH 6,8, 2% SDS,
2,5% glicerol, 2,5% PB-mercaptoetanol, 0,1% azul de bromofenol]. Se desnaturalizan
exponiendolas a 100 °C durante 2,5 min y posteriormente se separan mediante una

electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE).

La electroforesis se realizan en un aparato Mini protean (Bio-Rad, EE.UU.) en geles
de poliacrilamida al 10%. Finalizada la electroforesis, las muestras se electrotransfieren
a membranas de floruro de polivinilideno (PVDF), (Immobilon-P Transfer Membrane,
Millipore Corporation, Billerica MA, EE.UU.), que fueron previamente activadas con

metanol, mediante el método descrito por Towbin et al. en 1979(87),
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Concluida la transferencia, se incuban las membranas de PVDF durante 1 h a
temperatura ambiente y en agitaciéon con una solucién de bloqueo compuesta por TBST
(20 mM Tris HCI pH 7,5, 150 mM NaCl, 1% Tween 20) con leche desnatada en polvo al
7.5%, con el objetivo de minimizar las uniones inespecificas del anticuerpo a la
membrana. Transcurrido este tiempo, se realizan a las membranas lavados sucesivos con
TBST y se incuba durante toda la noche a 4 °C y en agitacién con una disolucién del
anticuerpo primario contra la proteina de interés. El anticuerpo primario usado fue anti-
KISS1 (Millipore, EE.UU.) a una concentracién de 1:1000 en TBST con 0,1% BSA y 0,1 de

azida sédica.

A la mahana siguiente, se retira el anticuerpo primario y se realizan varios
lavados de las membranas con TBST durante 30 min; tras los cuales son incubados
durante una hora a temperatura ambiente y en agitacidn, con un anticuerpo secundario
anti-mouse (Santa Cruz Biotechnology, EE.UU.) conjugado con peroxidasa de rdbano

picante (HRP) a una concentraciéon de 1:20.000 en TBST, al 5% en leche.

Los complejos Proteina-Anticuerpo primario-Anticuerpo secundario-HRP son
revelados utilizando Immobilon Western Chemiluminiscent HRP Sustrate  (Millipore
Corporation, EE.UU.) siguiendo las indicaciones del fabricante y utilizando como técnica
de revelado la quimioluminiscencia mediante el ChemiDoc-it™ Imaging System (UVP,

Reino Unido).

Realizada la primera deteccidon de proteinas, se incuban las membranas de
nitrocelulosa durante 35 min a 65°C en agitacién con una solucién denominada
“Stripping Buffer” (200 mM glicina, 0,5% Tween20, pH 2,5), para eliminar los restos de
la sefial luminiscente producida por la deteccién anterior. Se realizan un lavado de las
membranas con TBST y un bloqueo de las posibles uniones inespecificas como el citado
anteriormente. A continuacién, se incuba la membrana con otro anticuerpo primario,
Bactina, a una concentracién de 1:3000 en TBST, durante 2 h a 4 °C en agitacién. En el
caso de la Pacting, no es necesario afiadir un anticuerpo secundario puesto que el

primario ya estd conjugado con HRP.

Después de este tiempo el complejo Proteina-Anticuerpo primario-HRP se revela
como ya se ha explicado. Las bandas obtenidas son valoradas por densitometria éptica

utilizando el programa Quantity One (Bio-Rad, Hercules, CA).
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2. Anadlisis estadistico.

2.1 Analisis general.

Concluida la parte propiamente experimental, se utiliza el programa SigmaStart
(Version 3.5) (Systat Software, Chicago, EE.UU.) para realizar el andlisis estadistico de
los datos obtenidos; y el programa GraphPad Prism (Versiéon 5.0) para elaborar las

grdficas.

Se comprobd la normalidad mediante el test Kolmogorov-Smirnov y la
homogeneidad de varianzas con el test de Levene. Ademds se analizaron las diferencias
entre grupos mediante el test paramétrico Andlisis de la Varianza o ANOVA de una via.

Y se realizé un postandlisis de la varianza mediante el test de Tukey.

Todos los datos son representados como la media * el error estdndar de la media
(ESM) de los resultados obtenidos. Se establecié un nivel de significacion (a) del 5%,
considerando por tanto que hay diferencias estadisticamente significativas en aquellos

valores en los que el grado de significacién o nivel critico (p) sea menor de a 0,05.

2.2 Ajuste a las Series de Fourier.

Para estudiar la posible existencia un patrdn ritmico en la expresién de
Kisspeptina en explantes de placenta humana a término, se analizan los datos utilizando
las Series de Fourier, que se constituyen por un conjunto de ecuaciones, que permite

ajustar los datos obtenidos a un modelo matemdtico propio de los ritmos bioldgicos:
aotaicos(xw)+bisin(xw)+azcos(2xw)+basin(2xw)

Las series de Fourier descomponen las funciones peridédicas en la suma de un
conjunto de funciones oscilantes simples (senos y cosenos). Esto es de utilidad a la hora
de aproximar funciones periédicas. Concretamente, en este trabajo, las Series de
Fourier se utilizan para comprobar la periodicidad de la expresion proteica del gen

KISS1.

Como el nimero de puntos por cada variable no es muy amplio se utilizan Series
de Fourier con dos términos. Las funciones periédicas se obtienen a través de un ajuste

obtenido de un pack de herramientas proporcionado por Matlab R2013a.
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El grado de ajuste de la funcién se establece utilizando el pardmetro SSE y R2.
SSE se define como el sumatorio del cuadrado del Error y constituye la derivacién local
de los valores de respuesta respecto de los valores del ajuste. Se define
matemdticamente como:

(!

SSE= ) wi (= )

i=1

Los valores cercanos a O indican que una componente de error muy baja, y que el

ajuste obtenido serd vdlido para realizar una correcta prediccién.

R2 mide cuanta variacién de los datos es capaz de explicar el ajuste. R2 puede
tomar cualquier valor entre O y 1. Por ejemplo, un valor R2 de 0,9 significa que el ajuste

explica el 90% de la variacion total de los datos sobre el promedio.
p P

R2 se define como:

H

SST = ) wi(ye— 70)?

i=1

RE =1 _SSEH{S'ST

siendo SST la suma de cuadrados sobre la media.
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Resultados

1. Resultados generales.

Los resultados de este trabajo muestran una variable expresién proteica de
kisspeptina en los tiempos estudiados. Siendo significativamente diferente dicha
expresion a las 4:00 h frente a las 0:00 h, 8:00 h, 16:00h y 20:00; y a las 12:00 h
respecto a las 20:00h. Esta variacion a lo largo de las horas se muestra y representa en

la ilustracion 24:

£ - - Bactina
Kisspeptina

. B R (36kDa)

B Oh
E3 4h
E 6h
O 12n
B3 16h

I 20h

oh 4h 8h 12h 16h 20h
Tiempos estudiados (horas)

llustracién 24: Resultados obtenidos en la realizaciéon del Western blot. En la imagen A se
observan las bandas de seis individuos, uno por cada hora estudiada, correspondiéndose a: Oh,
4h, 8h, 12h, 16h y 20h respectivamente para la actina y la kispeptina. Los valores de actina
permiten normalizar los valores obtenidos de Kisspeptina. En la imagen B se representan los
valores correspondientes a todas las muestras de tejido placentario utilizadas como la media *
el error estdndar y aparece representada con un linea roja la tendencia de las muestras.
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2. Resultados del ajuste a las Series de Fourier.

A continuacién se muestra el resultado del ajuste de los datos obtenidos en la
cuantificacién de la proteina Kisspeptina mediante Western blot, al modelo matemdtico
producto de la aproximacién de dichos valores a funciones periédicas mediante el uso
de Series de Fourier, con el objetivo de determinar una posible periodicidad ritmica en

la expresion proteica del gen KISS1.

1.4 T T T T
—#— Kisspeptina
Curva ajustada

1 1 1 1
00h 4h 8h 12h 16h 20h
X

Tiempos estudiados (horas)

llustracién 25: Modelo matemdtico obtenido del ajuste de los datos a una funcién oscilatoria
mediante el uso de las Series de Fourier. En el eje de abscisa se representan las horas del dia
estudiadas en un periodo de 24h y en el eje de ordenadas se indica el resultado de los valores de
Kisspeptina normalizados con los valores de actina en unidades arbitrarias. Todos los puntos
representados se corresponden con la media de los valores obtenidos por cada hora estudiada.
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Discusion

Realizando una extensa revision de la literatura existente, aparecen multiples
ejemplos que ponen de manifiesto la posible relacién entre la Kisspeptina expresada en

placenta y los sistemas circadianos.

Uno de los mdés significativos lo encontramos en la invasion del trofoblasto. La
invasidon de las vellosidades del trofoblasto en la decidua uterina durante el proceso de
implantacién, es de vital importancia para el desarrollo placentario y fetal, y su
desregulacion estd asociada con gestaciones anormales. Una invasidon superficial, se
relaciona con restricciones de crecimiento intrauterino fetal y preeeclamsial79). Esta
Oltima, se considera una de las complicaciones mds comunes del embarazo y se
caracteriza por placentacién anormal, desequilibrio de los mecanismos de regulaciéon de
la angiogénesis y un rechazo inmunolégico materno. En contraste,  invasiones
excesivamente profundas ocasionan fendmenos de placenta adherida, increta y

percreta.

La invasiéon del trofoblasto se parece mucho a la invasién de las células tumorales,
por ejemplo, ambos procesos comparten la expresiéon de proteasas que degradan la
matriz extracelular (ECM) tales como metaloproteinasas de matriz (MMPs); pero con la
diferencia que la invasién del trofoblasto posee una regulacién estricta en el tiempo y el

espaciol”9),

Son varios los mecanismos regulatorios descritos que participan en limitar la
invasion del trofoblasto. Los que tienen mayor interés en nuestro estudio son la
Kisspeptina, el factor de necrosis tumoral alpha (TNF-a) y el factor de crecimiento

endotelial vascular (VEGF).

La Kisspeptina, que tradicionalmente se ha vinculado a la supresiéon de procesos
tumorales, también posee un reconocido papel en la represién de la invasidén del
trofoblasto, sobre todo Kp-10. En la placenta, los niveles de expresion de kisspeptina y
su receptor son mds altas en el primer trimestre, coincidiendo temporalmente con los
picos de invasién e inhibicién de la misma. El mecanismo detallado mediante el cual
actuaria la Kisspeptina ain estd poco estudiado. Pero se cree que la regulacién de la
inhibicion se produce de manera indirecta a través de la inhibiciéon de las

metaloproteasas, en especial, de la MMP-2 y de la MMP-9(73)(79),
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TNFa, junto con ofras citoquinas proinflamatorias, y VEGF, también se han
asociado con procesos de angiogénesis e inhibicidon de la invasién del trofoblasto(88),
Pero a diferencia de la Kisspeptina, en ellos se ha descrito la existencia de un patrén de

expresion ritmico.

En el caso de TNFa se ha observado que posee una expresion circadiana en la
placenta humana durante la gestacion y en el proceso del parto, cuya funcién
actualmente se desconoce. Esto se debe principalmente, a que existe poca informacién

disponible acerca de la funcién exacta del sistema circadiano en la placenta(21)89),

Aunque recientemente, se ha sugerido la existencia de una relacién entre la
disrupcién del sistema circadiano, principalmente, debido a la falta de suefio, y ciertas
perturbaciones hormonales en la placenta durante la gestacidon que se asocian con

complicaciones en el embarazo y alteraciones en el crecimiento fetal(?0),

Respeto a VEGF, se ha visto que presenta una actividad ritmica circadiana, cuyas
oscilaciones se incrementan en condiciones de hipoxia. Este comportamiento frente
ambientes hipdxicos también ha sido observado en varios genes reloj expresados en la

placenta humana durante el primer trimestre de embarazo(89)97),

Todas estas observaciones parecen afirmar que durante el primer trimestre del
embarazo, cuando los niveles de oxigeno son muy bajos, el trofoblasto actia como un
reloj circadiano periférico que oscila con un ritmo robusto. Y esto hace pensar que la
Kisspeptina, como mecanismo también involucrado en la regulacién del trofoblasto,

podria presentar un ritmo circadiano, del mismo modo que lo hacen TNFa y VEGF.

Apoyando esta hipdtesis, se encuentra el hecho de que a partir de la décima
semana de gestacién, cuando el aumento del flujo de sangre materna permite el
establecimiento de un entorno norméxico placentario, se observa que el reloj periférico
trofobldstico se ralentiza, es decir, se produce un cambio en la cantidad e intensidad de
los estimulos, que puede estar relacionado con los procesos de vascularizacién

necesarios en este momento gestacional(®1),
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Otro ejemplo donde se puede intuir la posibilidad de que Kisspeptina posea una

expresion ritmica circadiana, lo encontramos en la ritmicidad del parto.

El parto se define como el incremento de las contracciones uterinas acompafiado
por la dilatacién cervical durante el embarazo que culmina con el alumbramiento de un

nino(92),

Numerosos estudios ponen de manifiesto la existencia de un ritmo circadiano en el
parto, es decir, es el sistema circadiano quien regula en que momento concreto tiene
lugar el nacimiento, dentro de un ciclo de 24 horas. El trabajo del parto suele comenzar
en un periodo de tiempo comprendido entre la media noche y las seis de la madrugada,
siendo las cuatro de la mafiana la hora mdés frecuente. En cambio la mayoria de
nacimientos naturales suceden durante las primeras horas del dia. Las ocho de la
mafnana es la hora a la cual se produce el mayor nimero de nacimiento de manera

natural(93),

La melatonina es una de las vias eferentes mds importantes del sistema circadiano
y tiende a considerase la sefal circadiana desencadenante del parto en humanos, o lo
que es lo mismo, la encargada de la sincronizacién circadiana de las contracciones

uterinas que marcan el momento del parto(?3).

La mayoria de los estudios en los que se basa estd consideracién se han realizado
en rata. El que mdas apoya el papel de la melatonina como regulador del parto es el
siguiente: las ratas pinealectomizadas (carecen de melatonina endégena), poseen una
ciclicidad estral y una capacidad para quedarse prefiadas sin alteraciones. Sin
embargo, el tiempo circadiano de su parto durante el dia, es decir, el momento normal
en el que esta especie suele tener sus crias, se altera. Este ritmo circadiano es capaz de
restaurarse si se administra durante la fase oscura del fotoperiodo melatonina exégena.
Pero si dicha melatonina se administra durante la fase luminosa (periodo horario en el
cual no se secreta de manera natural) no se observa ningin efecto, y el parto sucede a

cualquier hora del dia(?2(94),

Hasta el momento, los mecanismos moleculares que conducen a las contracciones
uterinas del parto no estdn completamente dilucidados. Se conoce que la produccién de
melatonina por la gldndula pineal, como consecuencia de la propagacién de un ritmo
oscilatorio generado por el NSQ, durante la fase nocturna del ciclo luz/oscuridad,
activa un conjunto de rutas de sefializacién en las que interactian mdltiples factores y

diversas vias de regulacién.
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La melatonina actéa a través de uno de sus receptores (MT2R) activando una via
de sefializacion en la cual estdn implicados una proteina Gq, PLC y PKC, que a su vez,
provoca un aumento del calcio intracelular, que terminan con la activacién de la
oxitocina, que es la encargada de difundir las contracciones de mimometrio. Se ha
demostrado que mutaciones en cualquiera de los puntos de esta via de sefializacién

tiene como resultado la inhibicién de las contracciones miometrales(93)193),

Ademds, la melatonina induce un aumento en la expresion de la proteina de Cx43
a través de una via dependiente de PKC. Cx43 se encarga de facilitar el acoplamiento
de las células del miometrio y de la sincronizacién de la contraccién uterina en las fases

finales del parto(94).

La oxitocina, como ya se ha mencionado, es fundamental para el desarrollo de las
contracciones uterinas durante el parto; pero también es vital para la lactancia. Se
sintetiza por las neuronas del nicleo supradptico y paraventricular del hipotdlamo y se
libera en la hipdfisis posterior a la circulacion para ejercer su accion local sobre el

miometrio(?¢),

El papel de la oxitocina como regulador del momento del parto junto con la
melatonina es controvertido. Se ha descrito que ratones carentes del gen de la oxitocina
resultaban arritmicos respecto al momento del parto. Sin embargo, ratones KO para el
receptor de oxitocina presentaban un parto normal. Por otro lado, la inhibicién de los
receptores de oxitocina en ratas tampoco tuvo ningun efecto en el momento del
parto(®2. Hay que tener en cuenta que muchas de las especies de ratas y ratones son
insensibles a las variaciones fotoperiodicas debido a modificaciones genéticas, por lo
que es imposible que sus partos puedan ser regulados por el sistema circadiano; este
argumento explica facilmente la disparidad en los resultados obtenidos. De cualquier
modo, la expresidén de la oxitocina siguiendo un patrdn ritmico circadiano es un hecho

fehaciente.

Todo este intento por comprender los mecanismos implicados en la regulacién
circadiana del momento del parto deja entre ver, la falta de un punto de unién entre la
via efectora del sistema circadiano, la melatoning, y el Ultimo efector, la oxitocing, cuya
expresion también se encuentra modulada por las oscilaciones circadianas del NSQ

(reloj circadiano principal).
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La Kisspeptina podria ejercer perfectamente dicho papel como unién entre ambos
componentes, porque en primer lugar, y con una relacién clara, la Kisspeptina es capaz
de modular la secreciéon de oxitocina activando las neuronas hipotaldmicas productoras
de oxitocinal®). Y en segundo lugar, todas las vias de sefalizacién descritas, que
actualmente se supone que son activadas por la melatoning, coinciden con exactitud con

el mecanismo de accién descrito para la Kisspeptina.

Por lo que resulta obvio pensar que el proceso que tiene lugar seria el siguiente:
el fotoperiodo actuaria como sincronizador que activaria al NSQ que generaria una
oscilacién ritmica que activaria la secrecion de melatonina por la gldndula pineal, la
cual a su vez activaria las neuronas KISS-1 que secretarian ritmicamente Kisspeptina.
Esta Kisspeptina iniciaria sus correspondientes rutas de sefializaciéon73), que concluirian
con la secrecién ritmimica de oxitocina que en Ultima instancia iniciaria las contracciones
miometriales que ponen de manifiesto el momento del parto. De esta manera se vuelve
a demostrar un claro indicio de la posible ritmicidad circadiana de la Kisspeptina en la

placenta.

Por otro lado y apoyando el papel de la Kisspeptina como mediador o
modulador en la ritmicidad de parto, estd el hecho de que aun no se ha logrado
discernir la funcién concreta del incremento significativo de los niveles de Kisspeptina en
la placenta a lo largo de la gestacién, y el hecho de que dichos niveles se normalicen

una vez transcurrido el parto.

Si que se ha determinado que el nivel de Kisspeptina placentaria estd asociado
con el momento de parto natural; y que una elevada expresiéon suprafisiolégica de
Kisspeptina se asocia con partos prematuros. También existen hipdtesis que relacionan
tales elevaciones en la Kisspeptina con la sefial que seria necesaria para activar las
neuronas de oxitocina, como se ha mencionado con anterioridad, para prepararse para

el parto y lactancia.

Otro posible mecanismo de accién mediante el cual la Kisspeptina podria influir en
el momento del parto, seria modulando la apoptosis en el trofoblasto. Como ya se ha
indicado, la Kisspeptina es un potente supresor de la proliferacién celular en procesos

cancerosos, debido a que es capaz de inducir la apoptosis celular(?7),

Los fenémenos de apoptosis se producen durante todo el desarrollo de la

placenta normal, aumentando a medida que el embarazo progresa. Pero es en el
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momento del trabajo del parto cuando existe un aumento significativo de la apoptosis

placentarial?8),

Resumiendo esta relacién, tanto la participaciéon de la Kisspeptina en las vias de
contractibilidad endometrial, como en el proceso de apoptosis, sugieren una posible
implicaciéon en el trabajo del parto, y siendo este ritmico, por asociaciéon podria asumirse

también la ritmicidad circadiana de la Kisspeptina.

De manera mucho mds indirecta que los ejemplos hasta hora mencionados
aparecen en la literatura otros indicios, que permiten asociar la Kisspeptina con la

cronobiologia, en especial, con los sistemas circadianos.

La leptina es una proteina secretada principalmente por las células de las grasas
y liberada a la circulacién sanguinea, que ejerce una accién reguladora sobre la ingesta
de alimentos y el metabolismo. Ademds, se considera el inductor metabdlico de la

pubertad en mamiferos.

Se ha observado que la leptina presenta un ritmo circadiano caracteristico, con
una acrofase dos horas antes del inicio de parte luminica del fotoperiodo, similar a la
que presenta la melatoninal®). Asi mismo, se ha demostrado la presencia de una
regulacién circadiana en otros muchos componentes del metabolismo como en la glucosa
o en la insulinal199), Por lo que es ldgico asumir que todo el sistema metabdlico humano
se encuentra regulado por el sistema circadiano; ademds apoyando esta afirmacién
existen numerosos estudios que aluden a la disrupcién del sistema circadiano como causa
de muchos trastornos metabdlicos como la diabetes, la obesidad, o el sindrome

metabdlicol100(101)(102),

Por otro lado, como se menciona en la introduccién, el momento de la pubertad
es un evento complejo dentro del desarrollo del ser humano, que comprende un conjunto
de cambios en el organismo, entre los que se encuentra la maduraciéon sexual del
individuo; y se encuentra regulado tanto por sefales enddégenas como por seiiales
ambientales. Entre estas regulaciones, destacan las condiciones metabdlicas y la
cantidad de reservas energéticas presenten en el organismo, como esenciales en la
sincronizacion de la pubertad. Esto tiene sentido, desde el punto de vista biolégico
especialmente en las mujeres, las cuales una vez alcanzado su capacidad reproductora,

deben ser capaces de hacer frente a una gestacién y a la lactancia(103),
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La Kisspeptina se considera el guardidn de la reproduccién en mamiferos por su
implicacién en todos los dmbitos reproductivos, incluido la pubertad. Se ha demostrado
que las neuronas KISS1 son sensibles al estado metabdlico del organismo. Un balance
energético negativo induce la supresién del sistema Kiss1 /Kiss1r en ratas prepuberes, lo

que acarrea en Ultimo término que no tenga lugar la pubertad de dichas ratas(103),

Entonces, si se tiene en cuenta, que el sistema circadiano regula fuertemente el
sistema metabdlico, que este a su vez, regula a través de la leptina el sistema
KISST/KISS1R en su funcién de inducir el momento de la pubertad, y que ademds la
pubertad se encuentra regulada mediante sefiales ambientales, es fécil llegar a pensar
que el sistema KISS1/KISSTR, se trata de una pieza intermedia en el control circadiano
de la pubertad. Y Por consiguiente, la Kisspeptina podria poseer una regulacién
circadiana. El modo en el que el sistema circadiano ejerceria su regulacién sobre el
momento de la pubertad seria el siguiente: la ingesta de alimentos, junto con el balance
energético supondrian el sincronizador del sistema que activaria en NSQ, el cual
produciria un patrén ritmico que activaria la secrecién de lepting, la cual actuaria sobre
las neuronas KISS1 provocando la secreciéon de Kisspeptina y con esto la induccién del

momento de la pubertad.

Dentro del marco de la reproduccién, existen también otros ejemplos de la
relaciéon de la Kisspeptina con una regulacién circadiana como son el pico de LH que
desencadena el momento de la ovulacién tanto en humanos, como en el resto de
mamiferos; o el momento en el que se producen la procreacién en especies estacionales.
Los cuales relacionan directamente el efecto del fotoperiodo sobre la reproducciéon a

través de la Kisspeptina.

Recopilado, en la presente discusion se han enumerado miltiples indicios Yy
ejemplos que ponen de manifiesto que la Kisspeptina debe poseer una regulacién
circadiana, sin embargo, hasta la realizacién de este proyecto fin de mdster no se habia

demostrado.

Por lo que queda demostrado y confirmado con el apoyo de la literatura
existente, que la Kisspeptina posee una expresion ritmica, concretamente en la placenta
humana. Aunque, como muestra esta discusiéon queda por demostrar su expresidn ritmica

en el resto de 6rganos en los que se ha observado su expresion.
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Conclusiones

Del presente trabajo se han extraido las siguientes conclusiones:

1. Por primera vez, se ha demostrado la expresién ritmica circadiana de

kispeptina en placenta humana.
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